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1. BEVEZETES

Kornyezetiinket a fenntarthatd fejlodés eldsegitésével kell a magunk és a jové embere
szamara minél inkabb eredeti formajaban megorizni, ¢lhetobbé tenni. Ma mar elsddleges feladatunk
a természeti- és a mesterséges kornyezet megovasa oly modon, hogy azok 6sszhangban legyenek az
ember gazdasagi tevékenységeivel.

Az emberiség kornyezetre gyakorolt hatasa az tjkori igények és technologiak boviilésével
egyre nagyobb jelentdséggel bir. A kornyezet védelme mar csak a kornyezetkarositd folyamatok
kovetkezményeinek hatasara valt fontossa, melyekkel jelent6sen beleavatkoztunk a kornyezet
szabalyoz6 folyamataiba.

A kornyezet eredeti allapotinak megorzése a kiilonbozé szennyezdanyagok nagymértékii
kijuttatasa miatt - mely folyamatban jelentds szerepet jatszanak a ndvényvéddszerek - egyre
fontosabb ¢s nehezebb feladatta valik. A Fold szarazfoldjeinek 30%-a (ennek kozel harmada
szantd), Magyarorszag teriiletének tobb mint 60%-a mezdgazdasagi muvelés ald vont teriilet,
melyet legaldbb évente egyszer kezelnek valamilyen peszticiddel’. Intenziv alkalmazdsuk soran
szamos vegyiiletr6l igazolodott be, hogy a kornyezetben perzisztensek, igy rendszeresen
eléfordulnak a felszini és felszin alatti vizekben, foldtani kozegben, illetve felhalmozddhatnak a
taplaléklancban.

Hasznalatuk kovetkezményeként a peszticidekkel szemben ellenallé fajok szama emelkedik,
ezen kiviil gyakran feleldsek akut és kronikus mérgezések, egészségiigyi problémak kialakulasaért.
Evrél-évre egyre tobb vegyiiletrél bizonyosodik be mutagén, karcinogén, teratogén, illetve
hormonhaztartast zavard hatésa, igy ezek a vegyiiletek kiemelt figyelmet kapnak egészségiigyi és
kornyezetvédelmi szempontbol egyarant.

Vizsgalataimat a ndvényvéddszerek koziil a szimmetrikus triazinok csoportjaba tartozo
atrazinra Osszpontositottam. Az atrazin felhasznaldsa csaknem Otven éves miultra tekint vissza.
Miutdn tobb tanulmany és kutatds aldtdmasztotta, hogy a kornyezetbe keriilve a lebomlasi
folyamatoknak igen ellenalld, endokrin rendszert zavar6 hatast vegyiilet, az Europai Unié 2004-ben
visszavonta felhasznalasanak engedélyét. Ezek ellenére azonban szamos orszagban, tobbek kozott
az USA-ban még mindig kozkedvelt gyomirtoként alkalmazzak, és tobb tizezer tonna hatéanyagot
juttatnak ki évente.

A hazai adatokat tekintve a tilzott novényvéddszer felhasznalas eredményeként a legtobb

teriileten kimutathatdak peszticid maradékok a felszini és felszin alatti vizekben, foldtani kozegben.

! Novényvédelemre alkalmazott vegyi anyagok



A kornyezetbe keriild novényvéddszerek sorsa a mai napig nehezen feltérképezheté és
koordinalhato, annak ellenére, hogy folyamatosak a kutatasok erre vonatkozéan. Mivel korunk
mezdgazdasdga a népesség ndvekedésével nem volna kielégitd novényvéddszerek hasznalata
nélkiil, ezért kiemelt fontossdgiiak a kornyezeti elemeket szennyezd anyagok eliminédlasara a
biologiai karmentesités eszkozei, melyek célja, hogy kornyezetkimélé modon, drasztikus fiziko-
kémiai beavatkozas nélkiil sziintessék meg, illetve csokkentsék a mar kialakult szennyezés
mértékeét.

Az 1960-as ¢évek ota a kutatasi teriiletek egyre intenzivebben iranyulnak a
mikroorganizmusok szennyezdanyag lebontd vagy atalakitdo képességének megismerésére, amely
soran egyes xenobiotikumok biodegradacio altal lebomolhatnak.

A biologiai karmentesités keretében az 1970-es ¢évektél folynak kutatdsok a
mikroorganizmusok atrazin bont6 képességének megallapitasara.
eredményei alapjan jo degradacios potenciallal rendelkez6 torzseket egy vizoldékony, nem toxikus
milanyag polimer matrixban kivantam rogziteni (sejt immobilizacid), mely soran fokozhaté a sejtek
kiils6 behatasokkal szembeni védettsége, valamint megndvekedhet a metabolikus aktivitadsuk.

Ennek megfelelden a célkitlizéseim a kdvetkezok voltak:

o Szabad sejtes vizsgalatok keretében:

» atrazin bioldgiai lebontasara alkalmas baktériumtorzsek keresése korabban mar faj
szinten identifikalt, szénhidrogéneket és mikotoxinokat jo hatasfokkal bont6 torzsek
vizsgalataval

= O bontasi képességgel rendelkezd torzsek parokba rendezése €s a bontasi kisérletbe

vonasa

e Immobilizacion beliil:

» az immobilizacids technika optimalizalasa polivinil-alkohol (PVA) alapu hordozoval

» az atrazin biodegradacidjara képes sejtek rogzitése, valamint

= abioldgiai lebontés vizsgalata immobilizalt sejtekkel, oszloptoltetben

Dolgozatomban a téma irodalmi hatterének bemutatasa utdn ismertetem azokat a
kisérleteket, valamint eredményeket, melyek az atrazin szabad sejtes ¢és immobilizalt

baktériumtorzsek altali bioldgiai lebontdséra iranyultak.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. ANOVENYVEDOSZEREKROL ALTALABAN

,»A fokozodo és kiterjedt kornyezetszennyezés arra kényszeriti az embert, hogy Gjragondolja
a természethez ¢és gazdasaghoz fiiz0d6 kapcsolatat” (Monostori, 2007). Az ember koérnyezete a
benniinket koriilvevo vilagnak az a része, amelyben ¢él és tevékenységét kifejti. Kornyezetiink €16 és
¢lettelen, természetes és mesterséges (ember altal 1étrehozott) elemekkel egyiitt alkot rendszert. A
kornyezet szennyezése azt jelenti, hogy az ember tevékenysége sordn a kornyezeti elemek
tulajdonsagait hatranyosan befolyasolja, ezaltal az ember természetes életkoriilményeit rontja
(httpl).

A kornyezetvédelem jogszabalyban meghatarozott fogalma alapjan olyan tevékenységek és
intézkedések 0Osszessége, amelyeknek célja a kornyezet veszélyeztetésének, karositdsanak,
szennyezésének megeldzése, a kialakult karok mérséklése vagy megsziintetése, a karositd
tevékenységet megelézd allapot helyredllitasa (1995. évi LIIL. torvény a kornyezet védelmének
altalanos szabdlyairol). Alapvetd célja az emberiség fennmaradasanak illetve egészségének
biztositasa (httpl). Ennek ellenére a mesterséges kornyezet altal gerjesztett vegyi anyagok nagy
része karositja az emberi egészséget, nem bomlik le a kdrnyezetben (perzisztens), és felhalmozodik
(bioakkumulalédik) a testszovetekben (Pethd, 2008).

Napjainkban a szennyezd anyagok koziil a peszticidek kapjék a legtobb figyelmet, mivel
ezek a kémiai vegyiiletek okozzak a legtobb gondot a kdrnyezetben, hiszen sok koziiliikk potencialis
emberi rakkelt6, és mérgezoek az él6vilag szamara (Stamer et al., 1995), valamint a kornyezetbe
kikeriilve akar évtizedekig is kifejthetik karos hatdsaikat. Intenziv hasznalatuk komoly problémat
jelent, melyre els6 izben Rachel Carson: Néma Tavasz cimii konyve vilagitott ra.

A novényvédo szerek a korokozok és kartevok megfekezésére alkalmazott vegyi anyagok -
melyeket tudatosan alkalmaznak az éldvilag kiilonbozd fajainak, fajcsoportjainak, populacidinak
pusztitasara, - egyre inkabb fordulnak eld a vizekben és talajokban egyarant, emellett a vegyi
anyagokkal szemben ellenalld fajok szama folyamatosan emelkedik (Markus, 1993). Ezen kiviil
mar tobbszor jegyeztek fel gyomirtoszer-tartalmt (pl. alachor, metolachor) csapadékot Nyugat-
Eurdpatol az Egyesiilt Allamokig (Darvas & Székacs, 2006).

A novényvéddszerek alkalmazasa a XVIIL. szazadig nyulik vissza, amikor is a nikotint, mint
dohanyextraktumot rovardlészerként alkalmaztak, a XIX. szazadban pedig az akkori tapasztalatok

alapjan a koszénkatrany bizonyult haté¢kony alapanyagnak. A mult szdzad kozepén kezdték meg a



hirhedt DDT ¢és a foszfoészterek alkalmazasat, az 1970-es években fedezték fel a piretroidokat
(http2).

A peszticidek specifitdsanak célja, hogy intenziv bioldgiai hatast gyakoroljon célfajokra.
Sajnos a szelektivitasuk korlatozott, mert nem célzott fajokat is gyakran érintenek, mivel azok
fiziologiai vagy biokémiai hasonldsaggal rendelkeznek a célszervezetekkel (Mladinica et al., 2009).
A talzott és egyoldali peszticidfelhasznalas miatt peszticidrezisztencia alakulhat ki kiilonb6zo
fajokban, igy id6vel a mutalodott szervezetekre hatastalannd valnak a hatdanyagok. Az emberiség a
sziikségesnél is tobb kémiai eredetli anyagot juttat a kornyezetbe, kozottilk szamos talalhato,
amelyek bizonyos id6 utan felhalmozddnak a kornyezetben, és ez altal a taplaléklancban (Markus,
1993). Jelenlétik ¢és megmaradasuk (perzisztenciajuk), atalakulasuk (metabolizmusuk ¢&s
degradaciojuk) az él6 szervezetekben nehezen nyomon kovethetd, a legtobb esetben ismeretlen
bioldgiai reakciot indit el, egyuttal kiillonbozé mértéki kornyezetterhelést valt ki (http2).

A vegyi anyagok talzott felhasznalasa rdmutat arra, hogy a kemikalidk altal eldidézett
karosodasokat figyelmen kiviil hagytak, hatdsukat aldbecsiilték (Rady, 1982). Az eldrehaladott
kornyezetszennyezéssel slirgetd feladatta valik a kijuttatott novényvédo szerek €s bomlastermékeik

sorsanak tisztazasa (Markus, 1993).

2.2. A SZIMMETRIKUS TRIAZINOK R2

A

1952-ben a J. R. Geigy Kft. altal Svajcban N N
felfedezett szimmetrikus triazinokkal (tovabbiakban s- | /)\
triazinok) 0j, nagy hatas herbicid csoport keriilt ki a R6—N N N—Rr4
piacra ¢és jelentett nagy eldrelépést a mezOgazdasagi H H
gyakorlat szdmara (LeBaron et al., 2008). 1. abra - A szimmetrikus triazinok

altalanos képlete (Kadar, 2005)
Fontosabb szarmazékaiban a gytliriben talalhato
o . ) . (R2=Cl vagy SCH;kloratom, alkoxi
1,3,5- helyzetben 1évé nitrogén atomok adjdk a vagy alkiltiocsoport; R4,

szimmetrikus triazinok alapjat (Rady, 1982), altalanos Ro=alkilesoport/ alkilszubsztituensek)
szerkezeti képletiik az 1. szamu abran lathatd. Az s-triazin-szarmazék herbicidek kdzott nagyszamu,
szerkezetlikben hasonlo vegyiiletet talalunk. A helyettesité-csoportoktol (R2, R4, vagy R6) fliggden
tudjuk a vegyiiletcsalad tagjait tovabb csoportositani (Hong, 2003). Az s-triazinokat gyakran
hasznaljak reagens gyanant, konnyen képeznek szarmazékokat, ezeket gyogyszerként
és herbicidként alkalmazzak (Aksenov & Aksenova, 2009). Bar a csoportban szamos gyomirtd

hatdanyagot irtak le, a legjelentésebb képviselGiként a klorszubsztitualt szarmazékok kozott az

atrazin, cianazin, ¢és a terbutilazin emlitheték meg elsésorban.



A s-triazin tipusu gyomirtok (pl. atrazin, prometrin) kiemelkedden rossz hirnévre tettek szert
az ivoviz-készleteink szennyezése, illetve perzisztencidja okan, ezért Eurdpa fejlett allamaiban sorra
keriiltek betiltasra (Darvas & Székacs, 2006), de példaul az USA-ban tovabbra is tobb millio
kilogramm keriil felhasznalasra évente (http3). Az Osszes triazin tartalmi gyomirtoszerek
felhasznalasanak mértéke 1996 és 2001 kozott a Magyarorszagi és Eurdpai adatokkal dsszevetve az
1. szdmu tablazatban talalhato.

1. tablazat - Osszes triazin tartalmi gyomirtészer hasznalat 1996-2001-ig (a FAO statisztikai alapjan)

év/tonna AMERIKA EUROPA MAGYARORSZAG

1996 17976 9828 356
1997 27139 3424 356
1998 14342 3698 426
1999 9771 3493 508
2000 15249 7653 483
2001 15488 8673 621

Vizszennyezd-képességiik miatt a triazin tipusu szerek gyartdinak eurdpai piaca erdteljesen
hanyatlik. Elsdsorban a kukorica gyomirtasat célz6 triaziniizletigban (pl. atrazin, simazin, cianazin)
az engedéllyel rendelkezd orszagok triazintartalmu gyomirtok gyartasdban, forgalmazéisaban a
Syngenta vezetd szerepét a Bayer és a DuPont vette 4t (Darvas & Székacs, 2006), de a Monsanto

valamint Scotts cégek is gyartjak még (PPDB?).

2.2.1. Az ATRAZIN Cl
A szimmetrikus triazinok csoportjdba -
, . i L " CH, N N
tartozd atrazin nem illékony, kristalyos vegyiilet |
(Kadar, 2005), vizben vald oldhatosaga 0,03 g/l )\ )\N/)\N /\ CH
N 3

(http4), szerkezeti képletét a 2. szamu 4bra st H H
szemlelteti. 2. abra - A 2-klér-4 etilamino-6-izopropliamino-1,3,5-

. L. .. triazi trazi erkezeti képlete (http6
Lehetséges hatésainak koztudatba riazin (atrazin) szerkezeti képlete (http6)

keriilése el6tt Magyarorszagon széles hatasspektruma, hosszu hatéstartama és kedvezd ara miatt

volt kozkedvelt a termeldk korében, Amerikdban legfoképp a kukorica, cirok, és a cukornad

2 Novényvéddszerek tulajdonsagainak adatbazisa (http8)



vegetaciokban hasznaljak pres- és posztemergens4 herbicidként a gyomndvények fotoszintézisének
gatlasan keresztiil (Borbély, 2002; http5).

