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1 Bevezetés

Napjainkban a legnagyobb mennyiségben ¢és legsokoldalubban felhasznalt fosszilis
energiahordozok a szénhidrogének, illetve a kbolaj és szarmazékai. Leggyakrabban lizemanyagként
¢s muanyagok alapanyagaként hasznositjdk, de nagy mennyiségben alkalmazzak olddszerként,
peszticidek eldallitasara, illetve a gyodgyszergyartas soran is. Koolajszarmazékok feldolgozasa
szallitasa, tarolasa, és hasznalata soran bekovetkezo hibak, emberi mulasztasok, havariak révén az
altaluk okozott szennyezések megjelenésével mindenhol szamolni kell. Ennek kovetkeztében
elengedhetetlen az ilyen jellegli, szennyezett teriiletek minél teljesebb kori karmentesitse, a
szennyezddés kockazatdnak megsziintetése.

A koéolajszarmazékok sokféle, egymastol kiilonbozé szénhidrogén vegyiiletbdl éplilnek fel (foként
szénhidrogének, valamint ezek oxigén-, kén-, halogén és nitrogéntartalmi szarmazékai), melyek
némelyike karcinogén, teratogén, illetve mutagén hatidst lehet az emberi szervezetre nézve
(egészségkockazat). Az ilyen jellegli vegyiiletek lebomldsa természetes koriilmények kozott,
viszonylag lassan megy végbe. Kdolajszarmazékok kornyezeti kockéazatat ezen feliil fokozza azok
kémiai tulajdonséagai, ugyanis mind a vizet, mind pedig a levegdt kiszoritjak a talaj kapillarisaibol,
ezzel valamint egyéb toxikoldgiai tulajdonsagaikkal, a talajlaké (foként aerob) mikroorganizmusok
(és egyéb ¢élolények) ¢élettani folyamatait is gatoljak. Ezaltal megvaltoztatjdk a természetes
talajk6zosségek 0sszetételét, befolyasoljak annak diverzitdsat.

Az ilyen szennyezések felszamolasara, az egyik lehetséges, €s leginkabb természet kdzeli modszer a
szennyezett kozegek biologiai tisztitasa (bioremedidcid). Az Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal
(EPA - Environmental Protection Agency) minden olyan esetben amelyben csak lehetséges, a
biologiai modszerek alkalmazasat részesiti eldnyben az egyéb eljarasokkal szemben.

Szakmai gyakorlatom soran — melyet egy godolléi székhelyl kornyezetvédelmi vallalkozasnal,
valamint a Szent Istvan Egyetem Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén toltdttem —
lehetdségem nyilt bekapcsolodni a kdolajszarmazékokon beliil a poliaromés szénhidrogének (PAH-
ok) biologiai lebonthatosaganak vizsgalataval foglalkozo kisérletsorozatba. Ennek soran betekintést
nyerhettem a biodegradacios eljarasok gyakorlati alkalmazasaba, mind terepi, mind pedig
laboratériumi koriilmények kozott. Ez a kisérletsorozat determinalta dolgozatom alabbi fejezetében

1évo célkituzéseimet.



1.1 Célkitiizések
Munkém célja olyan mikroszervezetek keresése volt, melyek okszertien alkalmazhatdak poliaromas
szénhidrogének (PAH  vegyiiletek) biologiai  lebontasara. Ennek  érdekében  olyan
torzsgylijteménybdl szarmazo mikroszervezetekkel végeztem bontasi kisérleteket, amelyeket
korabban szénhidrogénekkel (TPH, BTEX, PAH) szennyezett teriiletekrdl izolaltak. Dolgozatom
Iényegi célja olyan torzsparok kialakitasa (laboratoriumi vizsgalatokkal alatamasztva), melyek

hatékonyan képesek ilyen szénhidrogének degradalasara.



2 lrodalmi attekintés

A hazai jogalkotasban el6szor a kornyezetvédelemmel az 1995.¢vi LVIIL térvény foglalkozott,
mely a kornyezet védelmének altalanos szabalyait, az alapvetd fogalmakat, a kornyezeti elemek, és
¢épitett kornyezet védelmének alapelveit hatarozta meg. A foldtani kozeg és felszin alatti viz
hatarozza meg, mely szerint a (B) szennyezettségi hatarérték olyan, jogszabalyban meghatarozott
szennyezOanyag koncentracid, melynek elérésekor a felszin alatti viz, illetve a foldtani kozeg
szennyezettnek mindsiil. A kornyezetvédelmi szempontbol kockazatosnak mindsitett elemek,
vegyiiletek listajat a jelenleg hatalyos, a foldtani kdzeg és felszin alatti viz szennyezéssel szembeni
védelméhez sziikséges hatarértékekrdl és szennyezések mérésérdl szolo 6/2009 (IV.14.) KvVm-
EiM-FVM egyiittes rendelet tartalmazza. A rendelet 1. szdma melléklete a foldtani kozegre, a 2.
szamu melléklete a felszin alatti vizre vonatkozoan adja meg az egyes anyagcsoportok, illetve
anyagok (B) szennyezettségi hatarértékeit.

Dolgozatom irodalmi attekintésében bemutatdsra keriilnek az egyes szénhidrogén szennyezd
anyagok, ezen belill is foként a célzott policiklikus aromas szénhidrogének (PAH-0k), melyeknek

bioldgiai uton torténd lebonthatdsagat vizsgaltam.

2.1 Szénhidrogének, mint szennyezéanyagok

A koolaj szerves eredetli asvany, amely a ma elfogadott elmélet szerint tengeri éldlények
maradvanyaibdl keletkezett. Az elpusztult él6lények felhalmozodtak az liledékes kdzetekben, ahol
oxigéntdl elzart kozegben a szerves alkotorészeik bomlast szenvedtek (Furka, 1998).

Kémiailag a nyersolaj kiilonb6z6 szerves vegyiiletek elegye, amely tobb ezer telitett (egyszeres-),
illetve telitetlen (tobbszords kovalens kotésekkel rendelkezd) szénhidrogén komponenseket
tartalmaz. Ezen vegyiiletek Osszetétele tag hatarok kozott mozog: 81-87% szén, 10-14% hidrogén,
0-7% oxigén, 0-7% kén, 0-2% nitrogén. A koolajat alkotd szénhidrogének lehetnek kiillonb6zé
szerkezetii, és molekulatomegii nyilt szénlancu (alifas), ezen beliil egyenes szénlancu, normal (n-)
paraffinok, elagazo szénlancu izo (i-) paraffinok, gytrlis szénlancu (aliciklikus), ciklo(c-)
paraffinok, valamint aromas gytr(t tartalmazd, illetve ezen kiviil tobb aromas gytirii kapcsolatabol
1étrejovo poliaromas szerkezetliek. Az dsszetételiik, valamint a benniik legnagyobb mennyiségben
eléforduld szénhidrogén tipusok alapjan harom csoportra oszthatéak, ugymint paraffin bazisu (féleg
nyilt lancu, alifds szénhidrogének alkotjak), naftén bazisu (foként aromads, illetve poliaromas

szénhidrogéneket tartalmaz), valamint atmeneti bazisi kdéolajokat (Bruckner, 1952; Furka, 1998;



Breuer, 2003). A koéolaj feldolgozasa (finomitasa) desztillalo berendezésben torténik (kolonna),
ezekben a rendszerekben frakcionalt desztillacio segitségével, a forraspont kiilonbséget kihasznalva
valasztjak szét az elegyet. Folyamat eredményeként nyerik a nyersbenzint (C4-Cyp), a kerozint (Co-
Ci6), a gazolajat (C15-Cys), valamint tovabbi desztillalassal nehéz fiitdolajat, nyers kendolajokat, és
szilard maradékként az aszfaltot (Kovacs-Halmos, 1976; Furka, 1998).

A szénatomszadm altaldban informaciét ad a szénhidrogén vegyiiletek tulajdonsagairdl. Normal
viszonyok kozott a C;-C, atomszéamig gazok, Cs-Ci7 folyadékok e felettiek szilardak. Ennek
megfeleléen a forraspont, az olvadaspont, valamint a slriiség is novekszik az atomszam
novekedésével, valamint meghatarozzak egyéb tulajdonsagaikat is, ugy mint:

- Tenzié (géznyomas): Egyes szénhidrogének, benzin, kerozin szabad levegén kdnnyen
parolognak, dizel olaj, valamint konnyti fiitGolajok lassabban, ezzel szemben magas forrasponta
anyagok szinte minimalisan.

- Viszkozitds: Forraspont fiiggvényében valtozd érték. Magas forrasponti vegyiiletek
viszkozitasa nagy, lassabban terjednek, mozognak, mint az alacsony forraspontiiak. Hémérséklet
novekedésével csokken a viszkozitas.

- Vizoldhatdsag: A kiilonbozd eredetli kdolajok eltéré kémiai karakteriikbdl adodoan mas és

mas mértékben oldddnak vizben. A szénhidrogének koziil a paraffinok oldodnak legkevésbé, mig az
aromas vegyiileteket tartalmazok leginkabb (Barotfi, 2000).
Szénhidrogének, mint szennyezéanyagok a foldtani kozegbe, valamint a felszin alatti vizekbe
kbolaj szarmazékok ¢és a fenti termékek formajaban juthatnak mesterséges uton. Fenti
tulajdonsagaik meghatarozzak a ezek kornyezetben valo viselkedésiiket. Ezeken feliil szamos mas
tényezdvel kell szamolni, amennyiben szénhidrogének bekeriilnek a foldtani kozegbe, illetve felszin
alatti vizekbe.

- Az illékony komponensek a levegd oxigénjével elegyedve tliz- és robbanasveszélyt
eredményezhetnek.

- Boron, nyalkahartyan, tiidon keresztiil is felszivodhatnak, irritdlo, toxikus hatastiak

lehetnek

- Bizonyos (alifas, BTEX, PAH) vegyiiletek mutagén (genetikai karosodast), teratogén

(fejlodési rendellenességet), illetve karcinogén (daganatképzd) hatastiak lehetnek.

- Apolaros jellegiiknél fogva kiszoritjdk a vizet, levegdét a talaj kapillarisaibol, igy a
biodegradacios Ontisztulasi folyamatokat gatoljak (Szoboszlay-Kriszt, 2005).

A kovetkezdkben az egyes szénhidrogén tipusokat, ugymint alifas (nyilt lancu), valamint aromas
(BTEX, PAH) vegyiiletek tulajdonsagait mutatom be részletesen. A szennyezéanyagok

bemutatasaban a kémiai szerkezetet szem el6tt tartd kornyezetvédelmi csoportositast kovetem a
6



6/2009. egyiittes rendeletnek megfeleléen. Ez alapjan megkiilonbdztetiink alifas (nyilt lancu),
BTEX (benzol és alkilbenzolok), valamint policiklikus aromas szénhidrogén (PAH) vegyiileteket.

2.2 TPH (0sszes alifas szénhidrogén)

A nemzetkozi kornyezetvédelemben a minden olyan kdolaj eredetii szénhidrogén vegyiilet amely
Cs-Cyo atomszamban kimutathatdé TPH (Total Petrol Hydrocarbon) nevezéssel illet. Ezzel szemben
a hazai jogszabalyokban csak az olyan alifas (nyilt lancu) szénhidrogének tartoznak ebbe a
csoportba, amelyek szénatomszama Cs-Cyg terjed.

Kdolajokban, kdolajszarmazékokban megtalalhatoak. Gyakorlatilag barhol a kornyezeti elemekbe
kerlilhetnek ahol olajkitermeléssel, -szallitassal, -feldolgozassal foglalkoznak. Minden alifas
szénhidrogént a TPH vegyiiletek kozé sorolunk, fiiggetleniil attol, hogy azok telitettek, telitetlenek,
illetve ezen beliil normal, elagazast tartalmazo, vagy és gyiris szénlancuak. A TPH vegyiileteken
beliil megkiilonboztetink VPH (Volatile Petrol Hydrocarbons) vegyiileteket, amelyek Cs-Cig
szamuak (nagy aranyban a benzinben, kerozinban, gazolinban) talalhatéak, valamint EPH
(Extractable Petrol Hydrocarbons), melyek nem, vagy kevésbé illékonyak (gazolajok, flitdolajok
kendolajok) (Szoboszlay-Kriszt, 2005) .

2.3 Aromas szénhidrogének
Az ,,aromdas” elnevezés régi keletli, azon szénvegyliletek eredetére utal, melyek kellemes illata
novényi aromaji termékekbdl nyerhetéek (Bruckner, 1955). Lehetnek homo-, vagy heterociklikus
szénhidrogének. Telitetlen, gylirlis szerkezetliek, ahol a szénatomok valtakozva, egyes és kettds
koteésekkel kapcsolodnak egymashoz, konjugalt gyliriis szerkezetet hozva létre. Legegyszeriibb

képvisel6jiik a benzol (Kovacs-Halmos, 1976; Breuer, 2003).