Noha hasznalatat az Eurdpai Unidoban 2004-ben betiltottak, tobbek kozott az Amerikai
Egyesiilt Allamokban, valamint Ausztralidban az atrazin tovabbra is alkalmazhaté szer. Az USA
peszticid eladasi listajan 2005-ben az el6kelé masodik helyen szerepelt, igy természetesen komoly
anyagi érdekek kapcsolodnak forgalmazasahoz (http7). Az Egyesiilt Allamokban 1987 és 1989
kozott az atrazin volt a legnagyobb mennyiségben — csaknem 30 millié kg hatéanyag évente —
felhasznalt herbicid, a termésteriiletek 84%-an alkalmaztak (Gianessi & Puffer, 1991). Az Amerikai
Kornyezetvédelmi Hivatal (United States Environmental Protection Agency - US EPA) adatai
szerint 1995-ben 31-33 milli6 kg hatéanyagot hasznaltak fel az Egyesiilt Allamok teriiletén
(Aspelin, 1996). A 2001. évi atrazin-felhasznalast az Egyesiilt Allamok teriiletére vonatkoztatva a 3.

abran lathato.

Average annual use of
. active ingredient
(pounds per square mile of agricultural
land in county)
no estimated use
0.001 to 0.307
0.308 to 1.91
1.911 to 9.32
9.321 to 34.596
M >=34597

1 pound per (square mile) =
1.75132993 x 107 kg / m?

3. abra - Atrazin-felhasznalas mértéke az Egyesiilt Allamokban (USGS®, 2001)

A vegyiiletben levélherbicid hatast® idéz eld az izopropil-csoport, de talajherbicidként’ is
alkalmaztdk. Felhaszndlasa ezért pre-, és posztemergensen is lehetséges a ndovény korai novekedési
allapotaban. Készitményeinek hatoanyagtartalmat az aktudlis szabdlyozas, a gyartd cég,
felhasznalasdnak modja, valamint az adagolt segédanyagok hatarozzadk meg (Rady, 1982). Ezektdl

fliggben Magyarorszagon szamos markanéven volt forgalomban, melyek 2007. junius 30-ig

¥ Premergens kezelés: a kultirnvény vetése utan, kelése elétt, gyommentes teriiletre juttatjak ki
* Posztemergens kezelés: a kultirndvény és a gyomok kelése utan juttatjak ki a teriiletre. A kulturndvény és a gyomok
fejlettségére egyarant tekintettel kell lenni. (http9)
® Amerikai F6ldméré Hivatal (US Geological Survey - USGS)
cA ndvény fold feletti, zold részén keresztiil szivodnak fel (Hong, 2003).
’A talajherbicideket a talajra v. a talajba juttatjak, mig a levélherbicidek a levél feliiletén (kontakt hatistak) vagy a
levélen keresztiil felszivodva (szisztemikus hatasuak) aktivak. A kémiai szerkezet gyakran meghatiarozza a
novényvédbszer biologiai hatas modjat (httpl1).
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rendelkeztek forgalomba hozatali engedéllyel, és 2007. december 31-ig lehetett felhasznalni a
tiirelmi idére vonatkozo jogszabalyok értelmében.

Az atrazin a kornyezetben tartésan megmaradd szerves szennyezd anyag, ennek ellenére
még mindig széles korben hasznéljak a mezdgazdasagban és az erddgazdalkodasban egyarant
majdnem Otven éve (Buttiglieri et al., 2011), ezaltal nagyszamu novényfaj valt rezisztensé: az
atrazinrezisztens ,,szupergyomok’ dokumentalt szama tobb mint 80 (http10). A {6 probléma, hogy
minél tobb iddt tolt a kornyezetben, ellendllva a természetes lebomlési folyamatoknak, annal

biztosabb, hogy belekeriil a bioldgiai rendszerekbe, hatast gyakorolva ezzel az emberre is (Barotfi,
2000).

2.2.1.1. AZATRAZIN HATASMECHANIZMUSA

A fotoszintetizalé novényekben - melyek rendelkeznek kloroplasztisszal - két fényindukalta
elektrongerjesztési mechanizmus mitkodik, ezekben fény hatasara a klorofill gerjesztédik, majd a
gerjesztési energiat atadja a kémiai reakciocentrumnak (a viz fotoliziséhez). Az egyik az un. IL
fotorendszer (PS 1I), a 670-680 nm hullamhosszi fény energiajat nyeli el, miikodése oxigén
felszabadulasahoz vezet, valamint az un. 1. fotorendszer (PS I) - mely erésen redukalé tulajdonsaga
és 700 nm koriili fotonokat abszorbeal - miikodésének eredményeképpen a fényenergia ATP és
NADPH forméjaban kémiai energidva alakul. A II. fotorendszerben keletkezd elektron atadodik az
I. fotorendszernek, ahol az a NADPH képzésén keresztiil végsd soron a szén-dioxid szénhidratta
torténd alakitasat eredményezi oxigén képzddése mellett. Az elektronok a fotoszintetikus
elektrontranszport alatt magasabb energiaszintre 1épnek. A fotoszintézis-gatld herbicidek e két
fotorendszer miikodését akadalyozzak. A fotoszintézist a fényszakasz masodik fotorendszerét (PS
1) gatlo vegyiiletek (piridazinonok, fenil-karbamatok, triazinok és uracilok) az elektronatadasi
helyet szétkapcsoljak (Darvas & Székacs, 2006), ezaltal blokkolddik az elektrontranszportlanc, igy
az elektronok nem tudnak eljutni a PS I-re, nem keletkezik ATP és NADPH, amelyek sziikségesek
a CO; redukcidjdhoz (Hong, 2003). A triazin herbicidek a PS II folyamatrendszert az
elektrontranszport gatlasaval akadalyozzak (Kadar, 2005) tugy, hogy a folyamatban gerjesztett
elektron nem tud 4tjutni a plasztokinon kaszkadon keresztiil és ez altal nem jut el a PS I rendszerbe
(Darvas &  Székacs, 2006). A szimmetrikus triazinok a ndvénybe kerlilve a
szallitoszovetrendszerben transzlokalddnak, és a viz fotolizisét gatoljak.

Magasabb koncentracido esetén a fotoszintézis gatldsa mellett, fénytdl fiiggetleniil a
novények enzim rendszerére is hatnak. A gyokerek nitrat-felvétele ndvekszik, mely a novényben

magas N-tartalmat, illetve fehérje-szintndvekedést idéz el6. A kezelt ndvény leveleinek



keményitOtartalma csokken, mely szintén a szimmetrikus triazinok egyik mellékhatasaként

emlitheté meg (Rady, 1982).

2.2.1.2. ATRAZIN HATASA ELO SZERVEZETEKRE

Az atrazin egészségligyi hatésait illetéen eléggé megosztja a tudomanyos kozonséget. 2000.
junius 27-én szakértdi tanacsado testiilet altal bemutatott eredménysorozat hatdsara az EPA
frissitette az atrazin becsiilt toxicitasi értékét és az ivovizben megengedett hatarértéket is. Az elsd
mélyrehatd kutatds, amely a gyerekekre valo karos hatédsait vizsgalja, meggydzte az ligynokséget,
hogy az atrazin kéros a magzatokra, csecsemdkre és a pubertds koru gyerekekre. Az ligyndkség a
vizsgalatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy rovid tavl atrazinnak valo kitettség is szamos
reprodukcios hatast és fejlodési rendellenességet okozhat, beleértve a vetélést, és a késleltetett
serdiil6 kori nemiszerv-fejlodést (EPA, 2000).

Szervezetlinkben els@sorban a m4j felelds a toxikus anyagok metabolizmuséért, beleértve az
atrazinét is. Vizsgalatok ellenére azonban korlatozott informacio all rendelkezésre az atrazin emberi
metabolizmusat illetéen (Joo et al., 2010). Az atrazin konnyedén felszivodik az allatok gyomor-bél
traktusan keresztiil, eloszlik a majra €s vesére, ezért hatdssal van a maj méregtelenitését végzo
lényeges enzimekre (Islam et al., 2002). A triazinderivatumok® haziallatokban ritkan okoznak
mérgezést, viszonylag magas dozis bevitele azonban barmely allatfaj egyedeit megbetegithetik.
Felszivodasuk utan a majat és a vesét karositjak, illetve kozvetlen, bénitd jellegii idegrendszeri
hatdsuk is van. A mérgezett allatokon hasmenés, nyalzas, reszketés, hanyas ¢és izomgyengeség
figyelheté meg, majd koordinalatlan mozgas, bénulas jelentkeznek. Specifikus ellenszere nincsen,
ezért csak tiineti kezeléshez folyamodhatunk: nyugtatokat, gorcscsillapitokat, majvéddszereket,
vérkeringést javito készitményeket alkalmazhatunk (Simon & Laczay, 1993).

Az EPA arra s talalt bizonyitékot, hogy az atrazin ,,Iépcsdzetes” biologiai eseményeket indit
el, ami szamos egészségiligyi problémahoz vezet: az elvaltozas a hipotalamusz hormonjainak
elnyomasaval kezddédik, amely gétolja az agyalapi mirigy hormonjainak felszabadulasat. A
hipotalamusz befolyasolja tobbek kozott az agyalapi mirigyet, amely szabalyozza a ndvekedést,
anyagcserét és a reproduktiv funkciokat, ezaltal az atrazin veszélyes hormonalis egyensulyzavart
indukalhat (http12).

Az EPA hormonalis hatasokkal kapcsolatos eredményei alapjan az atrazint a
,,hormonrendszert zavaré” (EDC - Endocrine Disrupting Chemicals) kategoriaba helyezte, ugyanis

gerinceseknél erds endokrin rendszert zavar6d hatassal rendelkezik. Az atrazin foszfordiészteraz-

8 Szarmazék
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inhibitor® tulajdonsaga révén fokozza az aromatdz aktivitast, melynek soran a tesztoszteron
Osztrogénné alakul at (Roberge et al., 2004). Megzavarja a kétéltliek szexualis fejodését ¢s ezzel
komoly 6kologiai kockazatot jelent (Chunyu et al., 2009). Tyrone Hayes munkatarsaival az atrazin
afrikai karmosbékakra (Xenopus laevis) kivaltott hatasat vizsgaltak olyan koncentracioban, amely
természetes kornyezetiikben is el6fordulhat. Ehhez karmosbéka larvakat neveltek atrazint
kiilonb6z6 koncentracidban tartalmazo vizekben, majd az észlelt valtozasokat Osszevetették a
kontroll egyedekkel (atrazint nem tartalmaz6 vizben nevelkedett békakkal). A legalacsonyabb
koncentraciot kivéve (0,01 ppblo) mar 0,1 ppb nagysagrendnél azt tapasztaltak, hogy az eredetileg
himnek sziiletett ebihalak ivarmirigyei tobbszorézddtek, eléfordult hermafroditizmus, valamint a
himek tesztoszteron szintjének csokkenése volt kimutathatd. Egyes egyedek feminizalodtak és mas
himekkel parosodva utdédokat hoztak 1étre (Hayes et al., 2002).

Kapcsolatban allhat tovabba a mezdgazdasagi teriileteken €16 férfiak termékenységével,
spermainak minéségével (Swan et al., 2003), tovabba megallapitasra keriilt, hogy daganatok
kialakulasat segiti el6 a hormonalisan érzékeny szovetekben, pl.: méh, emldk, valamint fokozodik a
mellrak el6forduldsdnak valoszintisége azon ndk esetében, akik atrazinnal szennyezett vizet
kénytelenek fogyasztani (Kettles et al., 1997). Ezen kiviil 6sszefiiggésben allhat gyomor-, prosztata-
, emlédaganat és Non-Hodgkin-limfoma'! kialakulasaval is (Buttiglieri, 2011; Lazorko-Connon &
Achari, 2009). Az EPA a karcinogenitasi iranymutatasok terminoldgiaja alapjan javaslatot tett a ,,C-
kategdridba” vald atsorolasara a ,,valdszintileg emberi rakkeltd” vegytiletek k6zé. Az EPA javaslatat
a FIFRA (az USA rovarirtd, gombadld és ragesaloirtd szerekrél szold rendelete - Federal
Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act) tudomanyos tanacsado testiilet szakért6i értékelésének
hatéasara elutasitottak (http5).

Hayes és munkatarsai (2010) kisérleteikkel egyrészt igazoltak, hogy a kétéltiiek igen
szenzitivek a vegyiilettel szemben, masrészt kideriilt, hogy egy érzékeny él6lénycsoporton mar igen
kis koncentracioban (0,1 ppb) is kifejti karos hatasat a vegyiilet. Egy 1995. évi értékelés adatai
szerint az Ohio, Illinois, valamint lowa allamok (USA) lakosainak tobb mint 90%-a 1 ppm atrazin
koncentracionak volt kitéve az ivoviz altal (IARC,1990).

Széles korben tanulmanyoztdk az atrazin Okotoxikologiai jelentéségét, hatasat a vizi
okoszisztémakra, a kiilonféle tengeri novények utan a tengeri allatokra. Az utobbi idében sok
tanulmany foglalkozik az atrazin halakra gyakorolt karos hatasaval is. 5ug/l-es (5 ppb) kitettség

mar jelentds valtozdsokat okozott a zebrahal Uszasi magatartdsdban. Ezen kiviil az atrazin

% A foszfodiészteraz enzimcsalad tagjai a cAMP 5°-AMP-vé alakulasaért feleldsek. A foszfodiészteraz- inhibitorok
(gatlok) hatdsara megemelkedik a cAMP szintje, amely az aromatdz enzim expressziojanak novekedését eredményezi
Parts per billion: ng/l vagy pg/kg (ppm: mg/l vagy mg/kg)
' A nyirokrendszer daganatos elvéaltozasa
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bizonyithatoan hatdssal van a harcsdk reprodukcidjara, valamint csokkenti azok embrionalis
fejlédést (Xiaoli et al., 2009). Akut 6kotoxikoldgiai tesztekben algdkra nagyon toxikus (Ocsko et
al., 2006). Egyes vizi szervezetekre vonatkozo LCsq' értékek a 2. tablazatban talalhatok.