2.3.1 BTEX vegyiiletek (benzol- és alkilbenzolok)

Ide tartoznak azok az illékony monoaromas vegyiiletek, melyek koziil a legjelentésebbek a csoport
névadoi (benzol, toluol, etil-benzol, xilol). A csoportba egyedei a benzol mellett tehat azok az alkil
benzolok, melyek esetében az aromds gyiiri hidrogén atomjat egy, vagy tobb alkil csoport
helyettesiti. Felhasznaljak Oket olddszerként (olajok, festékek, gyantak, lakkok), H
valamint gydgyszer eldallitasaban is. H H
Benzol

Szintelen, jellegzetes szagu folyadék, mely vizben kevéssé (1,8 g/l) oldddik, H

azonban a legtobb szerves olddszerrel korlatlanul elegyedik. Olvadaspontja 5,5°C, H

forraspontja 80,2°C. Szerkezetét tekintve hat szénatom szerkezetli gytirit alkot. 1. abra Benzol gyiirii



A vegyiiletet alkotdé szénatomok sikban, egy szabalyos hatsz0g csucsain helyezkednek el. A
szénatomokhoz kapcsolédé hidrogének is ugyanebben a sikban taldlhatéak, valamint azok
elrendezése is szabalyos hatszog alakzatot mutat (1. abra). Kornyezeti, valamint human-
egészségligyl szempontbol kiemelkedd a benzol szerepe, ugyanis ez emberben bizonyitottan
réakkeltd hatdsa. A benzolt leginkabb az Olommentes benzin adalékanyagaként hasznaljak 1
térfogatszazalékban. Megemlitendd, hogy 1 liter benzinben 1évd benzol mennyiséggel kb. 8 millid
liter vizet elszennyezni, hogy annak ,,B” szennyezettségi hatarértékét elérje (Szoboszlay-Kriszt,

2005; httpl; Berecz, 1991).

Toluol

Szintelen, kormozo6 langgal €gd, aromas szagu vegyiilet. Olvadaspontja -97,7°C, forraspontja
110,8°C. Kémiai szerkezete szerint egy benzol gylirlibdl, és egy ahhoz kapcsolodod metil csoportbol
(-CHj3) all. Megtalalhat6 kdszénkatranyban, de elsésorban benzinformalasnal allitjak el6. Vizben

kevéssé, (0,52 g/1) oldodik, szerves olddszerekben azonban oldodasa jo (Furka, 1998).

Etil-benzol

Szintelen, benzolra emlékeztetd szagu folyadék. Olvadaspontja -92,8°C, forraspontja 188,5°C,
vizben kevéssé oldodik (<1 g/l1). Kémiai szerkezetét tekintve benzolgylirib6l, és az ahhoz
kapcsolodo etil csoportbol (CH3-CHp-) all. A sztirol gyartasanak alapanyaga, mely soran az
alapmolekulat dehidrogénezik (hidrogént vonnak el). A sztirolt az iparban nagy mennyiségben
alkalmazzak kiindulasi anyagként polisztirol elballitasara. Emellett az etil-benzol koztes termék

szdmos mas szerves vegylilet eldallitasanal (Furka, 1998).

Xilolok

Szintelen, aromdas szagli folyékony, kormoz6 langgal ég6 vegyiiletek. Olvadaspontjaik -29-13°C
kozott, mig forraspontjai 135,5-145,9°C kozott mozognak. Kis résziik kdolajkatranybol, jelentds
hanyaduk benzinformélasbdl szarmazik. Nagyon jol alkalmazhatoak szerves oldoszerként. Kémiai
szerkezetiiket tekintve dimetil-benzolok (benzolgyiiri, és két hozza kapcsolt metil-csoport). A
metil-csoportok elhelyezkedése szerint beszélhetiink meta-, orto-, és para-xilolrdl (2. abra). Az m-
xilol felhasznalasa a legcsekélyebb, mig az o-, és p-xilolt a miianyagipari alapanyagként hasznaljak
(Furka,1998).



1.2-dimethylbenzene 1,3-dimethylbenzene 1 4-dmethylbenzene
{ortho-xylene) (mela-xylene) (para-xylene)

2. abra Xilolok

2.3.2 PAH vegyiiletek- Policiklikus aromas szénhidrogének

A csoport neve policiklikus szénhidrogének (poliaromas szénhidrogének), az angol roviditésébol
(polycyclic aromatic hydrocarbons) szarmazik. Kozel 200 féle anyag tartozik ebbe a csoportba.
Kondenzalt aromas vegyiiletek, kettd, vagy tobb benzolgyiirli kapcsolddasabdl épiilnek fel és a két
gyuris a naftalinok (naftalin, 1-metil naftalin, 2-metil naftalin) kivételével nem illékonyak. A
fontosabb vegylileteket a 3. dbra mutatja be. A hosszi szénlanct alifas szénhidrogénekhez
hasonléan a PAH vegyiiletek hidrofébok, szerves oldoszerekben konnyen olddédnak, vizben
kevésse.

Poliaromas szénhidrogének novényi, allati szervezetek bomlasakor, kdolaj képzddésekor, szerves
anyagok magas hoéfokon torténd tokéletlen égése soran keletkeznek, igy gyakorlatilag jelentds
mennyiségli PAH vegyiiletet tartalmaz a korom, a katrany, a szurok petréleum, a kdolaj és a
dizelmotorok kipufogd gazai.

Egyes vegyiiletek ezek koziil a perzisztens szerves szennyezOk (POP vegyiiletek ,,Persistent
Organic Pollutants”) k6zé sorolhatoak. Ezek az anyagok rendkiviil nehezen bomlanak le a
kornyezetben, tovabba jellemzd rajuk az erds toxicitds, valamint bioakkumulacios (€16
szervezetekben torténd felhalmozodas) készség. Eddig bizonyitottan hét vegytiletrdl bizonyosodott
be huméan karcinogén hatds [benzo(a)pirén, benzo(a)antracén, dibenzo(a,h)antracén,
benzo(g,h,i)perilén, benzo(e)pirén, 2-metil-krizén, krizén] (Szoboszlay-Kriszt, 2005; Anton et al.,
2010; http2; http3).
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3. abra PAH vegyiiletek (Feltiintetve az abrakon: vizoldékonysag, siirtiség) (Szoboszlay-Kriszt, 2005)

2.4 Szénhidrogének bioldgiai lebonthatésaga
Az 1960-as évek ota kutatasi cél a mikroorganizmusoknak azon tulajdonsagainak vizsgalata, mely a
kornyezetbe keriild xenobiotikumokat az emberre artalmatlan végtermékké képesek atalakitani
(Anton, 2010). Ez a folyamat természetes koriilmények kozott is lezajlik, de egyes
szennyezbanyagok lebonthatdsdga annyira korlatozott, hogy emberi beavatkozas nélkiil a

szennyezés mértéke nem csokken, ezaltal tartds szennyezés alakul ki az adott teriileten.
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A biologiai lebomlas (biodegradacid) a mikroorganizmusok altal végzett biologiai-biokémiai
folyamatokon keresztiil megvalosuld lebontéasi (katabolikus), illetve atalakitasi (transzformacios)
folyamatok Osszessége, melyeket a mikroorganizmusok végeznek enzimjeik segitségével. Ezen
képességiliket kihasznalva lehetdség nyilik arra, hogy mesterségesen a kornyezetbe keriild
szennyezOanyagokat artalmatlanitsuk. A biodegradacio lehet teljes (mineralizacio), illetve részleges

(Anton et al., 2010; Pesti et al., 2001; Szoboszlay-Kriszt, 2005).

2.4.1 Mineralizacio

Mineralizacionak vagy asvanyosodasnak a teljes lebontasi folyamatot nevezziik, mely soran a
mikroorganizmusok olyan természetes katalizatorokat, enzimeket termelnek, melyek a szerves
vegylileteket (igy akar a szennyezOanyagokat) széndioxid (CO;), metan (CHg), viz (H,O) és
szervetlen sok keletkezése mellett bontjak le. A folyamat célja, hogy a mikroorganizmusok
anyagcsere-folyamataikhoz, 0j sejtek felépitéséhez sziikséges épitdelemeket és energiat nyerjenek.
A bioszintézis anabolikus reakcidi kapcsoljak Ossze az épitelemeket, ekozben energiat, elektron
donorokat ¢és elektron akceptorokat hasznalnak fel. Aerob korilmények kozott a végsd
elektronakceptor a levegd oxigénje, anaerob feltételek mellett alternativ elektron akceptorként Fe®*

ionok, szén-dioxid, nitrat, szulfat szolgal (Anton et al., 2010).

2.4.2 Részleges biodegradacio

Részleges biodegradéacio kovetkezhet be olyan esetekben, melyek soran a lebontést, atalakitast
végz6 mikroszervezetek szamara nem optimalisak a koriilmények. Ezek adodhatnak az elektron
akceptotrok, a viz, vagy a nyomelemek hianyabdl. Eléfordulhat, hogy a lebontast végzo
mikroszervezetek élettani tulajdonsagaik alapjan nem képesek teljes mértékben degradalni az adott

szennyezd anyagokat.

A részleges biodegradacionak harom tipusa ismert:

- kometabolizmus (kooxidacio)

- atalakitast végzd enzimek hidnya

- polimerizacio
Az elsé tipus a kooxidacid, amely soran a kiindulasi vegyiilet részleges, néha teljes oxidacioja
lezajlik, de a lebontést végzé mikroszervezetek a folyamatbol szarmazo energiat nem hasznéljak fel.
Kometabolizmus soran a szennyezdanyag a mikroorganizmus szamara nem szolgal tapanyagul,

azonban mas, hasznosithatd szubsztrat jelenlétében annak atalakulasdval egybekdtve zajlik a
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crcr

szennyez6anyag biotranszformacidja, Vvalamint a szennyez6 anyagok transzformacidjat
(atalakitasat) teszi lehetOvé, asvanyositasat (mineralizacidjat) nem, azonban része lehet a
folyamatanak, amennyiben a szennyez6 anyagok kometabolikus atalakitasakor keletkez6 anyagok,
tapanyagul szolgalnak mas lebonto6 szervezetek szamara.

A masodik tipus, sordn a lebontast, atalakitast végz0 enzimek koziil valamelyik hidnyzik, ezért a
folyamat megreked egy koztes terméknél, vegyiiletnél. A lebontési folyamatbdl szdrmaz6 energiat a
mikroszervezet hasznositja.

A harmadik tipusaba azok a folyamatok tartoznak, melynek soran a hasonld elemek 6sszeépiilnek
polimerizalédnak, vagyis a szintézis folyamatok révén a kiindulasi anyagoknal Osszetettebb,
stabilabb vegyiiletek keletkeznek.

Enzimkatalizalt reakciok soran, melynek eredményeként végbemennek a biodegradacios
folyamatok, olyan termékek is keletkezhetnek, melyek a kiindulasi anyagoknal toxikusabbak
lehetnek. Gyakran akkumulalodhatnak, felhalmozodhatnak az atalakitast végzd szervezetekben,
vagy beépiilhetnek a kozeg természetes rendszerébe (pl. talaj), annak anyagaiba (pl. humusz).
(Anton et al., 2010; Szoboszlay-Kriszt, 2005; Szabd, 1989).

2.4.3 Alifas szénhidrogének és PAH vegyiiletek biodegradacioja

Az alifas szénhidrogének biodegradacioja aerob koriilmények kozott viszonylag gyorsan mehet
végbe. Lebomlasukat a nyers kdolaj legfobb alkotoi, az n-alkanok példajan keresztiil mutatom be.
Ezen vegyliletek lebomlésa aerob koriilmények kozott alkan-monooxigenaz enzimek segitségével a
szénlanc altalaban terminalis szénatomjanak oxidéacidjaval indul, a reakci6 eredményeként alkohol
keletkezik. Ezt dehidrogenaz enzim aldehiddé, majd zsirsavva alakitja, a bomlasi folyamat tehat az
alkan - alkohol - aldehid = zsirsav Gtvonalon keresztiil megy végbe. A telitetlen, kettds kotést
tartalmazo szénhidrogének lebontasa oxigén-szegény kornyezetben kiillonbozé szulfat-redukalo és
egyéb anaerob baktériumok 4ltal torténd oxidacid soran mehet végbe.