2. tablazat - Vizi szervezetekre vonatkozo értékek atrazin esetében (TERRABASE felhasznalasaval)

Erték Szervezet Mennyiség
Chlorella pyrenoidosa 0.145 mg/I

LCs alga Scenedesmus obliquus 0.124 mg/I
Pseudokirchneriella subcapitata | 0.051 mg/I

LCsx daphnia 0,415 mg/Il
LCs ponty 33,11 mg/l

2.2.1.3. ATRAZIN A KORNYEZETBEN

A triazinok egyik legfobb kornyezeti problémdt okozd tulajdonsiga, hogy a talajokban
honapokon keresztiil, vagy akéar a vegetacids idon tul is megmaradnak (Darvas et al., 1999). Az
atrazin akkor kapott igazan nagy figyelmet, amikor gyakorta észlelték felszini és felszin alatti
vizekben egyarant. A felezési ideje13 termdOtalajban mintegy 60 nap, illetve 3-12 honap alatt bomlik
le fele mennyiségiire a felsd talajrétegben, de ez az érték jelentdsen megnd felszini és felszin alatti
vizek esetében (US EPA, 1988; Gondos & Darvas, 2005). Hazankban mar 1972-ben rendeletben
szabdlyoztak az atrazin hatdéanyag felhasznalasat, a legmagasabb kijuttathatd mennyiséget két éves
ciklusra 3 kg/ha dozisban hataroztak meg, melyet 1995-ben 0,7-1,4 kg/ha hatdéanyagban
maximalizaltdk (Borbély, 2002). 1993-ban végzett felmérés szerint a felsé talajrétegben a
herbicidek koziil az atrazin fordult eld legtobb esetben (MTA, 2003). A csokkend felhasznélds miatt
1998-as adatok szerint felszin alatti vizeink 68%-aban nem detektalhat6 atrazin, és csupan 1%-aban
mutattak ki 2pg/l-nél nagyobb mennyiséget, ami a WHO altal meghatarozott akkori limit (Rakics,
2000; Karpati et al., 1998), azonban az Egyesiilt Allamokban a herbicidek koziil talajvizben az
atrazin a leggyakrabban detektalt vegytilet (Borbély, 2002).

A modellek alapjan késziilt statisztikdkbol kivehetd, hogy az atrazin alacsonyan fekvd
mezOgazdasagi teriileteken fordul eld nagyobb gyakorisaggal. Ezeken a teriileteken a viszonylag
magas atrazin koncentraci6 végett a hidroldgiai viszonyoktol fliggéen nagyobb mértékben kertiil a

talajvizekbe (httpl2). Az atrazin talajviz felé torténd transzportja szamos tényezd fliggvénye,

2Az adott novényvéds szer hatbanyaganak azon mennyiségét jelenti (mg hatoanyag / 1 1 vizre megadva), amelytdl a
kisérleti allatok (pl. halak) 50%-a elpusztul. (http13)
13 A bomlashoz sziikséges id6 jellemzésére vezették be a felezési id6 fogalmat. A felezési id6 alatt azt az idStartamot
értjiik, ami alatt egy adott pillanatban meglévo atommagok fele elbomlik (http15).
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beleértve a vegyiilet és a talaj fizikai-kémiai tulajdonsdgait, a benne el6forduld ¢€l6lények
mennyiségét, Osszetételét, és tevékenységét, valamint a kornyezeti tényezOket. Bar a kijuttatott
atrazin tobbnyire a felszini talajrétegben marad ¢és ott fejti ki hatasat, meglepd, hogy helyenként
kimutattak mar esévizben is, melynek koncentracidja 2,19 ug/l (ppb) volt (Richards et al., 1987). A
rendelkezésre all6 adatok szerint a vegyiilet 57%-a szarmazik szennyviztisztitokbol, és 43 %-a
mezdgazdasagi teriiletrél (Darvas et al., 1999). Ez a legfébb oka annak, hogy mezdgazdasagi
teriiletek kozelében él6k ivovizében gyakran el6fordul (httpl5), ugyanis a legtobb esetben a
mezOgazdasagi teriiletekrol elfolyt vizekbdl szarmaztathaté atrazin az ivovizekben (http5).

Az EPA szerint az els6dleges kockazatot az emberi egészségre az ivovizek atrazin tartalma
jelenti. Az Egyesiilt Allamok talzott mennyiségii atrazin hasznalata miatt mér a legtobb felszini és
felszin alatti vizben kimutathatd. Emiatt fennall a fokozott veszélye a talajbol és talajvizbodl az
ivovizkészletekbe keriilésének (Mulbry et al., 2002). Az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi
Hivatala (US EPA) 1974-ben elfogadta a Biztonsagos Ivoviz Torvényt, amely az ivovizben
fellelhetd szennyez6 anyagok mértékét irja eld egészségiigyi kockazat nélkiil (biztonsagi hatar). Az
atrazin legnagyobb szennyez8anyag-szintjét (MCL") ivovizekre vonatkoztatva 3,0 ppb-ben (0,003
mg/1) hatarozta meg (http14), ezzel szemben Hayes és munkatarsai 0,1 ppb-ben allapitotta meg azt a
dozist, amely kétéltliekben mar negativan befolydsolja a szervezet normalis fejlédését. Egy
nemrégiben az Egyesiilt Allamok Mez3gazdasagi Minisztériuma altal készitett tanulméany szerint
azonban az atrazin éves atlagos koncentracioja tobb esetben haladta meg ivovizekben az MCL-.
Tobb folyd, patak és ivoviztarozd esetében a legnagyobb szennyezbanyag szintet meghalado
atrazinkoncentraciot mértek (httpl5). Becslések szerint az USA-ban 2-3 milli6 ember van évente
kitéve 0,2 png/l szintli atrazin ivoviz altali expozicionak jelenleg (Kligerman et al., 2000a, b).

Az atrazin ivovizben valo szabalyozdsa az allamokban mai napig egy évi atlagos szinten
alapszik, és nem veszi figyelembe a szezonalis csticsokat €s maximumokat. Tervben volt egy uj jogi
értékhatar bevezetése, amely azon alapszik, hogy révid tavu, esetleg napi expoziciotdl is megvédje
a magzatokat, csecsemoket €s fiatalokat. Ennek az 0j értékrendnek a bevezetése esetén az évente 4
alkalommal torténd tesztelés helyett gyakrabban vizsgaltak volna a csapviz atrazinkoncentraciojat, a
szennyezés csucsiddszakaban akar napi szinten- potencialisan tobb mint szazszor évente (httpl12).

Az atrazin a kornyezeti elemekben hosszu ideig fellelhetd, az allatok és novények
szervezetében akkumulalodik, ezaltal konnyen felhalmozodik a taplaléklancban is (httpl7).

Kémiai lebomlasa jelentésen fligg a kornyezet kémhatasatol, valamint a katalitikus anyagok

Y A viz minésitése az tn. maximalis szennyezdanyag-szintek szabvanya (MCLs) alapjan torténik, ezen hatarértékeket
az egészségiigyi dozis és expozicid figyelembevételével hataroztak meg. 1990-ig a tervbe vett 86-bol mar 55 veszélyes
szennyezbanyagra szabvanyositottak az MCL-szinteket, hatarértékeket (http16).
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jelenlététol. Oxigénszegény, anaerob viszonyok mellett a bomlés leall, emiatt valik az atrazin a
legjelentésebb talajvizszennyezové (httpl8), reduktiv viszonyok kozott pedig gyakorlatilag nem
bomlik le. Németorszagban ez volt az egyik dontd ok, amiért betiltottak a hasznalatat (Darvas et al.,

1999). A talajba keriilo atrazint érd folyamatokat szemléltetd abra a 4. abran lathato.

_ lebomias ™ -
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4. abra - A talajra Keriil6 peszticideket éré folyamatok (Borbély, 2002)

A kiilonbozé élelmiszerek és takarmanyok vizsgalatakor tapasztaltak kimutathatd atrazin
maradékot, viszont az elmult években egyre inkabb ndvekednek az aggéalyok az atrazin expozicid

esetleges toxikologiai és fejlodési hatasaira vonatkozoan (Hayes et al., 2002).

2.2.1.4. AZATRAZIN MIKROBIOLOGIAI LEBONTASA

A mikroorganizmusok tobbnyire oxidativ, reduktiv vagy hidrolitikus enzimeikkel bontjak le
a herbicideket, ha azonban egy hatéanyagot (pl. triazinok, uracil-vagy karbamidszarmazékok) olyan
nagy dozisban alkalmaznak, hogy az a mikroorganizmusokra toxikus, s egyben megakadalyozza
azok szaporodasat €s Ujratelepiilését, a szermaradékok évekig, akar évtizedekig is megmaradhatnak.
A természetes kornyezetben a szerves vegyiiletek bontasat gyakran vegyes mikrobalis kdzosség
végzi. Vizsgalati eredmények arra utalnak, hogy a szubsztrat hasznositasat vegyes kultarak jobban
végzik (Chunyu et al., 2009). A biodegradacié soran a mikrobak kiilonb6z6 anyagcsere-folyamatain
keresztiil az aromas szennyezd anyagok teljes lebontdsa érhetd el, mely koltséghatékony megoldas,
igy fontos szerepet jatszik a kornyezet tisztitdsanak folyamataiban. Bar a kornyezetben jelen levd
sokféle baktérium hatékonyan csokkentheti a szennyezOanyagok jelenlétét, daltalaban a
biodegradacids folyamatok idében elhtizddnak, igy a szennyezdanyagok nagyobb valdsziniiséggel

halmozddnak fel a kornyezetben (Cao et al., 2009).
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Sok atrazin bontasara alkalmas mikroorganizmust izolaltak és vizsgaltak azok atrazin
degradacios képességeit, ilyenek a Pseudomonas, Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter,
Ralstonia és Norcardioides nemzetségek tagjai (Chunyu et al., 2009). Néhany ezek koziil részben
képes hasznositani az atrazint, masok viszont teljes egészében elbontjak azt. 1995-ben Mandelbaum
¢s munkatarsai herbicidekkel szennyezett talajbol a Pseudomonas nemzetségbe tartozd torzset
izolaltak, mely képes volt laboratoriumi koriilmények kozott az atrazin felhasznalasara, illetve teljes
lebontasara (Mandelbaum et al., 1995). Késobb tovabbi hat, atrazin bontdsra képes
mikroorganizmust izolaltak olyan mez6gazdasagi teriiletrél, melyek rendszeresen voltak atrazinnal
kezelve. Ezek a torzsek Gram-pozitivak, a Nocardioides és Arthrobacter nemzetség tagjai.
Mindegyik képes az atrazint kizarolagos szén- és nitrogén-forrasként hasznositani (Vibber et al.,
2007). Ezeket a folyamatokat valoszinileg a mikroorganizmusok igen nagyfoka adaptacids
képességével lehet magyarazni, azaz évtizedek soran mintegy hozzaszokva a koriilményekhez,
képessé valhattak az ilyen tipusi szennyezdanyagok, mint szén- és nitrogénforrds felhasznalasara.

Az atrazin lehetséges lebomlasi Gtvonalait az 5. szamu abra koveti végig.

1
j‘\Oj:\
/'\“ N NH _CHs:
CoH, 2 Jch
CIH,
Atrazine
1 OH
I P Py
®) 0L O
\_“J\\_/l\x”: NH, ™N NH _,C[I3 NH N f\']‘[ ’c“_:
ol LCH cty” _ci
= ) CH;" CHs;
Deisopropylatrazine Deethvlatrazine Hydroxvyatrazine
(DLA) (DEA) S (HA)
l COH
Cl T : OH
(@) X
NON xu’l\_\/]\_\:nz -‘O-‘
/J\ )\ Cc.H ) ,L_ /I\

NH3 N NH 5 T NH, N NH CHy
Didealkylatrazine Hydroxyvdeisopropylatrazine \C] [’
(DDA)Y (HDIA) cuf

* Hvdroxydeethvlatrazine
OH (HDEA)
NH, N NH,
Ammeline
OH CH
@) ®)
.\'[IEJ\_\')\O[I qu\_\'J\ou
Ammelide Cyanuric acid

v

ring cleavage
CO, + NI

5. abra - Az atrazin lebomlasanak fébb titvonalai (http19)
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Az atrazin mineralizacidjaban sok enzim vesz részt. A legjelentdsebb, atz enzimeket kddold
géncsaladot elészor a fentickben mar emlitett Pseudomonas torzsben irtak le. Az aztA, B, és C
gének azok, melyek azokat az enzimeket kodoljak, amik az atrazin cianursavva torténd lebontasaért
felelosek. Ezeket a géneket egy On-atvitelre képes plazmid kodolja, mely szamos baktérium-
izolatumban megtalalhat6, és amelyeket a tudosoknak mar sikeriilt klonozni és szekvenalni (de
Souza et al., 1998). Az aztA gén klorohidrolaz enzimet kodol, mely elsé 1épésben lehasitja a klor-
szubsztituenst, majd az atzB,C, két aminohidrolaz aminoalkilcsoportokat hasit le a hidroxiatrazinrol.
Kovetkez6 1épésben az atzD a cianursav hasitasat katalizalja biuretté, végiil az atzE, F a biuretet
degradalja széndioxiddd ¢és ammoniava. Ezeket az enzimeket kodold géncsaladot a
baktériumtdrzsben a pADPI1 nevii plazmidon mutattdk ki elészor, melynek teljes szekvencia
analizisét és géntérképét Martinez és munkatarsai készitették el (Martinez et al., 2001), majd E.
coliba transzformalva létrehoztak atrazin bonto szervezetet (de Souza et al., 1998). Az atrazin, mint
szénforras mineralizaciojat mas Pseudomonas torzs esetében is leirtak (Yanze-Kontchou &
Gschwind, 1994). Az atrazin lebomlasaban szerepet jatszo géneket, illetve enzimeket az alabbi, 3.

szamu tablazat szemlélteti.

3. tablazat — Az atrazin biologia lebontasaban szerepet jatszo gének, illetve az altaluk kodolt enzimek (sajat gyiijtés)

Gén Enzim
atrA atrazin monooxigenaz
atzA, trzA, trzN klorohidrolaz
atzB etilamino-hidrolaz
atzC izpropilamino-hidrolaz
atzD, trzD cianursav amidohidrolaz
atzE biuret hidrolaz
atzF allofansav hidrolaz
trzB ammelin aminohidrolaz
trzC ammelid aminohidrolaz
triA ammelin deaminéz

Az elmult par évben ijabb fajokkal boviilt az atrazin mineralizacidjara képes torzsek listaja,
az Aminobacter aminovorans, az Arthrobacter crystallopoietes, a Chelatobacter heintzii és a
Stenotrophomonas maltophilia torzsek esetében a Pseudomonas ADP t6rzshoz hasonld lebontasi
mechanizmust feltételeznek (Rousseaux et al., 2001).