A PAH vegyiileteket altalaban 3 benzolgytiriiig tekintjiik jol lebonthatonak, e feletti gylirliszam
esetében a lebonthatosag, vizoldékonysag, valamint a bioldgiai hozzaférhetéség csokken. Ennek
tulajdonithatd, hogy kéarmentesités soran, a magas atomszamu PAH vegyiiletek feldusulnak a
kozegben. A PAH vegyliletek lebomlasa, a monoaromas vegyiiletek lebomlasdval megegyezo
médon megy végbe. Az egyes benzol gylirik egymés utdn bomlanak fel, majd szervetlen
vegyiiletek képzddnek (mineralizaci6). A folyamatot a mikroorganizmusok daltal termelt
monooxigenaz, dioxigenaz enizmek katalizaljak (Anton et al., 2010; http4; Haritash et al., 2009).
Szamos kiilonb6z6 baktérium, valamint gomba csoport tagjai rendelkeznek olyan tulajdonsagokkal,

mely sordn szénhidrogén vegyiileteket képesek degradalni. Ilyen tulajdonsagokkal tobbek kozott az

12



Acinetobacter, Achromobacter, Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, és gombak koziil Candida,
valamint Sporobolomyces fajok rendelkeznek (Atlas, 1981; Anton et al., 2010).

Policiklikus aromds szénhidrogének bioldgiai lebonthatdosdgat tobb kutatdsi eredményben
publikaltak. Az egyes eredmények arrdél szamolnak be, hogy antarcén,  fluorantén ¢&s
benzo(a)antracén bontasara képesek Pseudomonas, Sphingomonas fajok (Mrozik et al., 2002;
Schneider et al., 1996). Mas kutatasok soran benz(a)pirén-en kozel 85%-os bontast értek el Bacillus
subtilis fajt alkalmazva (Madhuri et al., 2009), de sikeres bontasrdl szamolnak be egyes
Mycobacterium, Novosphingobium, Arthrobacter fajok esetében is (Willumsen et al., 2001;
Kallimanis et al., 2009; Yuan et al., 2009).

Dolgozatom kovetkezd fejezetében bemutatom az egyes karmentesitési technologidkat, kiilon
kiemelve a gyakorlatban leginkébb alkalmazott, mikroszervezetek altal végzett biodegradécios

eljarasokat.

2.5 Karmentesitési technologiak

Napjainkban szdmos karmentesitési technologia létezik szénhidrogén szennyezOk eltvolitasara
foldtani kozegbdl, illetve felszin alatti vizbol. Ezeket a modszereket tisztitdsi elv szerint lehet
csoportositani, ugymint fizikai-kémiai, biologiai, illetve termikus eljarasok. A karmentesitési
beavatkozas végezhetd in situ, illetve ex situ modszerekkel.

In situ beavatkozasnal a tisztitando foldtani kozeget, és/vagy felszin alatti vizet olyan eljarassal
tisztitjadk meg a szennyezd anyagoktdl, amely soran a szennyezett kozeget nem termelik ki, valamint
a tisztitott felszin alatti vizet visszanyeletik, szikkasztjak a teriileten beliil. Az ex situ kezelés 1étre
johet on site, mikor a kitermelt kdzeget helyben kezelik, valamint off site, mely esetben elszallitjak,
¢s kontrollalt koriilmények kozott torténik a szennyezdanyagoktdl valé mentesitése (Barotfi, 2000;

http5).

2.5.1 Biodegradacios eljarasok

Olyan esetekben, melynek soran szennyezdanyagok keriilnek a foldtani kdzegbe, valamint felszin
alatti vizekbe a biodegradacios eljarasok hatékonyan alkalmazhatéoak a szennyezbanyagok
artalmatlanitasara. Ahogy azt a bevezetésben emlitettem az Amerikai Kornyezetvédelmi Ugynokség
(EPA, Environmental Protection Agency) minden olyan esetben, amelyben lehetséges, a
biodegradacios eljarasokat részesiti elényben (Szoboszlay et al., 2002). Més eljarasokkal szemben,
biologiai mddszerek alkalmazasa a felszin minimalis bolygatasaval jar, nagy kiterjedésu teriiletekre

is alkalmazhatoak, a talaj ¢lovilagaval kiméletesek és a leginkdbb természet kozeli megoldasnak
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tekinthet6k, valamint a szennyezék a folyamat eredményeként (mineralizacio) veszélytelen
anyagokka alakulnak at (szén-dioxid, és viz).
Biodegradacios eljarasok tervezése, alkalmazasa soran a kovetkezoket kell figyelembe venni:
- alacsony hdmérsékleten a bontas csokken, leall
- amikroszervezetek szennyezOanyag tlird képessége véges
- a biodegradacios modszerek alkalmazasa el6tt a szabad fazisban 1évé szennyezd anyagokat
el kell tavolitani (anaerob koriilmények elkeriilése miatt)
- patogén, vagy fakultativ patogén mikroszervezetek felszaporitasa, alkalmazasa egészségiligyi
kockazatokkal jarhat (Anton et al., 2010; Szoboszlay-Kriszt, 2005)
A Dbiodegradacios eljarasoknak tobbféle modja is lehetséges, ugymint ellendrzott- (spontan),
stimuldlt- (irdnyitott) biodegradécio, ezen feliil alkalmazhatéak levegdkozléses, talajlazitasos,

valamint tartalyos eljarasok, tovabba tervezett oltoanyag hasznalata.

- Ellendrzott (spontan) biodegradacio
A kérhelyen €16 mikroszervezetek altal végzett természetes lebontasi folyamat, annak
nyomon kdvetése kémiai analitikai, illetve bioldgiai monitoringgal. Az eljards folyaman nincs
mesterséges beavatkozas. Hatranya lehet, hogy a degradacids folyamatok lassan mennek végbe,
ugyanis nem biztos, hogy az adott mikroszervezetek rendelkeznek olyan enzimrendszerrel, amely a
szennyezdanyag teljes spektrumat bontani képes. Ezen feliil mas tényezdk is, ugymint az elektron
akceptorok (pl: O,, COy, S0O,* NO* ), és tapanyagok hianya is (N, P, K) befolyasolhatjak ennek az

eljarasnak a sikerességét.

- Stimulalt (iranyitott) aerob biodegradacio
Mesterséges beavatkozassal felgyorsitott karmentesitési eljaras. Az eljaras lényege, hogy a
lebontasban részt vevd mikroorganizmusok szdmara optimalis koriilményeket teremtiink. Ez
oxigeén, illetve tapanyagok (szénforras, nitrogén, kalium, foszfor) potlasaval, kiegészitésével
torténik. A karmentesités sordn patogén, €s fakultativ patogén mikroszervezetek is eléfordulhatnak,

ezért a teriilet kémiai, és mikrobiologiai monitoringjat folyamatosan végezni kell.

- Levegokozléses eljarasok:
Az oxigén ellatas javitisa érdekében a kozegbe perforalt csdveken keresztiil levegét, vagy
oxigénnel dusitott vizet juttatnak. Az eljaras alkalmas tdpanyag, illetve nedvesség utdnpoétlasra.
Amennyiben nem zart rendszerli a karmentesitési folyamat, illékony szerves szennyezdok esetében

fennall annak a veszélye, hogy mas kozegeket is elszennyezhetiink. Az oxigén-fejlesztd anyagok
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adagolasa a rendszerbe abban az esetben alkalmazhatd, amennyiben nincs a mikroszervezetekre

gyakorolt toxikus hatéasa.

- Talajlazitasos eljarasok:
A kozeg lazitdsaval (mélylazitds, forgatas, tarcsazas) biztositjadk a lebontashoz sziikséges oxigén
mennyiséget, valamint a miivelet soran adalékanyagokat is juttatnak a szennyezett kozegbe, amely
altalaban viz, valamint szervetlen tapanyagok. EX situ technoldgia soran, az adalékanyagokat
kiegészithetik térfogatnovelé szerves anyagokkal (CNP-miitragyak), melyeknek segitségével
lebontést fokozo C:N arany allithatd be. Ezen eljaras esetében is fennallhat a szennyezés-atvezetés

masik kozegbe, amennyiben a rendszer nem zart.

- Tartalyos eljarasok
A szennyezett talajt magas nedvességtartalmu zaggya szuszpendaljak, majd keverik, levegbztetik,
igy torekedve a minél jobb koriilmények megteremtésére. A tisztitds utdn a szuszpendalt talajt
viztelenitik. A kitermelt szennyezett talajvizet tartadlyokban, aerob viszonyok kozott, a
mikroszervezetek felszaporitdsa érdekében kezelik. Az esetleges karositd anyagokat (ko, kavics,
egyéb anyagok) a tartdlyba helyezés eldtt célszerii szelektalni. A tisztitott talajnak megvaltozik

szerkezete, mikrobapopulacioja, ezaltal tapanyag-szolgaltatd képessége csokkenhet.

- Tervezett oltdanyag hasznalat:

Azokat az eljaradsokat soroljuk ebbe a csoportba, melyek faj-szinten identifikalt ismert
tulajdonsagokkal rendelkezd mikroszervezeteket alkalmaznak. Az oltds soran nagy csiraszamu
szuszpenziot juttatnak a szennyezett kozegbe. A kijutatott oltdéanyagnak az alabbi
kovetelményeknek kell megfelelnie. Csak indentifikalt mikroba fajokat tartalmazhat, melyeknek a
bontasi spektruma korabbi vizsgalatokbol ismert. Fontos, hogy a hasznalt oltdbanyagnak obligat, és
fakultativ patogén mikrobaktél mentesnek kell lennie, ezen kiviil ismerni kell a benne 1évd
mikroszervezetek nehézfém tird képességét. Ezen szabalyok kozé tartozik tovabba, hogy az
oltéanyagként hasznalt mikroszervezet letétbe legyen helyezve legalabb egy nemzetkozi
mikrobiologiai  tOrzsgyljteményben. Hazankban ilyen a  Mez0gazdasagi ¢és  Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gytjteménye (NCAIMB)(Anton et al., 2010; Szoboszlay-Kriszt,
2006,).

Biodegradacios célokra szant oltdanyagok estében fontos az oltdanyagban megtaldlhatd
mikroorganizmusok faj szinti meghatarozasa, mivel obligat, illetve fakultativ patogén

mikroszervezetek nem alkalmazhatdéak karmentesités soran.
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2.6 Baktériumtorzsek faj szintii identifikacioja
A bioaugmentacid6 soran alkalmazott baktériumok, mint prokariotdk, nem rendelkeznek
koriilhatarolt sejtmaggal, benniik a DNS molekula altaldban cirkularis, szuperhelikalis allapotban
talalhat6. Tartalmazhatnak még tovabbi, 6nallé replikaciora képes genetikai elemeket, plazmidokat,
melyek kis cirkularis DNS molekulak; ezek a sejtnek a kornyezet megvaltozasa esetén gyorsabb
adaptacids és védelmi képességeket is biztosithatnak (pl. enzimek, toxinok termelése, antibiotikum
rezisztencia stb.), illetve sok esetben a degradacios képesség is plazmidokon kodolt. Fontos
tulajdonsag a riboszomak felépitése és tulajdonsagai is, mert a riboszomalis RNS-ek lassan
valtoznak és konnyen izolalhatok, mint az d&ket kodoldé rDNS szakaszok is. A riboszomak a
fehérjeszintézis szinhelyéiil szolgalnak, fehérjemolekuldkbol és riboszomalis RNS-bol allnak.
Megtaldlhatoak a sejthartya belsO felszinéhez tapadva, a citoplazméban szabadon, de mRNS
lancokkal 0sszekapcsolodva kromoszéma-poliszoma komplexet hozhatnak 1étre. A citoplazmabol
centrifugalas tjan elvalaszthatok iilepedési sebességiik alapjan. Prokariotak esetében az tilepedési
allando 70S (S = Swedberg féle centrifugalis tilepedési allandd), mely két alegységre, a 30S és 50S
egységekre bonthatd. A 30S alegység 21 kiilonb6zd fehérjébdl és egy 16S riboszémalis RNS-bdl
all. A prokaridta baktériumokban a 16S rDNS kb. 1500 bazispar hosszusagi szakasz, melynek
végei a legtobb baktériumfajban megegyeznek, ezek az Un. konzervalt régiok. A konzervalt
szakaszok kozotti varidbilis részek azonban mar fajonként eltérdek, ezen szakaszok szekvencia
sorrendjének 0Osszehasonlitd vizsgalata alapjan lehetévé valik az egyes torzsek faj szintii
identifikacidja (Szeberényi, 2004). Amennyiben a 16S rDNS szekvencia analizis soran egyes
torzsek bazissorendjének hasonldsaga 98% feletti, azonos fajokrél beszélhetiink (Tindall et al,

2010).
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3 Anyag és Mddszer

Munkdm sordn olyan mikroszervezetekkel végeztem bontasi  kisérleteket, melyek
szénhidrogénekkel szennyezett terliletekr6l szarmaztak, ugyanis feltételezéslink szerint
szénhidrogénekkel szennyezett kozegbdl nagyobb valosziniiséggel izolalhatok olyan
mikroszervezetek, mely megfeleld bontasi potenciallal rendelkeznek. Ezen szervezetek izolalasa,
identifikéacidja (16S rDNS szekvencia analizis alapjan), valamint human, ¢és kérnyezetegészségiigyi
kockdzatot jelentd besoroldasa a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszéken korabban
megtortént.

Ezeket a mikrobakat szintén korabban két tanszéki torzsgyijteményben (SAFEREMED,
INOSAFE) helyezték el. Ezen torzsgylijteményi mikroszervezetek bontasi kapacitdsanak
vizsgalatara irdnyuld kisérleteket, azok egymasra épiilésének folyamatat, a célkitiizéseknek

megfelelden az alabbi 1. dbra szemlélteti.

Torzsgyljteménybdl (SAEFEREMED,
INNOSAFE) szarmazé mikroszervezetek

— Bontasi kisérlet (Gravimetria)

\ 4

Korongdiffuzios kisérlet

\ 4

Egylittes torzsszaporitasi vizsgdlatok _ValdszinGsithetden” PAH bontasra
Folyékony bontasi kisérlet (torzskeverék) \ 4 :

Folyékony bontasi kisérlet az

3 individualis torzsekkel

OxiTop talajrespiracids kisérlet

| 1 alkalmas térzsek

! .

| Igazolt PAH bonts a tisztitani Eletképes oltdanyag alkotd torzsek
E > (in vivo)
i

|

kivant kozegben (talaj, talajviz)

Uij torzsek izolaldsa a szennyezett kézegbdl

4. abra PAH vegyiiletek lebonthatdsaganak vizsgalatara kidolgozott kisérleti rendszer



3.1 A Kkisérleti rendszerekben alkalmazott mikroszervezetek:
Vizsgalati rendszeriinkben az aldbbi két torzsgylijtemény tagjainak bontasi kapacitasat vizsgaltuk
TPH, valamint PAH vegylileteken, ugyanis kordbbi vizsgalatok azt igazoltdk, hogy ezen

mikroszervezetek jelentds szénhidrogén bontasi potenciallal rendelkeznek.

SAFEREMED tirzsek: AK-35 (Rhodococcus erythropolis), AK-36 (Rhodococcus globerulus),
AK-37 (Rhodococcus pyridinivorans), AK-38 (Rhodococcus gordoniae), AK-40 (Rhodococcus
rhodochrous), AK-44 (Rhodococcus aetherivorans), CHB-15p (Rhodococcus pyridinivorans),
CHB-20p (Chryseobacterium hungaricum) NCP-3 (Pseudomonas putida) NCAIMB-1494
(Pseudomonas putida)

INNOSAFE torzsek: TBF2/20.2 (Olivibacter oleidegradans), ZFM 23.1 (Rhodococcus
erythropolis), S-8 (Rhodococcus ruber), OM-7.2 (Rhodococcus erythropolis), SZM5/4.2
(Pseudomonas mandelii)

Az 4. 4bran szemléltetett moddon, elsé Iépésként a kisérleti rendszerekben alkalmazott

mikroszervezetek szénhidrogén bontasi kapacitasat vizsgaltam gravimetrias modszerrel.

3.2 Gravimetria

A 16S rDNS szekvencia analizis soran meghatarozott faju, nem patogén torzsekkel kezdtem
munkamat, melyeknek elsé 1épésben szénhidrogén bontd képességét vizsgidltam gravimetrids
modszerrel. A baktériumokbdl ferde agaron 24 oras friss tiszta tenyészetet készitettem. Az igy
elokészitett mikroba telepeket inkubacids id6 (24h) leteltével steril livegbot segitségével 50ml
folyekony taplevesbe mostam (LB tipleves). A beoltott lombikok 72 o6ran at razodtak 28°C-on,
170-rpm fordulatszamon. Az igy nyert szuszpenziobol 5-5 ml-t 100ml OIR III. tapoldatba mértem,
[5,0 g (NH4)2SO4; 1 g K;HPOy4; 0,5 g KH,PO4; 0,5 g MgSO4x7H,0; 0,2 g CaCl,x6H,0, 0,01 g
FeSO,x7H,0, 1000 cm® desztillalt viz, sterilezés: 121 °C, 1 bar, 15 perc], melyhez egyediili
szénforrasként 2 ml (nagyjabdl 1,7g) 3:2 aranyu nyers gazolaj-kdolaj keveréket adtam. A mintak
mellett baktérium szuszpenzidt nem tartalmazo gazolaj-kdolajjal hasonldan kiegészitett OIR-III és
tapoldatot alkalmaztam kontrollként. A lombikokat ezutan 28°C-on, 120 o6rédn at, 170 rpm
fordulaton razatva inkubaltam.

Az inkubaciés id6 utan az olajos razoként hasznalt Erlenmeyer lombik tartalmat razotdlcsérbe

ontéttem, majd 50 ml petrolétert adtam hozza, kiilonos figyelmet forditva, hogy atmossam azzal a
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lombik falat, igy lemosva rola a maradék olajszarmazékot. Alapos keverés utan két fazis kiiloniilt el
a razotolcsérben. Egy vizes-, valamint egy olajos-oldoszeres fazis. A petroléter fajsulyabol adodoan
a vizes fazis felett helyezkedik el. A fazisszétvalasztds utan a vizes fézist visszadntdttem a
razotolcsérbe, mig az olddszeres, olajos fazist sziirépapiron atsziirtem (a folyamatot megeldzden a
szlrOpapirra natrium-szulfatot szoértam, az esetleges pontatlan fazisszétvalasztasbol adodoan
visszamaradt viz megkdtésére). A petroléterrel torténd dtmosast haromszor egymas utan végeztem
el. Ezek utan a maradék olaj kioldasa céljabol a lombikot egyszer atmostam kloroformmal. A
kloroformmal torténé razatas, (kloroform esetében, annak fajsulyabol adoédoan az oldoszeres-olajos
fazis keriilt a razotolesér aljara), majd sziirés utdn eldzdleg ezredgramm pontossaggal lemért
gomblombikba ontdttem az olddszeres-0lajos elegyet. Heidolph tipust beparlokésziilék segitségével
forraspontkiilonbség alapjan (petroléter forraspontja: 50-60°C, kloroform forraspontja: 60-65°C)
szétvalasztottam az olajat az oldoszerekt6l. A gomblombik a beparlas utan elvileg mar csak azt a
visszamaradt olajat tartalmazta, mely a razatott Erlenmeyer lombikban volt megtalalhato. A
folyamat utan a gomblombikokat szaritdszekrényben 65°C-on 45 percig szaritottam, az esetleges
visszamaradt viz, valamint oldészer eltavolitdsa céljabol. A baktérium inokulumot nem tartalmazo
mintakkal ugyanigy jartam el. A szaritas befejeztével a gdmblombikokat ismét lemértem analitikai
mérleggel. Ha az igy kapott tomegbdl kivonom a lombikok kiindulasi tomegét, megkapom a
lombikban 1év6 olaj tomegét, amely a visszamaradt olaj tomege. Ezt 6sszehasonlitva a kontroll
mintaban 1év0 olaj mennyiségével, megkaptam a %-ban kifejezett szénhidrogén bontasi eredményt.
Kisérleteink els6 lépéseként az INNOSAFE, valamint SAFEREMED torzsgytijtemény tagjainak
TPH bontéasat vizsgaltuk gravimetrids modszerrel, majd ezeket a torzseket haromszoros olajos
razatassal passzaltuk. A passzalas sordn, a fejezet elején ismertetett moédon baktérium szuszpenziot
készitettem, melybdl 5-5ml-t mértem 100ml OIR-III &asvanyi tapoldatba, melyhez egyediili
szénforrasként 2 ml (3:2) aranyu nyers gazolaj-koolaj keveréket adtam. Ezt koveten 28°C-on, 170
rpm fordulatszamon, 120 o6ran at inkubaltam. Az inkubacios id6 leteltével a lombikokbol 5-5mi-t
atoltottam friss, 100ml OIR-III tapoldat, és 2ml (3:2) aranyt gazolaj-kbolaj keveréket tartalmazo
Erlenmeyer lombikokba. Az inkubacios 1d6 szintén 1206ra volt 28°C-on, 170rpm fordulatszamon.
Ezt a folyamatot még egyszer megismételtem, majd az el6bbiekben ismertetett modon
meghataroztam a passzalt torzsek szénhidrogén bontasi képességét gravimetridas modszerrel,
valamint ezen torzseket, a tovabbi hasznalat céljabol 2 példanyban -80°C-on tarolom. Az emlitett

vizsgalatok eredményeit az ,,Eredmények” cimii fejezetben mutatom be.
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3.3 PAH vegyiiletek bontasara alkalmas mikroszervezetek keresése

Ebben a munkaszakaszban sziikségiink volt egy olyan modszerrendszerre, melynek segitségével a
torzsgytjteményekbdl ki tudjuk valasztani azokat a mikroszervezeteket, melyek alkalmazhatoak
poliaromas szénhidrogének degradalasara. A torzsgyljtemény szelektalasara azokat a
baktériumokat valasztottuk ki, amelyek a passzalas és a gravimetria eredményei alapjan jelentds
(50% feletti) bontasi kapacitassal rendelkeztek. Rajtuk egy kinai kutatocsoport altal kifejlesztett
’screenelési’ technologiat alkalmaztuk (Zhao B. et al 2009).

A kisérlet soran harom PAH vegyiileten [benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén) (BaA), fluorantén
(Flu)] vizsgaltuk a baktériumok bontasi képességét. Els6 1épésben a fent bemutatott OIR 111 (1,5%-
0s) asvanyi taptalajra (petri csészében) 4 darab 2,5 cm atmérdji 0,45 um porusatmérdjii Millipore
szir6t (MERCK Millipore cat. no. HAWP02500) helyeztiink steril csipesszel (1. kép). Ezt kovetéen
5000 ppm végkoncentracidban készitettiink torzsoldatot dietil-éterben oldva a vizsgalni kivant
harom PAH vegyiilettel szeptummal lezart
vialos  iivegbe. A filterre  100ul
mennyiségben szélesztettiik a kivalasztott
PAH torzsoldatot steril tivegbottal. A négy
szir6b6l hdaromra tehat egy-egy PAH
vegyiiletet (BaP, BaA, Flu) tartalmaz6
torzsoldat keriilt, a negyedik filter
kontrollként szolgalt, amelyet tiszta dietil

¢terrel kezeltiink. Ezt a folyamatot 5

perces szaritds kovette elszivofiilkében. A :
PAH vegyiiletet tartalmazé torzsoldatot 1. Kép a kisérlet folyaman alkalmazott filterek
tivegfecskenddvel, és fém tiivel vettiik ki a vial ivegbdl a tetején 1évo teflon szeptumon at, majd a
megfeleld filterre injektaltuk. Az oldoészer elparolgésa utan a baktérium szuszpenzid szélesztése
tortént a filterre 100 ul mennyiségben steril {ivegbottal, melyet elézetesen LB taptalajon
szaporitottuk fel az alabbiak szerint.

A torzsgyiijteménybdl szarmazo baktériumokat steril tivegbottal szélesztettiik LB (10 g tripton; 5 ¢
¢lesztokivonat, 10 g NaCl; 18 g bakteriologiai agar; 1000 cm® desztillal viz) tapagarra. A
lemezekrdl az inkubacios idd leteltével (28°C, 72 o6ra) egy-egy tipusos telep beoltdsa tortént
sterilen, livegbot segitségével 50ml LB taplevesbe. Az inkubaciés idé 72 6ra, 28°C-on, 170 rpm
fordulattal tortént. Ezt kdvetden a 72 oras inokulumokat centrifugaltam (4600 rpm, 20 perc), a

feliiluszot ledntottem, steril desztillalt vizzel &tmostam, majd Ujra centrifugaltam. A mosott pelletet

szuszpendaltam steril desztillalt vizben, ezt kovetden spektrofotométer segitségével a sejtstirliséget
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egységesen ODgoo=1 értékre allitottam be. A kiilonallo filterekre az igy elkészitett
baktériumszuszpenzio6 keriilt. Az inkubaciods id6 a filtereken 10 nap volt, 25°C-on.

Minden esetben a telepképzddést, valamint telepndvekedést figyeltiik. Mivel a rendszerben egyediili
szénforrasként a torzsoldatban 1évé PAH vegylilet hasznosithato, (OIR III asvanyi taptalaj nem
tartalmazott szénforrast) igy elvarasunk szerint csak azok a mikroszervezetek szaporodtak a
filtereken, melyek képesek talélni a vizsgalt PAH vegyiilet jelenlétében. A tovabbiakban a vizsgalt
torzset a jelolt PAH vegyiiletet ,,valdszintisithetden bontoként” jegyeztiik fel.