Az atrazin (és egyéb triazin vegyiiletek) tehat szolgalhat mind szén- mind nitrogénforrasként
a megfeleld enzimkészlettel rendelkezd mikroorganizmusok szdmara. A talajban a lebomlés a

mikroorganizmusok segitségével hasonldan megy végbe, mint a névényben (Rady, 1982).
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2.3. KARMENTESITESI TECHNOLOGIAK

A kornyezetbe keriild kiilonbozd tipusii szennyezOanyagok eltavolitdsara, a teriiletek
mentesitésére ma mar sok technoldgia 4all rendelkezésiinkre. A kelet-eurdpai dllamokban a ’80-as
¢vektdl a talaj- illetve talajviz szennyezések a szennyezett teriiletek szambavételére, a
karfelmérések majd karmentesitések megkezdésére terelték a figyelmet (KvVM, 2001). A
karmentesitésre hasznalt modszerek lehetnek fizikai-kémiai, termikus, izolécios, illetve bioldgiai
eljarason alapuld technoldgidk. A gyakorlatban altaldban ezeket egyszerre, tobb egymast kovetd
technologia-egyiittesként alkalmazzak, igy ezzel az un. kevert technoldgiaval nagyobb hatasfoku
tisztitas érhetd el (Nagy, 2009). A beavatkozast végezhetjiik in situ vagy ex situ modszerekkel. In
situ technologiarol akkor beszéliink, amikor az elszennyezett kozeg kitermelésére nincs sziikség, ex
situ technologiak esetében a szennyez6dott kozeget illetve felszin alatti vizet kitermelik és csak
kitermelés utdn mentesitik a szennyezdanyagoktdl (Barotfi, 2000). A karmentesités sordn

alkalmazhaté technologidkat, illetve szennyezett teriiletek karelharitasi modszereit a 6. szdmu

I Szennyezett terilet l

: |

Osszefoglald abra mutatja be.

[

¥
A szennyezés megszintetése :
[ Y g A szennyezés Artalmatianitas
tovaterjedésének atrakassal
a megakadalyozasa
! 3 }
In situ On site Off site

eljarasok eljarasok eljarasok

v A4
A4

- e Kérnyezettdl Hidraulikus
Talajkiemelés Talajkiemelés mellett: valé védelmi
- atlevegdztetés — termikus elszigetelés eljarasok
- talajmoséas - talajmosas
- bioldgiai lebontas - szilarditas
- rdgzités, lekotés - bioldgiai lebontas

6. abra - A szennyezett teriiletek karelharitasi médszerei (Kun-Szabé T., 1999)
2.3.1. BIOLOGIAI KARMENTESITESI TECHNOLOGIAK

Vizsgalataim szempontjabol a biologiai karmentesitési technologiak alkalmazasanak
ismerete lényeges, ezért szakirodalmi adatok felhasznalasaval altalanossagban ismertetem a
(biologiai) bakterialis bioremediacioval kapcsolatos kdrmentesitési technoldgiakat.

»~AZ 1960-as évek ota kutatdsi cél a mikroorganizmusok azon képességének megismerése,
amivel a kornyezetet szennyezd szerves anyagokat az emberré artalmatlan végtermékké alakitjak

at” (KvWM, 2010). A karmentesitési eljarasok koziil a bioldgiai lebontas a leginkabb természet
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kozeli technologia, ennek kovetkeztében az 6koszisztéma, a talaj mikrokdzossége jobban toleralja a
beavatkozast. Ezen kiviil az adott teriilet kismértéki bolygatasaval jar, nagy teriileten is
alkalmazhatd, valamint kiméletesek a talaj élovilagaval. Nem elhanyagolhat6 szempont, hogy a
mikroszervezetek altal torténd szennyezdanyag lebontds soran — optimalis esetben - nagyrészt
oxigén valamint szén-dioxid marad vissza, nem keletkezik tovabbi kémiai eredetli szennyezés
(Szoboszlay & Kriszt, 2010). Az elmult évek soran elészeretettel alkalmazott fizikai, kémiai
remediécios technikdk mellett egyre kedveltebbek a biologiai karmentesitési technologidk is. A
bioremediacié soran a mikrobak anyagcsere-folyamatain keresztiil érjik el a kornyezeti
szennyezések detoxifikalasat és lebontasat.

A bioremediacios technoldgiak legfobb alkalmazast gatld tényezdje, hogy csak olyan
mértékli szennyezOanyag koncentracid mellett alkalmazhatok, melyet még a mikroorganizmusok
elviselnek. Id6ben lassan lejatszodo folyamat, amely a kornyezeti hatasoktol fiiggben megy végbe
¢s érzékeny a kornyezeti allapotvaltozasokra. Kivitelezésiik specidlis szakmai ismereteket, illetve
alland6 monitoring tevékenységet igényel (Nagy, 2009).

Biodegradacio, mely a szerves vegyiiletek bioldgiai lebonthatosagat jelenti, a faj-szinten
azonositott (identifikalt), ismert tulajdonsdgokkal rendelkezd mikroorganizmusokkal végezhetd
(Quan et al., 2004). A mikrobiologiai eljarasok célja, hogy optimalis feltételeket teremtsenek a
mikrobaknak €s a szennyezdanyagok lebomlasanak, ezért elsdédleges fontossagu, hogy tisztiban
legyiink a lehetséges lebomlési folyamatokkal, a lebomlds anyagcsereutjaival, és az ezeket
befolyasolé tényezokkel (KvVM, 2010). A tudatos oltéanyag-hasznalat (bioaugmentacio)
szempontjabol lényeges, hogy ismerjik az ilyen célokra szant, nem patogén szervezet
tulajdonsagait, mint példaul a pH tlirési tartomany, homérsékleti optimum, bontdsi képesség,

toxikus kornyezeti hatasokkal szembeni érzékenység (Weber & Corseuil, 1994).

2.4. IMMOBILIZACIO

A sejtrogzités vagy immobilizacidé altaldban a mozgds, mozgékonysdg gatlasat vagy
megszilintetését jelenti a biotechnologiaban az ép sejtek fizikai bezarasaval vagy helyhez kotésével
(Willaert et al., 1996). A technologia alkalmazasaval €16 sejtek, reagensek, enzimek, vegyi
anyagok, szennyezdanyagok szilard feliilethez vald kotddését vagy matrixba adgyazasat jelenti, a
sejtek immobilizacidjaval elsdsorban a mikroorganizmusok kornyezeti behatasoktol valo védelme

érhet6 el. (http20). Az elkiilonithetd sejtrogzitési modszereket a 7. abra tiinteti fel.
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7. abra - Sejtrogzitési modszerek (Farkas, 2007)

Elészor Chibata és munkatarsai végeztek vizsgalatokat a sejtek immobilizacidjara 1973-ban,
egy Uj technika segitségével sikeriilt Escherichia coli sejteket poliakrilamid gélbe zarni, és
,mozgasképtelenné” tenni azokat a matrixban (Chibata et al., 1985).

Ipari célokra, valamint biologiai szennyviztisztitisban mar elterjedten alkalmaznak
immobilizacids technikakat. Az ¢é16 sejtek bezarasara, immobilizacidjara széles kdrben hasznalnak
polimer matrixokat, ez altal a rogzitett sejtek védelmén kiviil azok metabolikus aktivitasa
novekszik, a tarolas konnyebbé valik (Chauhan & Lal, 2003).

Ma mar szamos termeészetes €s szintetikus polimert alkalmaznak immobilizaciora olyan
kiméletes koriilmények kozott, hogy a sejtkarosodas mértéke a lehetd legkisebb legyen (Willaert et
al., 1996; Bickerstaff, 1997; Kourkutas et al., 2004). Az immobilizalas nagy elénye a fokozott
biologiai stabilitas, a sejtek rogzitve ellenallobbak a pH valtozassal és a gatloszerekkel szemben
(Dervakos & Webb 1991; Pilkington et al., 1998; Willaert et al., 1996).

A természetes polimerek (agar, agardz, alginadt, kappa-carragenan) erds mechanikai
szerkezettel rendelkeznek, tartosak, és nem mérgezéek a mikroorganizmusok szamara. Ezzel
szemben a szintetikus polimerek — nagy szilardaguk és tartossaguk ellenére - sok esetben mérgezik
a sejteket (Chang & Tseng, 1998). Néhany szintetikus polimer, mint a poliakrilamid, poliuretan,
vagy polihidroxietil-metakrilat szamos eldnnyel rendelkezik, példaul nagyobb mechanikai
szilardsag, ellenallds a vegyi anyagokkal szemben ¢és lehetévé teszi egyéb komplexképzd

komponensek hasznalatat (Uhlich et al., 1996).
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2.4.1. APOLIVINIL-ALKOHOL

A sejtek bezarasahoz hordozoként nemrégiben a polivinil-alkoholt (PVA), mint igéretes
szintetikus polimert kezdték el alkalmazni, mert vizoldékony, olcsd, nem toxikus és egyszeri
lehetdséget nyjt a sejtek immobilizacidjara (Chang & Tseng, 1998).

A polivinil-alkohol olyan polimer, amelyet gyakran haszndlnak matrixként a kiilonboz6
enzimek ¢és sejtek immobilizacidja soran, mivel konnyen hozzaférhetd és nincs toxikus hatasa az €16
szervezetekre. Kémiai szerkezete lehetdvé teszi a fehérjék megkotédését és stabilizaciojat a polimer
lancok kozott (Uhlich et al., 1996).

A térhalés polivinil alkohol (PVA) hidrogélek fizikai-kémiai tulajdonsdgai a szintézis
koriilményeinek valtoztatasaval széles hatarok kozott valtoztathatok (Cauich-Rodriguez et al.,
1996). A kristalyos allapotban réteges szerkezetli polimerben a molekuléris szervezddésu kettds
réteget hidrogénhidak, a rétegeket pedig van der Waals kotések™ tartjak ssze. Az un. PVA gélek
porusosak, ami eldsegiti a gyors anyagcsere-folyamatokat. Az immobilizalt sejtek modosult
anyagcseréjével kapcsolatos tudomanyos kisérleti eredmények alapjan a rogzités hatassal lehet a
sejt miikodésének biokémidjara és a sejt novekedésére (Doran & Bailey, 1986).

A polimer alapt szorbenseknek igen gyakran elénye a bioldgiai lebonthatdsag, illetve hogy
szintetikus Uton bioldgiailag lebonthatd szorbensek/membranok allithatok eld. A PVA a vizoldhat6
vinilpolimerek sziik korébe tartozik, ezért haszndlata a kdrnyezetvédelmi rendszerekben kiilonosen
eldnyds a bioldgiai lebonthatosdg szempontjabol. Chiellini és munkatarsai a koézelmultban
megjelent részletes Osszefoglaldja szdmos heteroatomot is tartalmazé PVA polimer bomlasi
mechanizmusat targyalja baktérium torzsek, gombdk és ¢éleszték hatdsara. Kisérletiikben
megallapitast nyert a PVA kiemelkedé tulajdonsaga, a mikrobalis kultarakkal kialakuld
szimbiotikus asszimilalo képessége (Chiellini, 2003). A legtobb kisérlet soran mar natrium-alginatot
adnak a PVA gélhez, hogy javitsa a gyongyok tulajdonsagait, azok atjarhatdsagat, megsziintetve
ezzel az aggregécids problémat, valamint fokozva a gyongydk feliileti tulajdonsagait, a szilardsagat,

stabilitasat, eltarthatosagat és keménységét (Kim, 2008).

5 A van der Waals kétés azonos vagy kiilonb6z6é molekuldk és atomok kozott, részben a dipdlus-hatas miatt jon 1étre.
Gyenge kotés (http21)
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3. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteim mikrobiologiai vizsgélatokra
alapulnak, melyek jelentds hanyadat laminaris boksz alatt
végeztem, biztositva az aszeptikus koriilményeket az
egyes munkafolyamatok soran.

Az atrazin bioldgiai lebontdsra iranyuld
kisérleteimet, illetve az immobilizacidot korabban mar
legalabb nemzetség szinten identifikalt torzsekkel
kezdtem meg, melyek a Szent Istvan Egyetem
Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszék
laboratériuméban 4lltak rendelkezésemre. Az egymadsra
épiild vizsgalati 1épéseket sematikusan a 8. szdmu 4bra
mutatja.

A torzsgyljteményekbdl azokat a torzseket
valasztottuk ki a kisérleteinkhez, melyek mar mads,
tobbek kozott aromds szerkezeti elemeket tartalmazé
szennyezOanyagok  (szénhidrogének,  mikotoxinok)

lebontédsara bizonyos mértékben képesek. Elso 1épésben a

Rendelkezésre allo

identifikalt torzsek
e torzsgylijteménybdl 33 torzs

!

1. bontasi kisérlet

e el6zetes bontdsi vizsgalat

e 1 beadllitds

!