A szakirodalom szerint a haromnal tobb aromds gylirit tartalmazod vegyiiletek esetében a
vizoldékonysag, a lebonthatdsag, és a biologia hozzaférhetdség is csokken. Ezen feliil tobb
mikroba konzorciumok lehetnek képesek (Yu. et al 2005). Ennek érdekében torzsparokat
alakitottunk ki a SAFEREMED, valamint az INNOSAFE torzsgyilijteményekbdl a korongos

vizsgalatok, tovabba a gravimetrids kisérlet eredményeinek fliggvényében.

3.4 Egyiitt szaporithatésag vizsgalata
A 3.2 fejezetben leirt modon inokulumokat készitettem a vizsgalandd mikroszervezetekbdl. Annak
érdekében, hogy a kiindulési sejtszam megkdzelitdleg azonos legyen, a 72 6ras friss inokulumok
sejtstirtiségét egységesen ODggo=0,6 értékre allitottam. EbbJl, egyenként 2,5 -2,5 ml szuszpenziot
steril, LB taplevesbe mértem, majd 72 6ran at, 28°C-on, 170 rpm fordulaton inkubdltam. A
torzsparok egylittes szaporitdsa soran az egyes tagok ¢l sejtszdmat 24 oOranként torténd
lemezontéssel hataroztam meg. Ehhez higitasi sort készitettem. A szuszpenzio 1ml-ét 9 ml steril
desztillalt viz, és TWEEN 80 keverékébe pipettaztam, megkapva igy az eredeti minta 10" higitasi
fokat. Ebbdl tijabb 1ml-t pipettaztam 9ml steril desztillalt viz, és TWEEN 80 keverékbe, egészen
10" higitasi fokig. A 10%-10% higitasi tagokbol 100ul-t mértem LB agarra, melyet steril tivegbottal
szétszélesztettem. A lemezeket 28°C-on inkubdltam, 96-120 ora utan a lemezeken képzddott
telepeket leszamoltam. A PAH bontasi kisérletet az egyiittes szaporithatosdg eredményeinek

fliggvényében végeztiik el.

3.4.1 PAH vegyiiletek bontasara alkalmas torzskeverék
Ebben a szakaszban folyékony taptalajban razatott mikroba keveréket alkalmaztunk annak

érdekében, hogy folyékony kdzegben elemezziik azok PAH degradacios képességét. Ezen vizsgalati
részben olyan torzsparositasokat alkalmaztunk, melyek az egyiitt szaporitdsi kisérletek soran

egymas novekedését nem gatoltak.
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A harom PAH vegyliletbdl, benzo(a)pirénbdl, benzo(a)antracénbdl és fluoranténbdl egyenként 15
majd 20 ml acetonban oldottuk. A bontési kisérletben a PAH vegyiiletek egyiittes lebontasat
vizsgaltuk gy, hogy azok egyiittes végkoncentracidja a bontasi rendszerben 450 ppm (mg/l) legyen
(150-150-150 ppm). A tovabbiakban 300 ml-es elézetesen sterilezett Erlenmeyer lombikokba
elszivo flilke alatt minden torzsoldatbol 500 pl mértiink, majd az olddszer elparolgasa utan 45-45
ml Bushnell-Haas (B-H; 0,2 g MgSO4x7H,0; 0,02 g CaCl,x2H,0; 1 g KH,PO4; 1 g K;HPO,4; 1 g
NH4NO3; 0,05 g FeCls; 1000 cm?® desztillalt viz) tapoldatot mértem steril méréhengerrel, mely 1
vIv%-ban Tween80 detergenst tartalmazott. A Tween80 irodalmi kutatisaink alapjan noveli a
biodegradacié hatékonysagat, valamint segiti a vegyliletek oldodasat (http6, http7).

A mar ismertetett modon baktérium szuszpenzidt készitettem. A tOrzsparositas egyes tagjainak
szuszpenzioibol 2,5-2,5 ml-t mértem a PAH vegyliletet tartalmazé 45 ml Bushnell-Haas
tapoldathoz, igy az 50 ml térfogatu tapoldat PAH koncentracioja 450 ppm lett. Az inkubacios id6
14 nap volt, 28°C-on 170 rpm fordulaton. A kisérlet harom parhuzamos bedllitdsban tortént,
kontrollként baktérium szuszpenziét nem, csak PAH vegyiileteket azonos koncentracioban
tartalmazo tapoldatot hasznaltunk.

A screenelési (korongos kisérlet) vizsgalatokra alapozva elinditottunk egy masik kisérleti rendszert,
melyben azokat a torzseket vizsgaltuk folyékony kézegben, melyek a filteren telepeket képeztek.
Ebben a kisérletben az inkubacids id6 nem 14, hanem 21 napig tartott, szintén 28°C-on, 170 rpm
fordulaton. Ebben az esetben, csak individualis torzsekkel vizsgaltuk a bontast. A 14, illetve a 21

napos inkubacids 1do6 leteltével a mintdkat analitikai vizsgélatra kiildtiik.

3.5 PAH bontas igazolasa szennyezett teriiletrél szarmazé talajmintan
(OxiTop talajrespiracios vizsgalat)

Az OxiTop vizsgalatainkat a 3.2.2 fejezetben emlitett egyiittes szaporithatésag eredményeinek
fliggvényében végeztik el PAH, és TPH komponensekkel szennyezett talajmintan. Az OxiTop
talajrespiracios vizsgalat a CO; kibocsatds mérésére szolgal (2. kép). A zart rendszerben a
talajlégzésbdl szarmazo COz-ot NaOH oldatban kotjilk meg, melynek eredményeként a zart
rendszerben mikrovakuum keletkezik, melynek nagysagabol kovetkeztetni lehet a talajlégzés
aktivitasara. Az OxiTop rendszer a vakuum mértékét regisztralja nagy precizitassal. A zart
rendszerben bekovetkezd vakuum valtozasat az eszkoz fej egysége regisztralja, anélkiil, hogy a

minta barmilyen bolygatasa sziikséges lenne. Az adatok leolvaséasa egy leolvasé egységen keresztiil
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torténik infra adatatvitellel. Az edényeket a rendszerhez tartozd termosztatban digitalisan beallitott
hémérsékleten (£2°C eltéréssel) taroljuk. A zard fejek kinyitdsa abban az esetben lehet sziikséges,
hogy a rendszerb6l mar nem felvehetd oxigén
mennyiségét potolni lehessen. Ilyenkor a véakuum
respiracios gorbe szelloztetés elOtti végpontja, €s a

szellOztetés utani kezdépontja dsszeilleszthetd.

2. Kép OxiTop talajrespirométer
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4 Eredmények és értékelések

Mint azt a 3. fejezetben bemutattam, vizsgalataimat olyan mikroszervezetekkel végeztem, melyek
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletekrol szarmaznak. Elsé 1épésben az INNOSAFE, valamint
SAFEREMED torzsek TPH bontasat vizsgaltuk gravimetrids modszerrel, majd ezeket hdromszoros
olajos razatassal passzaltuk, szintén a gravimetrias modszerrel, annak érdekében, hogy a bontasi
képességet fokozzuk. Hosszu 1don keresztiil laboratdriumi koriilmények kozott tarolt, bonto torzsek
esetében ugyanis eléfordulhat, hogy bontési képességiik csokken, ugyanis a rendszeres atoltasok
soran a mikrobak enzimrendszere adaptalodik a taptalajokban alkalmazott gliikkozhoz, mint
szénforras. Ezt kovetden elvégeztik a gylijteményes torzsek PAH bontasi képességét felmérd
korongdiffiizios kisérleteket. Mivel a filterkorongos vizsgalat nem tekinthetd 100%-ban sterilnek,
ezért a torzsek filtereken novekedett telepeit levalasztottuk a filterrdl. Az izoldlés célja az volt, hogy
igazoljuk, hogy valoban azok a torzsek képzetek telepeket, melyeket eredetileg szélesztettiink. Ezt a
faji szintl igazolast molekularis biologiai modszerrel, 16S rDNS szekvencia analizissel végeztiik el.
Néhany esetben eldfordult, hogy nem azok a torzsek néttek a korongon melyet eredetileg
sz¢lesztettiink. Ebben az esetben az ,,idegen” torzset RTF jeloléssel lattuk el (a tablazatban az RTF
jelolés mellett annak a torzsnek a jele, illetve a vizsgalt PAH vegyiilet szerepel, amelynek helyérol’
izolaltuk) és vizsgaltuk annak szénhidrogén bontd képességét gravimetrids modszerrel. Az alabbi 1.
tablazat tartalmazza a korongos kisérletek (PAH korong) esetében a gylijteményes torzsek
gravimetrias méréseit (TPH-G), valamint a passzalt torzsek (TPH-GP) szénhidrogén bontasi

eredményeit.
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Torzsek jele Rizatds PAH korong
(szarmazas szerin: elkiilonitve) Fajnév TPH-G ‘ TPH-GP
bontasi% BaP | BaA | Flu

AK-35 Rhodococcus erythropolis 26,16 g + + +

AK-36 Rhodococcus globerulus 21,60 35,57 - - -

AK-37 Rhodococcus pyridinivorans 2,51 26,96 + + +

8 AK-38 Rhodococcus gordoniae - - -

> AK-40 Rhodococcus rhodochrous 44,89 + + +

II'JI:J AK-44 Rhodococcus aetherivorans 20,60 + + +
& CHB-20p Chryseobacterium hungaricum n/sz

<</(> CHB-15p Rhodococcus pyridinivorans n/a n/a + + +

NCP-3 Pseudomonas putida 19,18 22,11 - - -

NCAIMB-1494 Pseudomonas putida n/a n/a - - -

DSM 7226 Brevundimonas vesicularis n/a n/a - - -

W TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 0,00 ! + | + | -

'g('- ZFM 23.1 Rhodococcus erythropolis 37,19 1,85 - - -

8 S-8 Rhodococcus ruber 44,80 19,82 - - -

% OM-7.2 Rhodococcus erythropolis 34,08 37,80 - - -
B SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii n/sz

RTF-1(AK-35 BaP 2.) Serratia fonticola n/sz

g RTF-2 (TFB2 BaA 2.) Rhodococcus ruber 41,4 n/a + |+ |+

[ RTF-3 (AK44 FluA) Rhodococcus ruber n/a + + | +

RTF4 (CHB15p FluA, BaP 1.) Pseudomonas japonica n/a + + | +

1. tablazat A vizsgalt torzsek szénhidrogén (TPH) bonté képessége és novekedése a PAH korongokon

Jelmagyarazat: n/a: nincs adat, n/sz nem szaporodott fel, -: nem névekedett a korongon, +: telepek a
korongon, piros cella: 50%-nal nagyobb bontas, sarga cella: 40%-nal nagyobb bontas

A tablazat adatai alapjan lathatd, hogy a gravimetrias mérések (TPH-G) eredményéhez képest, a
passzalast kovetéen (TPH-GP) egyes torzsek bontd kapacitasa jelentésen megnétt. Ezek koziil is
kiemelked6en magas, az AK-35 (Rhodococcus erythropolis), az AK-38 (Rhodococcus gordoniae),
az AK-40 (Rhodococcus rhodochrous ), az AK-44 (Rhodococcus aetherivorans), valamint a
TBF2/20.2 (Olivibacter oleidegradans), melyek esetében kozel 30-40%-al nétt a bontasi potencial.
Hozzajuk hasonloan az AK-36 (Rhodococcus globerulus), az AK-37 (Rhodococcus pyridinivorans),
valamint az NCP-3 (Pseudomonas putida) esetében is kozel 15-25% novekedés figyelhetd meg a
kezdeti gravimetrias mérésekhez viszonyitva.
SAFEREMED tagjai koziil az AK-35, AK-37, AK-40, AK-44, és a CHB-15p (Rhodococcus
pyridinivorans) jelolésiieck novekedtek benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén, (BaA), és fluorantén
(Flu) vegyiiletekkel kezelt korongokon. Az INNOSAFE torzsgytijteménybdl kizarolag a TBF2/20.2

A korong diffuzidés vizsgalatok sordn, a

mutatott novekedést, tovabba a 3 PAH vegyilet koziil csak a benz(a)pirén (BaP), és
benz(a)antracén, (BaA) vegyiiletekkel kezelt korongokon (3. kép).
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3. Kép A TBF2/20.2 t6rzs novekedése benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén (BaA) és fluorantén (Flu) vegyiileteken

4.1 Egyiittszaporitasi vizsgalatok
A PAH bontasi kisérletbe olyan torzsekbodl alakitottunk ki torzsparokat, melyek a passzalas,
valamint a gravimetria eredményei alapjan jelentos (50% feletti) bontési kapacitassal rendelkeztek
¢s/vagy a korong diffizids vizsgalat eredményeként telepeket képeztek a PAH vegyiilettel kezelt
korongokon. Azt vizsgaltuk, hogy egymas jelenlétében milyen mértékben képesek szaporodni,
gyakorolnak-e egymasra gatlo hatast. A 3.4 fejezetben ismertetett moédon az ¢€lésejt szamolas

eredményeit a 2. tablazat tartalmazza.

Vizsgalt torzsparok CFU/ml 72 éra utan
AK-35 — AK-38 10°\10°
AK-40 — CHB-15p 10°\10°
AK-38 — NCP-3 10°\10°
TBF2/20.2-AK-35 10°\10°
TBF2/20.2-AK-40 10%\0
TBF2/20.2-AK-44 10°\0

2. tablazat a PAH bontasi kisérletben alkalmazott torzsparok egyiitt szaporitasi eredményei

Az eredményekbdl lathato, hogy a 72 6ras razatast kovetden az AK-35 + AK-38, az AK-40 + CHB-
15p, valamint az AK-38 +NCP-3 torzsparok voltak képesek kozel azonos, magas €16 sejtszamban
(CFU/ml, vagyis ml-kénti Gsszes €16 sejtszam) szaporodni. A TBF2/20.2 + AK-35 torzsparok
esetében a 72 oras razatast kovetéen az AK-35 volt képes magas é16 sejtszamban (10° CFU/mI)
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szaporodni, a TBF2/20.2-vel szemben (10° CFU/ml). A TBF2/20.2 + AK-40, valamint a TBF2/20.2
+ AK-44 vizsgalata azt az eredményt mutatta mindkét esetben, hogy csak a TBF2/20.2 torzs volt
képes novekedésre az egyiitt szaporitas soran. Mivel az AK-35+AK38 (Rhodococcus erythropolis +
R. gordoniae) torzspar a 72 oras razatast kovetden kozel azonos, magas €16 sejtszamban volt képes
szaporodni, a tovabbiakban ezen paros bontasi képességét vizsgaltuk folyékony tapoldatban, PAH

vegyiiletek bontéasara.

4.2 PAH bontasi kisérlet eredményei
Az analitikai vizsgalatra kiildott tdpoldatokbodl visszamért egyes PAH vegyiiletek mennyiségének
atlagat, valamint azok kontroll mintak [baktériumot nem tartalmazé (VAK) és Tween 80 keveréke]
atlagahoz viszonyitott eredményeit a 3. tdblazat mutatja be az AK-35 + AK-38 torzskeverék
esetében. A tabldzat elsd oszlopaban az alkalmazott PAH vegyiileteket tlintettem fel. A masodik
oszlopban a kontroll mintdk eredményei lathatéak, ehhez hasonlitottuk a harmadik oszlopban

talalhato, torzsparral beoltott mintak eredményeit.

Torzsek
kontroll '?l‘,ljveii; f;ﬁjfe: bontisi%-a
(VAK+Tween) ; kontrollhoz
atlaga .
képest
pug/minta
BaA 6200 5320 14,2
BaP 6425 5005 22,1
Flu 7305 6835 6,4
BaA+BaP+FIuA 19930 17160 13,9

3. tablazat: a 14 napos bontasi Kisérlet soran analitikaval visszamért eredmények

Az eredmények alapjan az AK-35+AK-38 torzskeverék 6-22% kozotti mennyiségben bontotta a
vizsgalt PAH vegyiileteket, legnagyobb mértékben (20% feletti) a benz(a) pirént. A harom PAH
vegyiiletet egyiittesen tartalmazé oldat esetében 14% koriili bontast mutatott a kontrollhoz képest az
analitikai vizsgalatok alapjan. A bontasok nem tal jelentdés mértékiiek, de figyelembe kell venni,

hogy a kisérlet idétartama minddsszesen 14 nap volt.

4.2.1 PAH bontas individualis torzsekkel

A torzsparokkal végzett bontasi kisérletettel parhuzamosan PAH bontast végeztiikk individualis
torzsekkel is, melyek esetében az inkubdcids idét 14 naprol 21 napra emeltiik. Ezen torzseket a

korongdiffiizios vizsgalatok eredményei alapjan valasztottuk ki (1. tdblazat). A kisérlet eredményeit
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a 4.-5. tablazat tartalmazza. Ezen vizsgalatokat 3 parhuzamos ismétlésben végeztik. A 4.
tablazatban tiintettem fel az ismétlések analitikai eredményinek atlagait a baktériumot nem

tartalmazé (VAK) oldathoz viszonyitva. Az 5. tablazatban a viszonyitott bontasi %-ok atlaga

lathato.
Flu : |BaA .\BaP Bontasi% atlaghol
atlag (ug/minta) Minta jele | Flu BaA BaP

A3 T16433.3] 149667 195000

- : , : AK-37 7,8 0,9 11,6
AK-40 17566,7 | 15000,0 | 15500,0 AKA0 129 0.7 55
AK-44 16900,0 | 14933,3 | 14400,0 K44 155 11 122
CHB-15p  [19500,0 | 15600,0 | 16366,7 - ’ ’ ’
TBF2/20.2 | 19833,3|15733,3| 16433,3 CHB-15p 2,5 3,3 0.2

5. tdblazat A 21 napos kisérlet analitikai eredményei 4. tablazat bontasi %-ban a VAK-hoz viszonyitva

Az eredményekbdl lathatd, hogy bontast az AK-37, az AK-40, tovabba az AK-44 mutatott. Az
elozetesen elvégzett korongos vizsgalat eredményeként ezek a torzsek mindegyike képzett telepeket
a filteren. Megfigyelhet6, hogy ez esetben a legnagyobb bontasi kapacitas 12,2% volt
benz(a)pirénre nézve (AK-44), mig az elézéekben leirt térzspar ennek kozel duplajat eredményezte,
kevesebb id6intervallum alatt. Ezek alapjan elmondhato, hogy a két torzset tartalmazé mikroba
konzorciumok nagyobb mértékben voltak képesek a bontasra, annak ellenére, hogy az inkubacios

1d6t egy héttel megnoveltiik.

4.3 Az OxiTop talajrespiracios vizsgalat eredményei
Az OxiTop rendszerben a SAFEREMED t6rzsgylijteménybdl szarmazd torzsparoknak bontasi
kapacitasat vizsgaltuk TPH, és PAH komponensekkel szennyezett talajmintan. Elsd lépésként a
szennyezett karhelyr6l szarmaz6, homokos talajféleségli kozeget keveréssel homogenizaltuk. A
talajmintabol 150-150g-t a SAFEREMED-b6l szarmazé AK-35 + AK-38 (R. erythopolis+R.
gordoniae) torzskeverék tagjaival oltottuk be, mivel ezek a térzsek megfeleld €16 sejtszamban
voltak képesek egyiitt szaporodni, valamint korabbi vizsgélatok eredményei azt mutattdk, hogy
egyenként j0 TPH bontasi kapacitassal rendelkeznek, valamint sajat vizsgalataink alapjan
torzsparként PAH bontd képességgel is birnak. Az inokulum készitéshez, a torzseket 24 oras ferde
agarrol 50ml TGE-5 (tripton: 5,0 g; élesztékivonat: 2,5 g; glikoz: 5,0 g; 1000 ml desztillalt viz)
taplevesbe mostuk be steril livegbot segitségével. Az igy beoltott taptalajokat 48 oran keresztiil,

szobah6émérsékleten, 150 rpm fordulaton inkubaltuk. A razatast kovetden a sejtsiiriséget
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egységesen ODgop=0,6-ra allitottuk be, folyékony TGE-5-el. Ezt kovetden az AK-35, és AK-38
torzsekkel kiilon-kiilon 2,5-2,5 ml-rel (6sszesen Sml) oltottuk be a talajokat harom ismétlésben, az
inkubécios i1d6 14 nap volt. Az OxiTop vizsgalattal inditdsdval egy idoben a PAH, és TPH
szennyezett talajminta kémiai analitikai vizsgalata iS megtortént. Az analitikai vizsgalat
eredményeinek kivonatat a 6. tablazat tartalmazza PAH, és TPH komponensek tekintetében. Az 1.
szamu mellékletben tlintettem fel az analitikai vizsgéalatok eredményeinek teljes jegyzékét.
Tablazatban a kiindulasi (RTK-1 jelzésti) talajminta PAH és TPH értékeit tiintettem fel és ezt
hasonlitottam a kezeltekhez. Az RTK-1/1, RTK1/2, valamint az RTK1/3 oszlopokban a térzsparral
kezelt talaymintak analitikai eredményei lathatdéak, mig az utolsé oszlopban ezen harom parhuzamos

vizsgalat eredményének atlaga olvashato.

A minta jele
Komponens Mértékegység tanT::iﬁta RTK1/1 | RTK1/2 | RTK1/3 | Kezelt
” — atlag
kiindulasi AK-35/AK-38
Osszes PAH naftalinok mg/kg 299,59 | 172,73 | 155,7 | 176,64 | 16836
nélkiil
Osszes alifas szénhidrogén K
(TPH) mg/kg 43100 | 44300 | 50800 | 36500 |43866,7

6. tablazat az 1 OxiTop kisérlet analitikai eredményei

Amennyiben a torzsparral kezelt talajmintdk eredményeinek atlagat viszonyitjuk a kiindulasi
talajmintahoz, lathatd, hogy az Osszes alifas szénhidrogén (TPH) esetében, nincs jelentds eltérés.
Ezek alapjan elmondhatd, hogy az Gsszes alifds szénhidrogén mennyisége nem valtozott a kezelt
talaymintaban a kontrollhoz képest. Az 6sszes PAH eredmény a két torzzsel beoltott rendszerek
atlaga esetében 168,36 mg/kg volt. Ezt az értéket Gsszevetve a kiindulési talajminta PAH értékével
(299,59 mg/kg), mar jelentdsebb az eltérés. Ez esetben az oltott rendszer atlaga 56,2%-a a kiindulasi
mennyiségnek, vagyis az Osszes PAH tekintetében tobb mint 40%-al csokkent a mennyiség a

kiindulasi értékekhez képest.
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1. Oxitop Kisérlet, RTK-1 talajminta 14 napos respiracios vizsgalata,
(2011 november 22. - december 6.)
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5. dbra Az 1. OxiTop kisérlet soran bekdvetkezett nyomasvaltozas goérbéje a kiilénboz6 kezelések esetében

Az 5. abran az OxiTop kisérlet soran bekovetkezett nyomasvaltozast tiintettem f6l. Az x tengelyen
az iddintervallum lathatd, mig az y tengelyen a nyomadsvaltozast olvashato le. Az dbran két piros
vonallal jel6ltem a 120., illetve a 216. 6ranal tortént szelléztetést.

A vizsgalat soran az RTK AK 35-38 Il. (azonos RTK-1/2) mintanal nem tudtuk kiértékelni az
eredményt valdszinlileg az érzékeld fej rossz rogzitésének kovetkeztében. Az 5. dbra adatai alapjan
elmondhat6, hogy az AK35/AK-38 torzsekkel oltott beallitdsok egymassal parhuzamosak voltak és
a kisérlet végére igen jelentds légzésintenzitast mutattak. Az adbrdn a gdrbe meredeksége, illetve
annak végpontja minél mélyebb annal nagyobb vakuumot mértiink, vagyis annal intenzivebb a CO,
keletkezése, vagyis a minta respiracidja. Atlagos nyomascsokkenés: RTK AK 35-38 I., I1l. = -181,5
hPa, ami igen jelentds respiracionak szamit.

Az elsé kisérlet eredményeit tekintve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalatot
megismételjiik, hiszen az irodalmi adatok alapjan szokatlan, hogy a PAH vegyiiletek degradacioja
elobb kovetkezik be a rendszerben a TPH-nal. A masodik kisérletben szintén az AK-35+AK-38 (R.
erythopolis+R. gordoniae) toérzskeveréket alkalmaztuk, S0ml TGE-5 tapoldatban felszaporitva, a
sejtstiriséget szintén ODgp=0,6, valamint 2,5-2,5 ml szuszpenzidval beoltva a szennyezett talajt.
Ezen feliil alkalmaztunk egy kezelés nélkiili kontrollt, valamint egy olyan 0sszeallitast, mely soran
a szennyezett talajhoz (150g-150g), egy desztillalt vizes kiegészitést adtunk az inokulumnak
megfeleld mennyiségben. A mintdkat harom ismétlésben allitottuk 6ssze. Az inkubacids 1dd szintén
14 nap volt. Az analitikai eredmények kivonatat a 7. tablazat tartalmazza, a teljes tablazatot a 2.

szamu mellékletben csatolom. A vizsgalatokat 3 parhuzamos ismétlésben végeztiik. A tdblazatban
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az ,,RTK-1 atlag” a kontroll mintak atlagat, mig az ,,RTK-1DV atlag” a desztillalt vizzel kezelt, az
»RTK1-AK atlag”, a torzsparral kezelt talajmintak atlagat jelolik.