2. bontasikisérlet
e 3 parhuzamos bedllitas
50% feletti bontas esetén

|

Kevert tenyészetes

bontas torzsparokkal

/ \

Egyiittes

5 | Immobilizacié

szaporithatosag

8. abra - Osszefoglalé vazlat
az elvégzett kisérletekrol

kijelolt torzsek atrazin degradald képességét screeneltiik (1. bontasi kisérlet), majd az egy beallitas

soran jo eredményt (>50%) mutato6 torzsekkel a bontasi kisérletet harom parhuzamos beallitasban is

elvégeztiikk (2. bontasi kisérlet). A tobb parhuzamos mérés soran is jo lebontd képességgel

rendelkez6 torzseket torzsparokba rendeztiik, melyekkel szintén elvégeztik a kisérletet (kevert

tenyészetes bontds). A legjobb paros esetében lemezontéssel Osszcsiraszam-meghatarozas alapjan

vizsgaltuk, hogy a par tagjai egymas jelenlétében milyen éldsejtszamot képesek elérni (egyiittes

szaporithatosag), majd polivinil-alkohol alapi polimer matrixban immobilizaltuk a torzseket,

melyekkel oszloptoltetet készitettiink €s atrazinnal kontaminalt tapoldat folyamatos atdramoltatasa

mellett vizsgaltuk a biodegradaciot. Az alabbi fejezetekben az egyes munkafolyamatokat, kisérleti

1épéseket ismertetem részletesen.
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3.1. TORZSEK KIVALASZTASA

Az atrazinbontasi vizsgalatban részt vevd torzsek kivalasztasa a velik végzett egyéb
szennyezbanyagok lebontasara iranyuld vizsgalati eredmények, valamint szakirodalmi adatok
alapjan tortént. Az alabbiakban szakirodalmak elemzésével nemzetség szinten mutatom be a

biodegradacids vizsgalatokra kivalasztott torzseket, melyek faj szinten a 4. szamt tablazatban

lathatoak.
4. tablazat - A kivalasztott torzsek nemzetség szerinti elkiilonitése
i LABOR L , LABOR L
NEMZETSEG i IDENTIFIKACIO NEMZETSEG i IDENTIFIKACIO
—_— JELZES —_— JELZES
Acinetobacter Pseudomonas
ACINETOBACTER | T3-N9 venetianus Z51 citronellolis
TC1 Arthrobacter DSM Pseudomonas
ARTHROBACTER aurescens TC1 11735 | citronellolis ADP
_— 34 Arthrobacter PSEUDOMONAS FEH Pseudomonas
protophormiae E— 28 pseudoalcaligenes
BACILLUS NZS19 | Bacillus megaterium NCP-3 Pse:ﬂtt)irggnas
Chryseobacterium . Pseudomonas
UAS/8 formosense Kd-5 stutzeri
CHRYSEO- CHB Chryseobacterium Ha Pseudoxanthomon
BACTERIUM 20p hungaricum as kalmensis
PSEUDOXANTHOMONAS Pseudoxanthomon
TN 4 | Chryseobacterium sp. NZS6 as SUWONensis
BRB Cupriavidus AK-44 Rhodococcus
6A basiliensis aetherivorans
CUPRIAVIDUS —
—_— OR 16 Cupriavidus AK-35 Rhodococcus
basiliensis erythropolis
GORDONIA NZS Gordonia NI1 Rhodococcus
- 14 paraffinivorans erythropolis
Microbacterium Rhodococcus
MICRO- EL1 barkeri AK-36 globerulus
BACTERIUM Microbacterium Rhodococcus
NZS9 esteraromaticum RHobococcus AK-37 pyridinivorans
e Rhodococcus
OCHROBACTRUM | DT2 Ochrobactrum tritici K408 pyridinivorans
TBF2/ Olivibacter Rhodococcus
QLIVIBACTER 20.2 oleidegradans AK-38 pyridinivorans
BSZ10 Paracoccus sp. CHE- Rhoococeus
15p pyridinivorans
Paracoccus Rhodococcus
CSz4 Paracoccus sp. AK-40
rhodochrous
SPHINGOPYXIS Ké-10 Sphlr_lgopyxw
chilensis

A széleskorii aromas gytriibonto aktivitassal rendelkezd Acinetobacter nemzetséget gyakran

irjdk le gazolajjal szennyezett mintdkban. Szinte barhol el6fordulnak, egyes képviseldik

opportunista korokozok (Towner, 2006).

22




Az Arthrobacter nemzetség tagjai tobbségében vizi kornyezetbdl lettek izolalva,
jelentdségét a szénhidrogénekkel szennyezett teriileten igazoltak, nehezen bonthat6é xenobiotikumok
degradalasara képes (Vasileva-Tonkova et al., 2008).

A Bacillus nemzetségnek regisztraltak nitrifikaciora képes fajait (Madigan et al., 2003). Az
ezzel foglalkoz6 legtobb szakirodalom beszamol jo szénhidrogén-bonto képességiikrol.

A Chryseobacterium nemzetség egyik tagjarol, egy faj szinten azonositatlan izolatum metil-
terc-butil-éter bontd képességérdl jelentettek meg tanulmanyt (Zhang et al., 2007). Jelenlétiiket
kimutattak mar felszini- és felszin alatti vizekben, ivovizben, talajban, élelmiszerekben (hus, tej,
hal), valamint klinikai mintakban egyarant (Vandamme et al., 1994; Hugo et al., 2003; Kampfer et
al., 2003; Li et al., 2003; Gallego et al., 2006).

A Gordonia nemzetség legtobb tagja a szakirodalmi adatok alapjan képes kornyezeti
szennyezdanyagok, xenobiotikumok metabolizaldséra, illetve aromés szénhidrogének bontdsdban
vett részt (Shen et al., 2006).

Az Olivibacter nemzetség Osszesen 5 fajt szamlal, a vizsgalataimba bevont Olivibacter
oleidegradans a Szent Istvan Egyetem Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszéke altal
legutobb leirt 0j faj, melynek kapcsan eldszor sikeriilt igazolni szénhidrogén bontd képességet
(Szabo et al., 2011).

A Paracoccus tagjai denitrifikal6 baktériumok (Madigan et al., 2003).

A Pseudomonas nemzetség tagjai nagyon sokféle xenobiotikumot, szervesanyagot, koztiik
pl. fenolt, aromas szénhidrogéneket is hasznositanak. Szamos fajuk nitrat légzésre is képes
(Madigan et al., 2003).

A Rhodococcus genus tagjai tipikus talajlaké baktériumok, szénhidrogén bontd
képességiiket tobb irodalom is emliti és szamos aromas vegyiilet lebontasaban is kézremitkddnek,
sok esetben hasznaljadk fel a nemzetség tagjait biodegradacidés folyamatokban, jo bontasi
képességeik miatt oltdanyagok gyakori alkotoi (Lee et al., 2010).

A Sphingopyxis nemzetség tagjai poli-béta-hidroxi-butirat (PHB) raktarozasra képesek
(Silva et al., 2007), folynak a kutatdsok szénhidrogénbont6 képességiik igazolasara.

A Microbacterium nemzetség tagjai szaprofita és fakultativ patogén baktériumok - barhol
eléfordulhatnak, obligat patogén - a fertdzott szervezetben és kornyezetében (Takeuchi & Hatano,
1998).

Aromas halogénezett szénhidrogének bontasat kimutattak Ochrobactrum nemzetség tobb
tagja kapcsan (Smidt & de Vos 2004).

A Cupriavidus nemzetség tobb tagjan detektaltak mar aromas és kloraromas vegyiiletek

degradalasanak képességét (Fischera et al., 2010).
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3.2. ATRAZINBONTASI KISERLET

3.2.1. SZABAD SEJTES VIZSGALATOK

3.2.1.1. FRISS TENYESZETEK LETREHOZASA, INOKULUMKESZITES

A kisérletek elokészitése friss tenyészetek alkalmazasat teszi sziikségessé. Az altalam
vizsgalt torzsek felszaporitasahoz LB tapoldatot és taptalajt [tripton 10 g, élesztOkivonat 5 g, NaCl 9
g, bakteriologiai agar (ha sziikséges) 18 g, desztillat viz 1000 cm®, sterilezés autoklavban 121°C-on,
1 atm tilnyomason 15 perc] hasznaltam. A taptalajbol, amig az agar nem dermedt vissza, 20 ml
mennyiséget Petri-csészékbe Ontve taplemezeket készitettem. A ferde agaron tarolt torzseket
laminaris boksz alatt, aszeptikus koriilmények kozott oltokaccsal az agarlemezekre szélesztettem. A
lemezeket 28 °C-on, 72 6ran keresztiil inkubaltam.

Az agarlemezekr6l 72 6ras inkubalas utan egy-egy kiilonallo telepet oltokaccsal steril, 50 ml
LB tapoldatot tartalmaz6 300 ml-es Erlenmeyer lombikba oltottam. A lombikokat 28 °C-0s razo-
termosztatban 170 rpm fordulatszamon 72 6raig inkubaltam, majd az inokulumbdl mintat vettem a

kivanatos sejtstiriség beallitasdhoz. Az inokulum elkészitésének folyamatat a 9. dbran tiintetem fel

vazlatosan.
72 h

72-96 h 170

— rpm
28°C
1 telep \f)
— B —
| —
] 5
N
ferde agar lemez lombik

9. abra - Az inokulum készitésének folyamata

3.2.1.2. OD MERES

Annak érdekében, hogy a bontdsi kisérletet az egyes torzsek esetében kozel azonos
kiindulasi sejtszammal végezziik, a 72 oras, friss inukulumok optikai denzitasat IMPLEN UV/VIS
spektrofotométerrel egységesen OD=0,6 értékre allitottuk be. Ennek soran a sejtkoncentraciot
abszorbancia méréssel, az anyagok atbocsatasi egyiitthatdoinak mérésével allapitjuk meg.

A mérés elve: a résen belépd nyaldb egy prizmara vetitédik, amely azt felbontja. A
tilkorobjektiv a felbontott fénynyalabot a kilépd résre wvetiti, amely csak egy keskeny

hullamhossztartomanyt enged at, eldallitva azt a hulldimhosszu fényt, amelyen az abszorpcidt meg
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akarjuk hatarozni. A fénysugar ezutan a kiivettahazba jut, és a kiivettdban 1évd anyagokon halad
keresztiil (Laczko et al., 2008). A higitott inokulumban 1évd sejteken elnyelddik a fény, igy a

miiszer csak a kiivettahazbdl tavozo fénysugarak intenzitasat méri (10. abra).

Kiivettahaz
Monokromator /

/
Lampa Rés /D ’

/ / Erzékelhaz

10. abra — A spektrofotométer miikodési elve (Laczko et al., 2008)

A méréshez az inokulumokbdl steril koriilmények kézott 1 ml mennyiséget kivettem, ezeket
Falcon csdvekbe pipettaztam. Kontroll értékként steril (inokulum mentes) LB tapoldat szolgalt,
ennek bemérése adta a kezdd abszorbanciat, a miiszer ehhez hasonlitja az inokulum abszorbancidjat.
Mivel a miiszer csak -0,3 €s 2,5 kozotti tartomanyban képes abszorbanciat mérni, a Falcon csébe
pipettazott inokulumot LB taplevessel higitottam. Ennek megfeleléen 600 nm hullamhosszon mérve
addig higitottam a mintat, amig elértem a 0,6 sejtstirliség értéket. A bontasi kisérlet inditasahoz a
0,6 sejtstiriségnek megfeleléen higitott inokulummal oltottam be az atrazinnal mesterségesen

kontamintalt tapoldatot.

3.2.1.3. A BONTASI RENDSZER

Az atrazin-torzsoldat elkészitéséhez analitikai tisztasagi atrazint (Sigma-Aldrich Ltd.)
dimetil-szulfoxidban (DMSQO, Reanal Finomvegyszergyar Zrt.) oldottunk, a végkoncentraciot 5000
ppm-re (mg/1) allitottuk be.

300 ml-es Erlenmeyer lombikokba 45 ml LB taplevest mértiink (sterilezés: 121 °C, 1 atm
tulnyomas, 15 perc). Lehtilés utan 5 ml 0,6 OD értéki baktérium inokulumot mértiink a tapoldathoz
allitottuk be, ehhez az 5000 ppm-es torzsoldatbol 500 pl-t mértiink be. Az 50 ml, inokulalt
tapoldatunk atrazintartalma igy 2,5 mg volt. A vak mintakat (kontroll) ugyanigy készitettiik el,
inokulum felhasznalasa nélkiil, esetiikben az inokulum helyett 5 ml steril LB tapoldatot
pipeetaztunk a 45 ml tapoldathoz. A kontroll mintara az abiotikus veszteségek miatt volt sziikség,
viszonyitasi alapként szolgalt az analitikai mérések soran.

A lombikokat 170 rpm fordulatszamon, 28 °C-on 7 napon keresztiil razétermosztatban
inkubaltuk. A mintékat ezutan analitikai vizsgalatra kiildtiik, mely soran GC-MS vizsgélattal mérték
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vissza a baktériumok altal el nem bontott atrazin mennyiségét. Ezeket az értékeket a vak mintahoz
hasonlitva megkaptuk az egyes torzsek bontasi szazalékat.

Azon torzsek esetében, ahol a jO bontasi szazalék elérését az analitikai vizsgalatok
bizonyitottak, a kisérletet 3 parhuzamos beallitisban, a fentiekben ismertetett modon és
feltételekkel ismételtiik meg, az analitikai mérések eredményeit atlagoltuk ¢és a legjobb bontasi

értékeket mutatd torzseket a tovabbi vizsgalatokra kivalasztottuk.

3.2.1.4. ATRAZINBONTAS KEVERT TENYESZET ALKALMAZASAVAL

A 3 parhuzamos bontési kisérlet sordn az atrazint 50% felett bontdé mikrobatorzsekkel
parokat alakitottunk ki, melyekkel a biodegradacios vizsgéalatokat a fent bemutatott modon
elvégeztiik. Tekintettel arra, hogy az egyes torzsek az enzimrendszerilkknek megfelelden eltérd
metabolikus utvonalakon hasznosithatjak az atrazint, illetve az egyik torzs bontasi termékét egy
masik kiindulasi vegyiiletként hasznosithatja, a torzsparok alkalmazasdval esély lehet arra, hogy a
biodegradaci6 mértékét fokozni tudjuk. A Kkevert tenyészetes bontasi kisérletet 4 torzs
felhasznalasaval kezdtiik meg: AK-37, OR 16, NII, valamint TBF2/20.2, dsszesen 4 kisérletet

allitottunk be a kovetkezd torzsparositassal:
e AK-37+ORI16 (R. pyridinivorans + Cupriavidus basiliensis)
e AK-37+NI1 (R. pyridinivorans + R. erythropolis)
e ORI6+NII (Cupriavidus basiliensis + R. erythropolis)
e NI1+TBF2/20.2 (R. erythropolis + Olivibacter oleidegradans)

A bontasi kisérletet a fent ismertetett moédon végeztiik azzal a kiilonbséggel, hogy a 0,6 OD
értekll inokulumokbol 2,5+2,5 ml-t mértiink be 45 ml LB tapoldatba, melyhez az atrazint

hozzakevertiik. A lombikokat 170 rpm fordulatszdmon, 28 *C-on 7 napig razattuk.

3.3. IMMOBILIZALAS

3.3.1. EGYUTTES SZAPORITHATOSAG

A kevert tenyészetes bontdsi kisérlet sordn a legjobb eredményt produkald NIl és a
TBF2/20.2 jelti torzspart készitettilk el6 immobilizciora. Az immobilizacid eldtt megvizsgaltuk,
hogy a torzspar egyiittes szaporitasa sordn a torzsek milyen ¢élésejtszamot képesek elérni. Ennek
célja annak megallapitasa volt, hogy a mikroorganizmusok termelnek-e a masik szdmadara toxikus

vagy gatlo anyagcseretermékeket (azaz bakteriosztatikus vagy baktericid hatassal vannak
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egymasra). Ehhez a 4.2.1.1. fejezetben bemutatott modszerrel inokulumokat hoztunk Iétre, melyek
OD értékét 0,6-ra allitottuk be, ezt kdvetéen 1-1 ml-t friss, 50 ml LB tapoldatba oltottunk, majd 28
°C-on 72 oréan at razattuk 170 rpm fordulatszdmon. Az inkubacid végén a tenyészetbdl 10 tagu
higitasi sort készitettiink és lemezontést végeztink. Ehhez az inokulum (mely 10° higitasnak
tekinthetd) 1 ml-ét 9 ml steril desztillalt viz és detergens (Tween 80, mely elésegiti az
sejtaggregatumok szétvalasat és a minta homogenizalasat) keverékébe mértiik, ezaltal megkaptuk a
10" higitasi fokot, melybdl sszekeverés utdn ujabb 1 ml-t vittiink at 9 ml higitéfolyadékba. Ezt a
miiveletet 10™° nagysagrendig végeztiik. A higitasi tagokbol 1-1 ml-t steril Petri csészébe mértiink,

majd felolvasztott és kézmelegre visszahiitott LB tdpagarral lemezt ontottiink. A higitasi sor és

4

105

lemezontés elkészitésének folyamatat a 11. szamt abra mutatja be.
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11. abra - Higitasi sor és lemezontés készitésének folyamata (http22 felhasznalasaval)

A lemezeket 28 °C-on inkubaltuk, a
morfologiailag eltéré torzsek élésejtszamat,
illetve az Osszes élOsejtszamot 12 oranként
leolvastuk. A lemezontés 10° higitasi fokarol

késziilt kép a 12. szamu abran talalhato.

NiA+TB Pi)ﬂ«;.:L
(6%
L3

12. abra - Az egyiittes szaporitas utan késziilt lemezontés

10° higitasi foki képe
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3.3.2. AZIMMOBILIZACIO OPTIMALIZALASA

Els6 1épésben tobbféle molekulasulyt polivinil-alkohol felhasznaladsédval kezdtik meg a
vizsgalatokat (PVA, Sigma-Aldrich Ltd.), hogy céljainknak megfeleld nagy stabilitassal rendelkezd
PVA-polimer gyongyoket tudjunk eléallitani, melyek képesek ellenallni a kdrnyezeti behatasoknak,
stabil allaguknal fogva eltarthatéak legyenek:

e Mw ~47.000 (jelzése a tovabbiakban 6-98)
e Mw ~ 61.000 (tovabbiakban 10-98)

e Mw ~ 67.000 (tovabbiakban 8-88)

e Mw ~ 89.000-98.000 (tovabbiakban 88-98)
e Mw ~ 125.000 (tovabbiakban 20-98)

Az optimalis matrix kidolgozasanal figyelembe vettiik a szakirodalmi adatokat, mely szerint
az optimalis PVA tartalom 9-10 m/m%. A nagyobb stabilitas érdekében 0,9-3 m/m% natrium-
alginat (Sigma-Aldrich Ltd.) adhaté a matrixhoz.

A matrix elkészitéséhez 9 m/m% PVA-t és | m/m% natrium-alginatot hasznaltunk. A PVA-
bol 4,5 g-ot, natrium-algintabol 0,5 g-ot 45 ml desztillalt vizben elkevertiink, majd autoklavban 100

C-on talnyomas nélkiil 30 percen keresztiil sterileztiik (tekintettel arra, hogy a PVA 110°C felett
bomlik), majd a visszahiilt matrixot pipetta segitségével 5 m/V% bodrsavat (mely anyag oldhatdsagi
hatara 21°C) és 4 m/V% kalcium-nitratot tartalmaz6 koagulald oldatba csepegtettiik. A kialakuld
gyongyoket a borsavas- kalcium-nitratos kevertetés utan desztillalt vizzel atmostuk, ezutan 0,5 M-
0s natrium-szulfat (Na,SO,4) oldattal fél oran at kezeltiik, hogy ezzel gumiszerii elaszticitast €s
tartossagot érjiink el (ldris et al., 2008). A natrium-szulfatos kezelést a 89-98 és 20-98 jeli,
magasabb molekulastlyt PVA esetében alkalmaztuk. A PVA gyongyok készitésének folyamatat a
3. szamt Mellékletben képekkel szemléltetem. Az eltér6 modon eldallitott és kezelt gyongyok
atlagos tomegét és atmérdjét lemértiik, majd 50 db gyongyot 4 °C -on desztillalt vizben taroltuk 7
napig, ezutan ismét tdmeget és atmérdt mértiink (ennek szdmszerli értékeit az 1. szamu Melléklet
tablazatai tartalmazzak), igy megallapithattuk a gyongyok duzzadasi képességét, mely forditottan
aranyos a stabilitassal. Ezzel parhuzamosan az eltéré gyongyokbol 50-50 db-ot 20 ml  desztillat
vizben 100 ml-es Erlenmeyer lombikban 170 rpm fordulatszdmon 4 héten at razattunk, mely soran
szintén a gyongyok stabilitdsarol, fizikai, mechanikai hatdsokkal szembeni ellenalloképességérdl
kaptunk képet. A vizsgalt gyongyok koziil a 6-98-as jelii a 7 napos kevertetés soran teljesen
feloldodott. A stabilitast tovabb vizsgalva 4 hét utan a 10-98-as gyongyok is maradék nélkiil
visszaoldodtak, azonban a 89-98-as PVA-bol késziilt gyongyok mindkét tipusa (alap metddussal
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készitett €s a szulfattal kezelt is) még a 4 hét intenziv magneses kevertetés utan is egyben maradt. A
20-98-as gyongyok nagy része ugyan egyben volt a 4 hét utdn is, de egy kisebb része
Osszetoredezve aggregatumot képzett.

A vizsgéalat soran tapasztalt eredmények alapjan kivalasztott, 89.000-98.000-es
molekulastalya polivinil-alkohollal végeztiik az el6bontasi kisérletek és az analitikai mérések

alapjan jo6 bontasi képességgel rendelkez6 torzspar (NI1 és TBF2/20.2) immobilizaciojat.

3.3.3. ATRAZINBONTAS IMMOBILIZALT SEJTEKKEL

3.3.3.1. BIOMASSZA ELKESZITESE

Szakirodalmi adatok alapjan az immobilizacid soran rogzitett optimalis biomassza
mennyisége 3,33 mg szaraz tomeg 1 ml polimer matrixra vetitve. Mivel a biomassza mennyiség
szaraz tomegre volt megadva, a torzseink (melyek eltérd nedvességtartalmtiak lehetnek) nedves
tomegét atszdmoltuk szaraz tomegre. Ehhez a 4.2.1.1. fejezetben bemutatott mdédon inokulumot
hoztunk létre. A folyékony tenyészeteket 50 ml térfogatu Falcon csdvekbe toltdttiik és 4 °C-on 4600
rpm-en 30 percig centrifugaltuk. Az igy nyert sejtpelletb6l 1 g nedves biomasszat vakuumszarito
alatt 12 oran at szaritottuk, majd a tomegiiket ismét lemértiik, igy megkaptuk, hogy a térzsek nedves
tomege mennyi szaraz tomeggel egyenértékii. Az NI1 jell torzs esetében ez 92,85% visszamaradt
szaraz tomeget, a TBF2/20.2 esetében pedig 89,72%-ot jelent.

Kovetkezd 1épésben a torzsekbdl friss inokulumokat készitettiink, melyekbdl
centrifugalassal kinyertiik a sejteket. Ezt kétszer atmostuk steril desztillalt vizzel, majd a tisztitott
pelletb6l a PVA matrix mennyiségének megfelelden kimértikk a sziikséges biomassza

mennyiségeket.

3.3.3.2.  MATRIX ELKESZITESE A FELSZAPORITOTT TENYESZETBOL

A kisérletet az elokészitett biomassza felhasznalasaval végeztiik, melyhez eldallitottuk a
hordoz6 matrixot. A szamunkra sziikséges 250 g mennyiségii matrix 9 m/m% (22,5 g) PVA-t és 1
m/m% (2,5 g) natrium-alginatot tartalmaz. Ezt 500 ml-es Schott-livegbe mértiik, és 200 cm®
desztillalt vizzel elkevertiik (iigyelve arra, hogy a 25 cm® nedves biomassza felszuszpendalasahoz
hasznalt vizmennyiséget levontuk a matrix eldallitasdnal) majd sterileztiik. Ezzel egy iddben
ugyanennyi mennyiséget szintén 0,5 literes Schott-livegbe mértiink a sejtinokulum nélkiili (iires, a

bontasi vizsgalatban kontrollként szolgald) gydngyok eldallitasdhoz.
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3.3.3.3.  AKOAGULALO ES NA;SO,4 OLDAT ELKESZITESE

A gydngyok megszilarditasara szolgald koagulalé oldathoz 125 g borsavat és 1439 ¢
Ca(NO3); * 4H,0-t (melyben 100 g a Ca(NOs),) hasznaltunk fel. Figyelembe kell venni, hogy
bemért kristalyvizes kalcium-nitrat 43,9 g vizet tartalmaz, ez a mennyiség a megfelelé koncentracid
eléréséhez levondsra keriilt a hozzdadott desztillalt viz mennyiségébdl. Ennek megfelelden az
analitikai mérlegen kimért anyagokat 2456,1 cm® desztillalt vizzel elegyitettiik, majd magneses
keverével egyiitt sterileztik. A 0,5 M-0s Na,SO, oldathoz 71 g anyagot oldottunk fel 1000 cm®

desztillalt vizben, majd Schott tivegben sterileztiik.
3.3.3.4. SEJTBEZARAS

A 250 ml matrixhoz 6sszesen 832,5 mg (mindkét torzsbol 416,25 mg) szaraz tdmegnek
megfeleld nedves biomassza sziikséges. Ehhez az elézetes vizsgalatok alapjan (4.3.3.1. fejezet) az
NI 1 toérzs nedves pelletébdl 448,3 mg-ot, a TBF2/20.2. torzsébol 463,9 mg-ot 25 ml steril
desztillalt vizzel felszuszpendaltunk, majd a PVA matrixszal alaposan elkevertiik. A matrixot
perisztaltikus pumpa segitségével folyamatosan kevertetett koagulald oldatba csepegtettiik.
Ugyanigy tettiink a sejtszuszpenziot nem tartalmazo (lires) matrixszal. A perisztaltikus pumpa
adagolasi sebességét €és magassagat ugy allitottuk be, hogy az oldatba érkezé gydongydk ne
deformalodjanak, és optimalis gdmbformat vegyenek fel.

A kicsOpogtetés utan a gyongyoket egy oOran at a gélesitd oldatban magneses keverd
segitségével tovabb kevertettiikk. Ezutan a gyongyoket steril desztillalt vizzel atmostuk, majd 0,5
liter 0,5 M-os natrium-szulfat oldatban fél oran at kevertettik. Ezt kdvetéen a gyongyoket steril
desztillalt vizzel tobbszor atmostuk, majd felhasznalasig szintén steril desztillalt vizben 4 °C-on

taroltuk oket.

3.3.4. ATRAZINBONTAS TOLTOTT OSZLOPPAL

A t61t6tt oszlopban torténd bontas 1ényege, hogy az atrazin térzsoldatot tartalmazo tapleves
keringtetve van a bontasra képes, immobilizalt sejtek koriil, igy a bontasra szant szennyezdanyag
konnyebben hozzaférheté a mikroorganizmusok szdmara. A levegdztetd rendszer bevezetésével
oxigénhez juttattuk a mikroorganizmusokat az aerob koriilmények fenntartasa érdekében, valamint
elkeriiltiik, hogy a gyongyok Osszetapadjanak, aggregatumokat képezzenek.

A kisérlethez egy folyamatos daramoltatasra alkalmas rendszert allitottunk Ossze. Az

alkalmazott iivegoszlop sematikus képét illetve miikodését a 13. szam abra mutatja.
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13. abra - Az oszloptoltet sematikus rajza, valamint az iizemben 1évé oszloptoltetrol késziilt felvétel

1.Tapoldat Kifolyo szakasz; 2. Tapoldat befolyé szakasz; 3. PVA gyongyok immobilizalt sejtekkel (toltet)+
atrazinnal kontamindlt tapoldat; 4. Levegdztets miiszer; 5. Membradnsziird, 6. Levegd bevezetd szakasz; 7.
Levegd kivezetd szakasz, 8. Membrdansziird; 9. Perisztaltikus pumpa

A csiszolatos dugon létrehozott két nyilas koziil az egyik a tdpoldat beadagolasat, a masik a
levego eltavozasat szolgalja. Az oszlop also, tefloncsapokkal ellatott nyilasain torténik a tapoldat ki-
, illetve a steril levegd bevezetése. A levegoztetd rendszer sterilitdsat egy aktiv szén-sziird €s egy
membransziird kozbeiktatdsaval Oriztiik meg, az elvezetett levegét membransziirdn bocsatottuk at.
A tapoldat aramoltatasat perisztaltikus pumpa segitségével végeztiik (atfolyasi sebesség: 500mli/h).

A kisérlethez minden eszkézt, csapot sterileztink. A két oszlopot 150 cm®
(baktériumtorzseket tartalmazo, illetve iires) gyonggyel toltottiik meg. Ezen 400 cm®, atrazint 50
ppm végkoncentracidoban tartalmazd tipoldatot aramoltattunk, a rendszert o6ranként 10 percig
levegoztettiik. Az oszloptoltet lizemelését 2 hét utan sziintettilk meg, majd analitikai vizsgalatokra

kuldtik a mintakat.
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4. EREDMENYEK

Az egyes részfolyamatok és azok eredményei egymasra épiilve alkotnak képet az elvégzett
munkaroél, és mindig csak egy-egy kisérlet eredményének fiiggvényében tudtunk tovabbi céliranyt
kitlizni, tovabbi vizsgalatokat folytatni.

Az atrazinbontasra vizsgalt torzsek nagy része leginkdbb szénhidrogénekkel rendszeresen
szennyezett karhelyrdl szarmazik és képesek is azokat, valamint egyéb szennyezOanyagokat (pl.
mikotoxinokat) metabolizalni. Szénhidrogének és egyeéb, aromds szerkezeti elemet (melyhez
hasonl6 az atrazin szerkezetében is megtalalhato) tartalmazo szennyezOanyag bontasara mar pozitiv
eredménnyel tesztelt baktériumok lettek kivalasztva atrazin bontasara.

Az Eredmények cimii fejezetben bemutatom az atrazinbontdsi vizsgalatok soran elért
eredményeket: a torzsek atrazin degradald képességét szabad sejtes, kevert tenyészetes illetve

immobilizalt formaban, valamint a PVA hordozdval kapcsolatos vizsgalatokat.
4.1. ATRAZINBONTASI KiSERLET
4.1.1. SZABAD SEJTES VIZSGALATOK

Az eldzetes bontasi vizsgalatokban a mar meglévd torzsgylijteménybdl kivalasztott 33 torzs
vett részt. Az atrazin bontasi kisérletbe bevont Osszes torzs bontasi képességének széazalékos

eredménye a vakhoz viszonyitva az alabbi (5. szamu) tablazatban lathato.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy az elsd, tajékoztato jellegii kisérlet soran 6sszesen
10 torzs (NI1, NZS6, NZS19, H4, K6-10, OR 16, TBF2/20.2, AK-37, AK-44, CHB-15p) mutatott
50% feletti bontasi képességet. A tovabbiakban az AK-44 és CHB-15p kivételével (ezek esetében
jelenleg tartanak a vizsgalatok) a vizsgalatokat 3 parhuzamos beallitasban ismételtiik meg.