7. tablazat: a kémiai analitikai mérések atlagai, és a bontas %-ban

A mintajele
RTK-1 RTK-1 | RTK-1DV RTK1-AK
talajminta atlag atlag atlag
kiindulasi »,vak” |deszt. viz| AK35/AK38 K bont DV
mg/kg % bont%

Osszes PAH

naftalinok nélkiil 299,59 259,4 219,09 165,6 36,16 24,4
Osszes alifas

szénhidrogén (TPH) 43100 46750 40900 38700 17,22 5,38

Jelmagyarazat: atlag: az ismétlések kémiai analitikajanak atlaga

K bont %: a bontasi szazalék a kezeletlen kontroll atlagoz viszonyitva
DV bont %: a bontasi szazalék a desztillalt vizes kontroll atlagahoz viszonyitva
Ezek alapjan visszaigazoltuk az els6 OxiTop kisérlet eredményeit TPH vonatkozisdban. Az
eredmények alapjan ugyanis megallapithatd, hogy az Osszes alifas szénhidrogén tekintetében a
kiindulasi, a kontroll, valamint a kezelt atlagok mennyiségét nézve, nincs jelentds valtozas az
értekek kozott. A bontést tekintve, dsszehasonlitva a kiindulasi minta eredményével jelentéktelen
veszteség (10%-o0s) szamithatd a bontd torzsekkel oltott talajmintak atlaga esetében. A PAH
vegyiiletek esetében ismét jelentds valtozas kovetkezett be a rendszerben. Amennyiben az 0sszes
PAH eredményt tekintjiikk lathatd, hogy a kiindulasi RTK-1 talajminta eredményéhez (299,59
mg/kg) képest a kezeletlen (vak) mintak (RTK-1 atlag) méréseinek értéke is kevesebb (259,4
mg/kg). Ez 13%-os csokkenést jelent, amely a rendszerben az abiotikus veszteség. Ha ezzel az
értékkel korrigaljuk a kezelt mintak értékeit, akkor elmondhatd, hogy a desztillalt vizes adagolas
15%-al csokkentette az 6sszes PAH mennyiséget. A két torzzsel (AK-35+AK-38) beoltott rendszer
atlag érteke 165,6 mg/kg, ami 6sszehasonlitva a kezeletlen kontroll atlagaval (259,4 mg/kg) 36%-0s
bontast jelent, de a desztillalt vizes kontrollhoz képest is kozel 25%-0s volt. Ez alapjan
megallapithato, hogy a desztillalt vizes kezelés az alkalmazott talajon eldsegitette a biodegradacios
folyamatokat. Megfigyelheté még, hogy a torzsparral kezelt talajmintan a PAH vegyiiletek
tekintetében jelentdsebb bontas mutatkozott. A 6. dbran a 2. OxiTop vizsgalat nyomasvaltozasanak
gorbéjét tlintetem fel. Az abran az x tengelyen id6 tényezd, az y tengelyen a nyomdsvaltozas

lathatd. Piros vonallal szintén a szelOztetést jeloltem.
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RTK talajminta 14 napos respiracios vizsgalata (2011 december 5-19-ig).
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6. dbra A 2. OxiTop kisérlet soran bekovetkezett nyomasvaltozas gorbéje

A vizsgalat sordn az RTK L. és RTK II. jeli kontroll talajmintdk esetében minimalis respiracids
értékek lathatoak, a kirajzolt gorbék esetében megfigyelhetd, hogy alig hagyjak el a 0-10 hPa
kozotti értéket. Ezzel szemben a desztillalt vizzel kezelt talajmintak (RTK DV 1., illetve —II.)
esetében mar kozepes respiracios aktivitas figyelheté meg a talajmintak mindkét ismétlést tekintve.
1. OxiTop kisérletiinkh6z hasonldéan a térzsinokulumot is tartalmazé talajmintdk magas respiracios
értékeket adtak a vizsgalat ideje alatt (6. dbra). Atlagos nyomascsokkenés: Kontroll I.-11. = -6 hPa;
desztviz L.-1I. = -161 hPa; RTK AK I.-1I. = - 396 hPa.

Mivel a masodik kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy az egyszeri desztillalt vizes kiegészités is
valtozast okozott a kozegben, ezért ezt a kisérletet megismételtiik. Ezen feliil azt kivantuk igazolni,
hogy mas torzsparokat alkalmazva, melyek egyiittesen szaporitva kellden magas €16 sejtszamban
képesek novekedni, tovabba igazoltan j6 TPH bontéssal rendelkeznek, képesek e ebben a kdzegben
a szennyezOanyagok eliminaldsara. Ebben a kisérletben ezért mar nem az AK-35 + AK-38
torzskeverékkel kezeltiik a talajmintat, hanem az AK-38 + NCP-3 (R. gordoniae+Pseudomonas
putida), valamint a CHB-15p + AK 40 (R. pyridinivorans + R. rhodochrous) parositassal,
kiegészitve az eldzdekben is alkalmazott desztillalt vizes kezeléssel, valamint egy kezeletlen
kontroll mintaval szintén harom parhuzamos ismétlésben. 50 ml LB téaptalajon elézetesen
kivalasztott kiilon-kiilon felszaporitott torzskeveréket készitettiink. Ebbdl individualis baktérium
szuszpenziot készitettiink centrifugalassal a fenti fejezetekben leirtaknak megfeleléen. A

keverékben 1évo két torzset kiillon-kiilon ODggo=1-re beallitottuk desztillalt vizzel, amibdl 2,5-2,5
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ml-el oltottuk a 150 g talajmintat, melyet 14 napig inkubaltunk 20°C-on. Az eredmények kivonatat
a 8. tablazat tartalmazza, a teljes tablazatot a 3. szamu mellékletben mutatom be. A masodik
OxiTop kisérletben alkalmazott talajmintat Gjra homogenizaltuk, és RTK-0229 jeloléssel (vagyis a
homogenizalas datuma) lattuk el. A tablazatban feltiintettem a kiindulasi minta (RTK-0229)
analitikai eredményit. Lathatdé tovabba a kezeletlen kontroll mintdk-, a desztillalt vizzel kezelt
mintak-, illetve a torzsparokkal kezelt mintdk eredményeinek atlaga. A desztillalt vizes kezelést
csak a kontrollhoz viszonyitottuk, mig a torzsparokkal kezelt talajmintdkat mind a kontroll

mintaval,mind pedig a desztillalt vizes kezelést kapott mintak eredményeivel vetettiik dssze.

8. tablazat: az Oxitop rendszerben alkalmazott torzsparok kémiai analitikai vizsgalatinak eredményei

Kiindulas | Kontroll Deszt. viz AK38-NCP3 CHB15p-AK40

RTK- K DV K DV

0229 atlag atlag | bont% | atlag bont% | bont% atlag bont% | bont%
Osszes PAH
naftalinok

nélkiil 312,56 228,47 | 186,87 | 18,21 | 172,41 | 24,54 | 7,73 186,18 18,51 0,36
Osszes alifas

szénhidrogén | 42500,00 | 42400,00 | 42500,00 | -0,24 |43366,67 | -2,28 | -2,04 | 42900,00 | -1,18 | -0,94

Jelmagyarazat: atlag: az ismétlések kémiai analitikdjanak atlaga (ng/l)
K bont%: bontasi % a kezeletlen kontroll atlagahoz viszonyitva
DV bont%: bontasi % a desztillalt vizes kontroll atlagahoz viszonyitva

Az eredményekbdl lathatod, hogy az Osszes alifas szénhidrogén (TPH) mennyiségében a kiindulasi
(RTK-0229) értékhez képest ismét nem tortént valtozas. A masodik OxiTop-os vizsgalat
eredményeihez hasonldan a desztillalt vizes kezelés ebben az esetben is csokkentette (18%-al) a
PAH vegyiiletek mennyiségét, vagyis igazoltuk, hogy a desztillalt vizes kezelés esetében is
megfigyelhet6 biodegradacio. Az AK-38+NCP-3 torzskeverék a kontroll mintahoz viszonyitva
24%-o0s bontast mutatott PAH vegyiileteken, amely a desztillalt vizes kezeléshez viszonyitva 7%. A
CHB15p+AK-40 torzskeverék a kezeletlen kontroll mintdhoz viszonyitva 18%-0s bontast
eredményezett, amely a desztillalt vizes kezelést kapott minta bontési szdzalékat megkdzelitd érték.
A vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a kisérletbe vont két 0 torzspar kevésbé hatékony a

PAH vegyiiletek bontasa tekintetében, mint az el6zéekben vizsgalt AK-35+AK-38 torzskeverék.
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5 Kovetkeztetések és Javaslatok

Vizsgalataim soran két szénhidrogénbontasban alkalmazott torzsgyljtemény, a SAFEREMED,
valamint az INNOSAFE tagjainak bontasi képességét vizsgaltam Osszes alifas szénhidrogén (TPH),
valamint policiklikus aromas szénhidrogének (PAH) vonatkozasaban.

Elsé 1épésként a torzsgylijtemény tagjainak alifas szénhidrogén bontd képességét vizsgaltam
gravimetrias modszerrel, majd haromszoros olajos razatassal passzaltuk a térzseket, melynek soran
a SAFEREMED torzsgylijtemény tagjai koziil az AK-35 (Rhodococcus erythropolis), AK-38
(Rhodococcus gordoniae), A-40 (Rhodococcus rhodochrous), AK-44 (Rhodococcus aetherivorans),
tovabba az INNOSAFE torzsgyiijteménybdl a TBF2/20.2 (Olivibacter oleidegradans) mutatott 50%
feletti bontast.

Poliaromas szénhidrogének lebonthatosaganak vizsgalatat a korongdiffuzios eljarassal kezdtiik,
eszerint a torzsgyljtemény tagjait szelektaltuk PAH vegyiileteken torténé novekedésiik alapjan. A
korong diffuziés vizsgalatok soran, a SAFEREMED tagjai koziil az AK-35 (Rhodococcus
erythropolis), AK-37 (Rhodococcus pyridinivorans), AK-40 (Rhodococcus rhodochrous), AK-44
(Rhodococcus aetherivorans), és a CHB-15p (Rhodococcus pyridinivorans) torzsek novekedtek
benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén, (BaA), és fluorantén (Flu) vegytiletekkel kezelt korongokon.
Az INNOSAFE torzsgytlijteménybdl kizarolag a TBF2/20.2 (Olivibacter oleidegradans) mutatott
novekedést, tovabba a 3 PAH vegyiilet koziil csak a benz(a)pirén (BaP), és benz(a)antracén, (BaA)
vegytiletekkel kezelt korongokon. Ezen torzseket a tovabbiakban bontasi kisérletbe vontuk. Els6
Iépésben fenti mikrobak tagjaibol torzsparokat alakitottunk ki, amelyekkel vizsgaltuk a PAH
vegyliletek bontdsanak mértékét folyekony kozegben. Ezzel parhuzamosan végeztiink PAH bontasi
kisérleteket individualis torzsekkel is, szintén szubmerz tenyészetekben. Az eredmények alapjan
elmondhatd, hogy az individudlis torzsek esetében az AK-37, AK-40, AK-44 estében 7,8-15,5%
kozotti értéket mutatunk Ki a fluorantén esetében, valamint 5,5-12,2% ko6zotti értékben bontottak a
benz(a)pirént. Ennél altalaben kisebb értékeket kaptunk benz(a)antracén esetében Ezzel szemben az
AK-35+AK-38 torzskeverék 6-22% kozotti mennyiségben bontotta a vizsgalt PAH vegyiileteket,
legnagyobb mértékben (22% feletti) a benz(a)pirént. Ez alapjan is igazolhatd, hogy a
mikrobakonzorciumok nagyobb bontdsi kapacitdssal rendelkeznek poliaroméas vegyliletek
vonatkozasaban.

Az OxiTop talajrespiracios vizsgalatot harom parhuzamos ismétlésben végeztiik el. Az eredmények
alapjan az a megallapitds tehetd, hogy az AK-35+AK38 torzskeverék 36-40% kozotti
mennyiségben csokkentette a vizsgalt talajminta poliaromas szennyezdit. Ezen feliil érdekes, hogy a
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desztillalt viz adagolas is biodegradacios folyamatokat eredményezett. Ennek oka az lehet, hogy a
vizsgalt talajminta szervezetei kozott lehetnek olyanok, amelyek képesek ezen szennyezdk
bontasara, de a bontasi folyamathoz sziikséges viz nem allt rendelkezésre a természetes talajban,
elképzelhetd tehat, hogy a vizsgalt mintahoz adagolt desztillalt viz, egyfajta 16kést adott a
degradaciora képes mikrobak6zosség tagjainak.