A masodik, 3 parhuzamos bontasi kisérletben az elsé vizsgalat eredményei alapjan 8 torzs
vett részt, az analitikai vizsgalatokkal igazolt eredmények atlagai az alabbi, 6. szamu tablazatbol

leolvashatok.
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5. tablazat — A vizsgalatba vont torzsek els6 atrazin- bontasi kisérlet soran detektalt biodegradaciés eredményei,

%-ban kifejezve, a Kontroll mintahoz képest

Nemzetség Jelzés Bontasi % Nemzetség Jelzés Bontasi %
Acinetobacter T3-N9 42,58 ZS1 34,8
TC1 25,11 DSM 11735 18,04
Arthrobacter
J4 20,8 Pseudomonas FEH 28 35,34
Bacillus NZS19 59,39 NCP-3 29,7
UA5/8 29,7 Ké6-5 43,86
Cryseobacterium | CHB 20p 29,44 H4 58,39
Pseudoxanthomonas
TN 4 40,63 NZS6 86,97
Cubriavid BRB 6A 38,2 AK-44 58,85
upriavidus =
OR 16 69,83 AK-35 35,94
Gordonia NZS 14 41,6 NI1 61,4
) ) EL 1 36,25 AK-36 34,9
Microbacterium
NZS9 14,28 Rhodococcus Ak-37 57,66
Ochrobactrum DT2 10,42 K408 31,87
Olivibacter TBF2/20.2 54,25 AK-38 4427
BSZ10 25,81 CHB-15p 54,16
Paracoccus
CSz4 27,82 AK-40 42,18
Sphingopyxis Ko-10 87,47

6. tablazat — Az el6zetes bontasi kisérlet és a 3 parhuzamos vizsgalatban mért eredmények,

%-ban kifejezve, a Kontroll mintahoz képest

Bontasi % Bontasi % + Széras %
Torzs jele Identifikacio 1.bontasi kisérlet 2.bontasi kisérlet
(1 beallitasbol visszamért) | (3 parhuzamos mérés atlaga)
NZS19 Bacillus megaterium 59,39 36,88 + 8,40
OR 16 Cupriavidus basiliensis 69,83 61,75 + 1,94
TBF2/20.2 olgilé\ég)g;;s 54,25 51,87 + 1,90
Nzse | Feudoranthomonas 86,97 10,5+ 2,04
H4 Peeucoxanthomonas 58,39 40,65 + 0,57
| Todee -
NIL F;rr‘;t‘:]‘;g‘;gcl:’: 61,4 50,54 + 2,62
AK-37 p?/?i?j?rc:;:\?ocr;unss e Bl L)
sy | Mhedomenss |
Ko-10 Sphingopyxis chilensis 87,47 7,2+3,10

33



Adatsorok jellemzéséhez sziikséges ismerni, hogy a kozépértékhez viszonyitva hogyan
helyezkednek el az adatok. A parhuzamos beallitasok egyes eredményeinek a 3 mérés atlagatdl valo
eltérését szorast meghatarozva allapitottam meg, ezt szazalékos értékben tiintettem fel. Ez az érték a
legtobb esetben 5 % alatti, illetve a jO bontasi szdzalékot elérd torzsek esetében alacsony (2 %
alatti).

A 3 parhuzamos mérés soran az NII, OR16, AK-37 és a TBF2/20.2 jelii torzsek atlagolt
eredményei ebben a bedllitasban is 50% feletti bontasi eredményt mutattak. Ezek koziil az analitikai
eredmények alapjan kivalasztottuk a legjobb degradéacios képességgel rendelkezd torzspart, igy
ennek megfelelden az NI1 valamint TBF2/20.2 térzsekkel folytattunk tovabbi vizsgalatokat.

A 3 parhuzamos bedllitasban megismételt vizsgalat alapjan az NZS6, NZS19, H4 és Ko6-10

jelti torzsek esetében a vart eredmény elmaradt.
4.1.2. A KEVERT TENYESZETES BONTASI KISERLET EREDMENYEI

A 3 parhuzamos mérés eredményei alapjan vilagossd valt, mely torzsekkel érdemes kevert

tenyészetes bontési kisérletet inditanunk. A bontasi szazalék megallapitdsdhoz a kevert tenyészettel

crer

kiilonbozd parokkal tortént bontasi kisérlet eredményeit analitikai vizsgalattal tdmasztottuk ala,

mely eredmények a 7. szdmu tdblazatban vannak feltiintetve.

7. tablazat — A Kevert tenyészetes bontis eredményei

Térzs jele Identifikicic (]13‘;)‘;2"1;2:,‘/;’) (133‘;)‘;;"‘1;5;:,1/;’)
AK-37+OR16 R. pyridinivorans + C. basilensis 18,72 )
AK-37+NI1 R. pyridinivorans + R. erythropolis 28 -
OR16+NI1 C. basilensis + R. erythropolis 61,28 -
NI1+ TBF2/20.2 R. erythropolis + O. oleidegradans 88 70+1,66

Ebben a vizsgalatban egy bedllitds sordn jo eredményt két esetben, az OR16 és NI,
valamint a TBF2/20.2 és NI torzsek keverékénél, elébbinél 61,28%, utdbbinal pedig 88%-0s
bontasi eredményt detektaltunk. A legjobb eredményt mutatdo NI1+TBF2/20.2 torzspar esetében a
kisérletet 3 parhuzamos beallitasban is megismételtiik, ahol 70%-os eredményt tapasztaltunk
1,66%-o0s szoras mellett. Az analitikai eredmények altal az NI1 és TBF2/20.2 jeli torzsek esetében
kimutatott jo bontasi szazalék alapjan ezen torzsek keverékével végeztikk a sejtbezarast, a torzsek

immobilizaciojat.
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4.2. IMMOBILIZACIO

Az immobilizacié megkezdéséhez sziikséges egyiittes szaporithatdsag vizsgalatat a masodik
kisérletben 3 parhuzamos bedllitas soran az atrazint jol degradaléd torzsekkel kezdtiik meg. Ennek
eredményeképpen lemezontéssel megallapitottuk, hogy az immobilizalni kivant torzspar (NI1 és
TBF2/20.2) egymasra gatlo hatasu anyagot nem termel. Az elkiilonitheté és megszamlalt telepek
alapjan a csiraszamok nagysagrendileg azonosak, az NI1 esetében 1,46*10°, a TBF2/20.2 jelii torzs
esetében 1,87*10° csiraszamot szamoltunk, igy az él8sejtszam vizsgalat utin megkezdédtek az
immobilizacios kisérletek (a lemezontés 10° higitasi fokardl késziilt kép a 32. oldal 13. szamu

abrajan lathato).
4.2.1. |MMOBILIZACIO OPTIMALIZALASANAK EREDMENYEI

A sejtbezarast megel6z6 Kisérletek folyaman kiilonb6z6 stabilitasi vizsgalatoknak tettiik ki a
PVA gyongyoket. Az 6tféle polivinil-alkohol alkalmazésaval beallitott kisérletek eredményeképpen
kivalasztottuk, hogy melyik molekulasulyu polimerrel érdemes folytatni a vizsgélatot.

A stabilitasi vizsgalat elején a 8-88-as PVA-bdl késziilt gyongyok néhany napos desztillalt
vizben torténd tarolas alatt nagy részben visszaoldodtak a tarold folyadékba, ezaltal kizartuk a
tovabbi vizsgalatbol. Ezutan a tartosnak latszo gyongyokkel inditottuk el a stabilitasi vizsgalatokat,
melynek soran azokat magneses keverén kevertettiik, valamint atlagos tomeg és atmérd alapjan
mértiik a duzzadas mértékét - mivel a gyongyok stabilitisa forditottan ardnyos a duzzadas
mértékével - illetve scanning elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink a gyongyok felszinérol
¢és belsd szerkezetérdl. A gyongyokrdl késziilt elektronmikroszkopos felvételek a Mellékletek c.
fejezetben (2. szamt Melléklet) talalhatoak.

A gyongyok kevertetését 4 hét elteltével szakitottuk meg. A vizsgalt gyongyok koziil a 6-98-
as jeli a 7 napos kevertetés soran teljesen feloldodott. A késébbiekben 4 hét utan a 10-98-as
gyongydk is maradék nélkiil visszaoldodtak. A 20-98-as gydngyok nagy része ugyan egyben volt a
4 hét utan is, de elvétve néhany helyen Osszetoredezve aggregatumot képzett. A stabilitdsi
vizsgalatok, vagyis 4 hét intenziv magneses kevertetés utan a 89-98-as PVA-bol késziilt gyongyok
esetében tapasztaltuk, hogy a gyongyok egyben maradtak, megérizték formajukat, és nem képeztek
aggregatumokat. Tekintettel a témaval foglalkozo szakirodalmi adatokra ez igen fontos eredmény,
hiszen a PVA alapu gydngydk stabilitasanak idétartamat altaldban 2 hétben adtdk meg. A stabilitas
vizsgalat eredményei, valamint az azt megel6z06, illetve utana késziilt elektronmikroszkopos

felvételek alapjan a tovabbiakban a 89-98-as (Mw ~ 89.000-98.000) PVA-t alkalmaztuk. A
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gyongyok atlagos tomeg, illetve atméré eredményeit az 1. szamu Melléklet, illetve a belsé

szerkezetét bemutat6 elektronmikroszkopos felvételeket a 2. szamt Melléklet tartalmazza.
4.2.2. ATRAZINBONTAS OSZLOPTOLTETBEN — EREDMENYEK

Az oszloptoltet 2 hétig torténd folyamatos iizemeltetése utan mintat vettiink az oszlop
tapoldatabol, majd 50 cm® térfogatot analitikai vizsgalatra kiildtiink. A GC-MS technikaval
elvégzett vizsgalat a bontas eredménye mellett kimutatta, hogy a kontroll minta atrazin
koncentracidja is lényegesen kevesebb az eredetileg beallitott koncentraciotol. Az analitikai

vizsgalat eredményei az eredeti oldattérfogatra visszaszdmolva az alabbi, 8. tdblazatban talalhatok.

8. tablazat — Az oszloptoltet tapoldatabdl vett minta analitikai eredményei

Minta jele Minta térfogata Visszamért atrazin (mg)
NI1+TBF2/20.2 400 cm® 5,52
VAK minta 400 cm?® 6

A tablazatbol egyértelmiien kivehetd, hogy mar a vak mintabdl visszamért atrazin
koncentracidja is csekély az eredetileg beallitott 50 ppm atrazin koncentraciohoz képest, mely 400
cm?® tapoldatban 20 mg oldott anyagot jelent. A megvaltozott atrazin koncentracid kideritésére egy
masodik analitikai vizsgélatra kiildtiink be mintat, ez esetben a polivinil-alkohol gyongyokbdl.
Ennek a mérésnek az volt a célja, hogy megallapitasra keriiljon, a csokkent atrazin koncentracio
lehet-e a polivinil-alkohol alapti hordozén valé feliileti megtapadas eredménye.

Az analitikai vizsgalat soran a gyongyokon ultrahangos acetonos extrahalast végeztek el, és

crer

kaptuk meg, mely az alabbi, 9. szamu tablazatbol leolvashato.

9. tablazat — A gyongyok feliiletérdl visszamért atrazin mennyisége

Minta jele Minta jellege Atrazin a gyongyok feliiletén (mg)
NI1+TBF2/20.2 | 150 cm®, bezart sejtet tartalmazo 0,255
polivinil-alkohol gyongyok
VAK minta 150 cm?, , iires” polivinil-alkohol 0,45
gyongyok

A gyongyok felszinén a beallitott kezdeti atrazin mennyiségének minddssze 1, 275 illetve
2,25%-a kotodott meg. Az lires gyongyos vak minta esetén a tapoldatbodl és a gyongyok felszinérol
visszamért atrazin mennyisége Osszesen 6,45 mg, az NI1+TBF2/20.2 esetében 5,775 mg volt. Az
analitikai eredmények fiiggvényében kijelenthetd, hogy az eredetileg 20 mg atrazint tartalmazo

tapoldat atrazin-vesztesége jelentds a kontroll, baktériumsejteket nem tartalmazé mintaban is.
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Egymashoz viszonyitva mindossze 10,47%-kal kisebb a baktériumsejtet tartalmazoé minta atrazin-
mennyisége, mint a vak minta¢, a kontroll minta jelent6sen lecsokkent atrazin koncentracioja miatt

azonban a biodegradacié tényleges mértéke nem allapithatdé meg.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

A bontasi vizsgalatok soran az egyes torzsek esetében elért eredményeket szakirodalmi
adatokra tamaszkodva értékeltiik, melyekkel bizonyithato a bontasra kivalasztott nemzetségek
degradacios képessége.

Az els6 bontasi kisérlet eredményei alapjan el tudtuk kiiloniteni azokat a torzseket, melyeket
a tovabbi vizsgalatokbol kizartunk, tovabba az eldzetes bontasi kisérlet alkalmaval 6sszesen 10
torzs (NZS6, NZS19, H4, Ko6-10, NI1, AK-37, OR16, TBF2/20.2, CHB-15p, AK-44) esetében
bontasi kisérletben a tizbdl eddig 8 esetében ismételtiik meg a vizsgalatot, mely sordn 3 parhuzamos
beallitas atlaganak eredményeként 4 torzs biodegradacios képessége haladta meg az 50%-ot, ezek

egyéb szennyezdanyagokra vonatkozo lebonto képességét szakirodalmi adatokkal tAmasztom ala.

crer

crer

hatékony, nagy kapacitassal képes bontani azt. Mint azt neve is mutatja, a ,piridinbontd
Rhodococcus-t” Yoon 2000 novemberében jeldlte 0 fajnak, 0j nevén Rhodococcus pyridinivorans
sp. (Yoon, 2000).

Rhodococcus erythropolis - Aerob, Gram-pozitiv baktérium, amely gyakran el6fordul
szennyezett és nem szennyezett talajokban egyarant, mar nyers kdolajbdl is izolaltak. Kiemelkedd
szerepe van a gazolaj lebontasdban (Szoboszlay et al., 2002; Benedek, 2009). Képes arra, hogy
egyediili szénforrasként fenolt, pirokatechint, rezorcinolt, p-nitrofenolt, p-
clorofenolt, hidroxibenzoatot (Cejkova et al., 2004), benzolt, toluolt hasznositson. Kutatasok
alapjan két vizsgalt Rhodococcus erythropolis torzs hatékonyan képes eliminalni a talaj

sztirolszennyezddését (Orsovai, 2009).

Olivibacter oleidegradans— Palcika alak®, szénhidrogén bontasara képes, Gram-negativ,
obligat aerob baktérium, melyet egy szénhidrogénekkel szennyezett teriiletrél Magyarorszagon
izolaltak 2011-ben. A Szent Istvan Egyetem Kornyezetvédelmi- és Kornyezetbiztonsagi Tanszéke
altal identifikalt és leirt 0j faj esetében igazoltak el@szor szénhidrogénbontd képességet a
nemzetségen beliil. Az elvégzett 16S rDNS szekvencia vizsgalatok alapjan az Olivibacter
nemzetséggel valamint a Sphingobacteriaceae csaladdal all kapcsolatban. A legkzelebbi rokona az
Olivibacter ginsengisoli (Szab¢ et al., 2011).

Cupriavidus basiliensis — Gram-negativ aerob baktérium, mely képes a biszfenol-A-t, mint

egyediili szén és energiaforrasként hasznositani. Alkalmas tovabba fenol, 4-izopropilfenol, etanol,
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Mas forrasok szerint a furfurol degradacids képessége is jelentds (Koopman et al., 2010).

A szakirodalom altal k6zolt adatok igazoljak, hogy az atrazin esetében jo bontasi szazalékot
elért torzseink egyéb szennyezdanyagok bontdsaban vettek mar részt. Ezzel aldtdmaszthatdé a
dontés, mely alapjan a torzsek a biodegradacios kisérlethez kivalasztasra kertiltek, tehat képesek
lehetnek az atrazint, mint szintén aromas elemet tartalmazé molekulat bontani. Az eredmények
értékelésénél azt tapasztaltuk, hogy 4 — a masodik, 3 parhuzamos beallitasi kisérletben jol bonto -
torzs, az NZS6, NZS19, H4 és Ko-10 esetében a vart értékek joval alul maradtak a tényleges
adatoknak, melynek oka lehet a kezdeti analitikai mérések esetleges bizonytalansaga és/vagy a
torzsek tarolds soran torténd genetikai valtozasa. A masodik bontési kisérlet eredményei alapjan
kialakitott torzsparok koziil az NI1 és TBF2/20.2 torzsek kivald, 70%-os bontasi eredményt
mutattak egylittes, kevert tenyészetes bontasi rendszerben. Az immobilizdcidjukat megel6zd
egylittes szaporitds soran megallapitottuk, hogy egymas ndvekedésére negativ hatast nem
gyakorolnak, élésejtszamuk nagysagrendileg azonos (10° CFU/mI) volt.

A sejtek szdmara legstabilabb szerkezetli hordozé kialakitdsa elsddleges fontossagli volt
vizsgalataink szemszdgébdl. Az lires PVA gyongyokrdl, valamint a bezart sejtes gyongyokrol
késziilt felvételek a 2. szdmu Mellékletben lathatok. Megfigyelhetd,a PVA gydngy scanning
elektronmikroszkdpos képén a jellegzetes micella szerkezet, melyekben a sejtek megtapadhatnak ,
ezért is fontos a megfeleld aranyban alkalmazott PV A/natrium-alginat keverék, és ezzel a megfeleld
szerkezet kialakitésa.

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a borsavas - kalcium-nitratos gélesit rendszert
alkalmazva a kicsepeg6é PVA matrix szabalyos rugalmas gyonggyé formalodnak, és nem képeznek
aggregatumot. A munka soran ezt a beallitast alkalmaztuk. Az immobilizacidé jelentds
eredményeként konyvelhetd el a matrix szerkezetének optimalizalasa, ami egy fizikailag igen stabil,
mechanikai hatdsoknak jol ellenallo polimer gyongy kialakitasat eredményezte, melyet nem csak az
optimalizacios vizsgalatoknal, hanem az oszloptoltet esetében is tapasztaltunk. Kevés szakirodalmi
adat tesz emlitést er6s mértékli probatételre, a polivinil-alkohol gyongyok élettartamat legtobb
esetben altalaban két hétben hatarozza meg. A stabilitasi vizsgalatoknak valoé megfelelés felveti a
gyongyok hosszl tavi felhasznalasanak lehetdségét, a kornyezetben a kiilsé behatdsoknak idében
tovabb ellenallva hosszl tava bontasi vizsgalatokban engedné részt venni. Az elvégzett kisérletek
soran a gyongyok szerkezetét tehat sikeriilt stabilizalni, a mechanikai behatasokkal szemben igen
ellenallo polimer gyongyot kifejleszteni. Az oszloptdltetben végzett biodegradacios kisérlet

eredményi alapjan elmondhato, hogy az altalunk hasznalt rendszerben a bontas mértéke (10,47%)
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messze elmaradt a szabad sejtes beallitishoz képest, azonban a rendszerben jelentds atrazin-
csokkenést tapasztaltunk a kontroll (baktériumsejteket nem tartalmazd) mintaban is, a jelenség
okanak felderitése feltétleniil sziikséges a tovabbiakban. Ezen kiviil analitikai vizsgélatok
segitségével bebizonyosodott, hogy a PVA gyongyok feliiletén az atrazin csak csekély mértékben
volt képes megkotddni. Ezek alapjan indokolt megismételni az immobilizalt sejtes bontasi kisérletet
¢s amennyibe sziikséges, tovabbfejleszteni az oszloptoltetet.

A Kkisérletek folytatasa soran feltétleniil javasolhatd a szabad sejtes vizsgalatokban egy
beallitasban jo eredményt mutat6 CHB-15p (Rhodococcus pyridinivorans) és AK-44 (Rhodococcus
aetherivorans) torzsekkel, valamint az OR16+NI1 torzsparral a bontasi kisérlet megismétlése tobb
parhuzamos beallitasban, valamint Gjabb torzsparok tesztelése.

Az egészségiigyi- és kornyezeti veszélyek csokkentése illetve az ujabb, kdrnyezetkimélébb
technoldgidk kifejlesztése érdekében sziikség van a ndvényvédd szerek bomlasi maradékainak
pontos meghatarozasara és a lebomlas utvonalainak megismerésére. Tekintettel arra, hogy az
atrazin mikrobioldgiai lebomldsa tobb utvonalon keresztiil mehet végbe, a bontdsra képes
baktériumtorzsek enzimrendszerének feltérképezésével lefedhetové valna a teljes metabolikus
spektrum. Erre lehet6séget nyujthatnak a modern molekularis biologiai PCR alapi modszerek,
melyek segitségével, valamint az egyes génekre specifikus primerparok alkalmazasaval
detektalhatova valhatnak a lebontdsban résztvevd enzimeket kodold gének. Ezaltal a bontasra
kivalasztott torzsek kevert tenyészetekben torténd alkalmazasuk soran képesek lehetnek egymas
enzimrendszerének segitésére, kiegészitésére, ezzel az atrazin koztitermék nélkiili lebontasara.

Folytatva a gondolatmenetet érdemes lehet Okotoxikologiai tesztekkel boOviteni a
vizsgalatokat. Ennek egyik lehetséges modja az algateszt. Az algak, mint fotoszintetizaciora képes
szervezetek, alkalmasak az atrazin kimutatisra. Erzékenységiiknél fogva (lasd 2. tablazat
algafajokra vonatkozd6 LCsy értékei) az atrazin, mint toxikus bontasi maradékanyag
indikatorszervezetei is lehetnek, mely koltséghatékony megoldast jelenthetne az analitikai
vizsgélatokkal szemben, valamint az esetlegesen toxikus hatdsti bomlastermékek megjelenését is
jelezheti, melyeket az atrazinra iranyulé analitikai vizsgalat nem mutat ki.

Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok szerint az atrazinnak a két legkdzonségesebb
bomlasterméke, a deetil-atrazin és deizopropil-atrazin is aromataz-enzim indukalé hatasi human
sejtvonalakon (Sanderson et al., 2001), a biodegradacié soran keletkez6, esetlegesen hormonhatasu
bomlastermékek kimutatasara lehet alkalmas a vitellogenin teszt zebradanion (Danio rerio), mely
sz¢leskoriien vizsgalt modellallat, genetikai és fejloddésbiologiai szempontbol a legjobban ismert
halfaj. A vitellogenin fehérje a ndstény zebradaniok majaban termelddik Osztrogén hormon

hatasara. Az atrazin, valamint a mar emlitett bomlastermékei az aromatdz enzim indukalasan
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keresztiil a him nemi hormonok &sztrogénekké alakulasat idézik eld, ezen vegyliletek hatasara him
zebradaniok majaban is termelddhet vitellogenin. Ennek jelenlétét és mennyiségét is Real-Time
PCR segitségével lehet vizsgalni (Wang et al., 2005). Ez alapjan képet kaphatunk arrol, hogy a

biodegradacio sordn a bontasi maradékanyag rendelkezik-e biologiailag karos hatassal.

41



6. OSSZEFOGLALAS

A magas szintli mezdgazdasagi termeléshez nélkiilozhetetlen ndvényvéddszer-felhasznalas
kozismerten sokféle kornyezeti és egészségligyi problémat okoz. Az ide vonatkozd hazai és
nemzetkozi jogszabalyi rendelkezések egyarant torekednek a kornyezetbe, ezaltal kozvetett modon
a szervezetiinkbe keriil6 toxikus anyagok minimalizaldsara. A mar kdrnyezetbe keriilt szennyezd
anyagok bioldgiai ton torténd lebontasa napjaink egyik kiemelkedd kutatdsi témédja, tdmogatva
ezzel a kornyezetkimél6 biodegradacios technologiak fejlédését, kialakulasat.

A dolgozat kozponti vegyiilete az atrazin, melynek csaknem oOtven éves alkalmazasanak
hatasara tobb tudoményos kutatds is felhivja a figyelmet. Perzisztencidja €s az ebbdl kovetkezo
tartoés jelenléte a kornyezeti elemekben még késobbi generdcidknak is problémat jelent majd,
hormonhdéztartast zavar6 hatdsit szamos gerinces ¢€l6lényre nézve bizonyitottak, valamint
Osszefiiggésbe hozhato egyes daganatos megbetegedések eléfordulasaval is.

Az atrazinhoz hasonl6 szennyezéanyagok eliminalasaban egyre nagyobb szerepet toltenek
be a bioldgiai karmentesités eszkozei.

A vizsgalatom targyat képezo atrazin lebontdsara mikrobiologiai szervezeteket hasznaltunk.
Az atrazin biodegradacidjara iranyuld vizsgalataimat egy Osszetett kisérletsorozaton vezettem
végig: 3 kiilonb6z6 szinten vizsgéaltam atrazin bontdsara képes mikroszervezeteket. A
rendelkezésemre all6, korabban mar faj szinten identifikalt 33 baktériumtorzsbdl az elézetes
atrazin-bontasi vizsgalatokban egy beallitas alapjan 10 torzs degradacios képessége bizonyult 50%
felettinek, e torzsek koziil a masodik bontasi kisérletben 3 parhuzamos beallitas atlaganak
eredményeként négy [az NI1 (Rhodococcus erythropolis), OR16 (Cupriavidus basilensis),
TBF2/20.2 (Olivibacter oleidegradans) és AK-37 (Rhodococcus pyridinivorans) jelii] térzs tovabbi
vizsgalatat talaltuk indokoltnak. Ezeknél a bontési aktivitast kevert tenyészetekben négy kiilonb6zd
beéllitasban is teszteltiikk. A kevert tenyészetes bontasi kisérletben 2 torzs, az NI1 és TBF2/20.2
keverék esetében a bontas mértéke 70% volt. Az egyiittes szaporithatosag vizsgalata soran
megallapitast nyert, hogy a legjobb bontasi hatasfokkal bird térzspar egyiitt szaporithat6. Kovetkezd
1épésként optimalizaltuk a polivinil-alkohol alapt matrixszal torténé immobilizaciot. A kivald
bontasi képességli NI1 és TBF2/20.2 jelti torzspart az optimalizalds soran kivalasztott PVA
matrixban immobilizaltuk. Az igy bezart sejtekkel oszloptoltetet készitettiink és atfolyd rendszerben
vizsgaltuk az atrazin biodegradacidjat. Az immobilizaciés technika fejlesztése stabilitdsi
szempontbol eredményes volt, azonban az oszloptoltetben végzett immobilizalt sejtes lebontasi

kisérletet mindenképpen sziikséges megismételni.
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A Dbioldgiai lebontas hatékonysaganak nyomon kovetése Okotoxikologiai tesztekkel
novelhetd. Az atrazin bontdsara képes torzsek enzimrendszerének feltérképezése, funkciogének
keresése lehetdséget adhat arra, hogy olyan baktériumkonzorciumot alkalmazzunk az atrazin
lebontéasara, mely segitségével a vegyiilet teljesen mineralizalhato.

A tovabbiakban ezen kiviil a toltet fejlesztése, valamint a keletkezd bomlastermékek

okotoxikologiai vizsgalata javasolt.
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9. MELLEKLETEK

1. szamua melléklet - PVA hordozé optimalizalasanak tomeg- és atméré értékei

50 darab gyongy nedves tomege
PVA tipusa . A . ,%'OS ,Vélto,ZéS a
Kiindulési tomeg (g) | 7. napon tomeg (g) | kiinduldsi mérethez

képest

6-98 1,1987 --- ---

10-98 1,3858 1,7224 19,54

89-98 2,3974 2,6945 11,03

20-98 3,4128 4,37 21,9

A stabilitasi vizsgalatba vont 50 db gyongy atlagos tomege a 0.6ras kiindulasi és a 7. napon,

illetve a valtozas %-ban a kiindulasi tomeghez képest

1 darab nedves gyongy atlagos atmérdje
PVA (50 db atlagos atmérdjébdl szadmolva)
tipusa Kiindulas atméro 7.napon atmérd %_O?'. Véltqzés a
(mm) (mm) ’ k11ndula§1

mérethez képest

6-98 3,22 --- ---

10-98 3,46 3,78 8,47

89-98 4,04 4,2 3,81

20-98 4,34 4,84 10,33

A stabilitasi vizsgalatba vont 50 db gyongy atlagos atmér6jébdol visszaszamolt értékek egy gyongyre vetitve a kiindulasi és 7.

napon, valamint a %-os valtozas a kiindulasi atméréhoz képest.
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2. szamu melléklet - A gyongyokrol késziilt elektronmikroszképos felvételek

20pm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Sep 2010
WD =10.0 mm Mag= 1.00KX File Name = 1_04.tf

| | WD = 9.0 mm Mag= 50X File Name = 1_07 tif

200pm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Sep 2010 ﬁ
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3. szamu melléklet — A PVA gyongyok eléallitasanak folyamata

A PVA és natrium-alginat elkeverése desztilallt vizben (bal oldal), majd oldédasig torténé melegitése (jobb oldal)
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