Az AK-38+NCP-3 torzspar 24%-os bontast mutatott, szemben a CHB15p+AK40 18%-o0s bontasi
kapacitasaval. A korongos vizsgalat fiiggvényében megallapithatd, hogy az AK-38, és az NCP-3
nem mutatott ndvekedést a filteren, ezzel szemben magasabb értékben bontotta a PAH
vegylileteket, mint a CHB15-p, valamint az AK-40 torzsek, melyek a korongos vizsgalat soran
telepeket képeztek a filteren. Mindharom OxiTop kisérletiink kozos tanulsdga, hogy a vizsgalt talaj
esetében barmilyen kombinaciét probaltunk ki a bontdsban, a TPH komponensek értéke alig
valtozott a kontrollhoz képest. Ezek szerint ebben a rendszerben ezen szennyezd anyagok bontasa
csak a PAH vegyiiletek bontdsa utan, vagy azoknal lassabban kovetkezhet be. Eredményeim
ramutatnak arra, hogy az OxiTop rendszer alkalmas lehet, hogy modellrendszerként alkalmazzuk
annak eldontésére, hogy a célzott talajkezelés esetében milyen beavatkozast valasszunk. A kisérleti
eredmények ugyanis megmutattak, hogy megfeleld torzsparok alkalmazasaval elérhet6 a PAH
vegyiiletek hatékony biodegradacioja, de akar egy vizes kezelés is degraddcora késztetheti a
bennsziilott mikroszervezeteket. A kisérlet id6tartama 14 nap volt, azonban néhany szakirodalom
30-40 nap lebontési id6t emlit, ezért elképzelhetd, hogy a torzsparokkal jobb bontasi hatasfok
érhetd el hosszabb tavu kisérlet soran. Javaslataim a tovabbi kutatisokat illetéen a kdvetkezok:

- Szakirodalom alapjan igazolt PAH bonté képességgel rendelkezé mikroszervezetek
alkalmazasa a korongdiffuzios kisérletben [(Mycobacterium vanbaalenii (http8), Bacillus subtilis,
(Madhuri et al, 2009), Mycobacterium gilvum (http9), Pseudomonas sp.(http10)]. Ennek célja
egyrészt igazolni az altalunk felépitett modszerrendszer helyességét, masrészt Gsszehasonlitani a
sajat torzseink degradacios eredményeit mas, igazoltan poliaromas szénhidrogén bontd
mikrobakeéval.

- Fenti, irodalmi adatokkal igazolt bontd képességgel rendelkezé mikroszervezetekbdl tovabbi
torzsparok kialakitasa, egyiittes szaporithatosaguk vizsgalata (pl. a SAFEREMED torzsgyiijtemény
tagjaival), valamint ezek PAH bont6 képességének vizsgalata szubmerz tenyészetben, lehetséges
oltdanyag eldallitasa céljabol.

- OxiTop talajrespiracios vizsgalat elvégzése mas szennyezett teriiletekrél szarmazé
talajmintan, az el6z6ekben javasolt, illetve a gylijteményes torzsparokkal kezelve.

- Az OxiTop rendszerben a desztillalt vizes kezelés igazoltan biodegradécios folyamatokat

eredményezett, ezért ebbdl a vizes kozegbdl bontdé mikroszervezetek izolalasa, faj szinti
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identifikacidoja (16S rDNS szekvencia analizisalapjan). Amennyiben ezek human-, és
kornyezetegészségligyi kockazatot nem jelentd torzsek, szénhidrogén bontasi kisérletbe torténd
bevonasuk.

- Fermentacios vizsgalatok az egyes - igazoltan jo bontasi képességgel, meghatarozott bontasi
spektrummal rendelkez6 - torzsekkel, igy vizsgdlva azok ipari méretli szaporithatosaganak
lehetdségét, valamint azt, hogy a késObbiekben alkalmazhatéak-e mint oltéanyag alkotd torzsek

bioremediacios karmentesitési technologiakban.
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6 Osszefoglalas

A poliaromas szénhidrogének (PAH), mint szennyezdanyagok, kdolajokban,
kéolajszarmazékokban, illetve termékeiben eléforduld, valamint szerves anyagok tokéletlen égése
soran keletkezd vegyiiletek, amelyek nehezen lebonthatéak és perzisztensek. Kornyezetvédelmi
jelentdségiiket noveli, hogy humén egészségiligyi hatdsaikat tekintve eddig hét PAH vegyiiletrol
bizonyosodott be human karcinogén hatas, tovabba egyeseknek mutagén, teratogén, hatasaik is
ismertek. Munkam célja olyan mikroszervezetek keresése volt, melyek okszertien alkalmazhatoak
PAH vegyiiletek biologiai lebontasara.

Ennek  érdekében a  Kornyezetvédelmi  és  Kornyezetbiztonsagi  Tanszék
torzsgylijteményének felhasznalasaval olyan mikroba torzseket valasztottam ki, amelyeket
korabban kdolajszdrmazékokkal (TPH, BTEX, PAH) szennyezett teriiletekrél (talaj-,
talajvizmintakbol) izolaltak. A kivalasztott mikroszervezeteket bontési kisérleteknek vetettiik ald,
amelyek soran degradacios képességiiket vizsgaltuk hdrom munkafazisban. Az elsd 1épésben kinai
kutatok modszerét (B. Zhao et al., 2009) hasznaltuk harom PAH vegyiilet [benza(a)pirén,
benz(a)antracén, fluorantén] esetében, hogy kivalasszuk a potencialisan bontésra képes torzseket. A
masodik szakaszban folyékony taptalajban razatott mikroba tenyészetet alkalmaztunk annak
érdekében, hogy a torzsek PAH degradacios képességét elemezziik in vitro, folyékony kdzegben.
Ehhez torzsparokat Aallitottunk Ossze, amelyekkel a kisérletet megel6zden egyiittszaporitasi
vizsgélatokat végeztiink, mivel az irodalmi adatok azt bizonyitjak, hogy egy torzskeverékek
altalaban nagyobb bontasi képességgel rendelkeznek PAH vegyiiletek esetében. A harmadik
munkaszakaszban OxiTop talajrespiracids vizsgalatot végeztiink két ismétlésben PAH, és TPH
szennyezett karhelyrdl szarmaz6 talajmintan. A kisérletben egy kezelés nélkiili kontrollt, egy egylitt
szaporodasra képes tOrzsparositdst, valamint egy desztillalt vizes kezelést alkalmaztunk.
Kovetkeztetéseim alapjan az OxiTop rendszer alkalmazasaval mikrokozmosz térben tesztelhetd a
célzott szennyezddés felszamolasanak sikeressége kiilonbozd beallitasokban.

Eredményeim megalapozzak egy olyan oltéanyag kialakitasat, amely PAH vegyiiletekkel
szennyezett karhelyeken in vivo tesztelhetd, valamint segitséget nydjt a mikrobioldgiai modszerek

rendszerszert alkalmazasahoz.
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9 Mellékletek

1.szamu melléklet

A minta jele
Komponens Mértékegység | . KL | RTK1/1 | RTK1/2 | RTK1/3 | Kegelt
talajminta atlag
kiindulasi AK-35/AK-38
Naftalin ma/kg 68,6 9,54 5,16 12,5 9,07
1-Metilnaftalin mg/kg 88,4 71,3 68,1 70,0 69,80
2-Metilnaftalin ma/kg 102 56,2 46,1 59,7 54,00
Naftalinok 6sszesen mg/kg 259 137,04 | 119,36 | 142,2 | 132,87
Acenaftilén ma/kg <0,02 <0,02 | <0,02 <0,02 <0,02
Acenaftén mg/kg 1,34 1,05 0,94 0,97 0,99
Fluorén mg/kg 7,50 6,18 7,17 6,30 6,55
Fenantrén mg/kg 21,9 19,4 18,8 18,2 18,80
Antracén mg/kg 0,61 0,60 0,70 0,53 0,61
Fluorantén mg/kg 0,48 0,44 0,50 0,43 0,46
Pirén mg/kg 1,72 1,55 1,64 1,50 1,56
Benzo[a]antracén mg/kg 0,90 0,61 0,65 0,65 0,64
Krizén mg/kg 3,93 3,37 3,44 3,20 3,34
Benzo[b]fluorantén mg/kg 0,50 0,47 0,45 0,47 0,46
Benzo[k]fluorantén mg/kg <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Benzo[e]pirén mg/kg 1,27 1,32 1,34 1,42 1,36
Benzo[a]pirén mg/kg 0,11 0,23 0,22 0,23 0,23
Indeno[1,2,3-cd]pirén mg/kg <0,02 0,08 0,07 0,14 0,10
Dibenzo[a,h]antracén mg/kg 0,14 0,16 0,18 0,18 0,17
Benzo[ghi]perilén mg/kg 0,19 0,23 0,24 0,22 0,23
Osszes PAH (19) (a) mg/kg 299,59 172,73 | 155,7 | 176,64 | 168,36
Osszes(igf:‘sczfgzg;dr°ge" mg/kg 43100 | 44300 | 50800 | 36500 |43866,7

7. tablazat: Az 1. OxiTop kisérlet kémiai analitika eredményei



2. szamu melléklet

A minta jele
RTK-1 RTK-1 | RTK-1DV RTK1-AK
talajminta atlag atlag atlag
kiindulasi deszt. viz| AK35/AK38 | K bont DV
Komponens mg/kg % bont%
Naftalin 68,6 59,5 37,05 8,92 85,01 75,9
1-Metilnaftalin 88,4 75,45 70,4 66,07 12,43 6,15
2-Metilnaftalin 102 85,85 73,3 53,33 37,88 27,2
Naftalinok dsszesen 259 220,8 180,75 128,32 41,88 29,0
Acenatftilén <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 - -
Acenaftén 1,34 0,86 1,105 1,05 -22,09 4,98
Fluorén 7,5 6,63 6,455 6,19 6,64 4,11
Fenantrén 21,9 20,7 20,1 20,03 3,24 0,35
Antracén 0,61 0,85 0,995 0,8 5,88 19,6
Fluorantén 0,48 0,48 0,5 0,48 0,00 4
Pirén 1,72 1,73 1,815 1,69 2,31 6,89
Benzo[a]antracén 0,9 0,84 0,865 0,79 5,95 8,67
Krizén 3,93 3,58 3,65 3,37 5,87 7,67
Benzo[b]fluorantén 0,5 0,25 0,26 0,3 -20,00 -15
Benzo[k]fluorantén <0,02 0,25 0,305 0,24 4,00 21,3
Benzo[e]pirén 1,27 1,57 1,545 1,56 0,64 -1
Benzo[a]pirén 0,11 0,27 0,29 0,21 22,22 27,6
Indeno[1,2,3-cd]pirén <0,02 0,17 0,125 0,14 17,65 -12
Dibenzo[a,h]antracén 0,14 0,2 0,17 0,18 10,00 -5,9
Benzo[ghi]perilén 0,19 0,27 0,165 0,23 14,81 -39
Osszes PAH
naftalinok nélkiil 299,59 259,4 219,09 165,6 36,16 24,4
Osszes alifas
szénhidrogén 43100 46750 40900 38700 17,22 5,38

8. tablazat A 2. OxiTop kisérlet kémiai analitikai eredményei



3.szamu melléklet

Kiindulas | Kontroll Deszt. viz AK38-NCP3 CHB15p-AK40

RTK- K DV K DV
Komponens 0229 atlag atlag bont% atlag bont% | bont% atlag | bont% | bont%
Naftalin 60,40 42,95 25,75 40,05 17,60 59,02 31,65 26,07 39,31 | -1,23
1-Metilnaftalin 82,70 67,55 60,35 10,66 58,13 13,94 3,67 60,20 10,88 | 0,25
2-Metilnaftalin 131,00 83,05 66,60 19,81 61,43 26,03 7,76 65,87 20,69 | 1,10
Naftalinok 6sszesen 274,10 193,55 152,70 | 21,41 | 137,17 29,13 10,17 152,13 | 21,40 | 0,37
Acenaftilén <0,02 <0,02 <0,02 - <0,02 - - <0,02 - -
Acenaftén 0,85 0,81 0,98 -21,74 0,80 1,04 18,71 0,94 -17,18 | 3,74
Fluorén 6,21 5,13 5,40 -5,37 6,29 -22,80 | -16,54 5,94 -15,97 | -10,06
Fenantrén 24,90 21,35 20,40 4,45 20,60 3,51 -0,98 20,60 3,561 | -0,98
Antracén 0,50 0,42 0,48 -13,10 0,50 -18,25 | -4,56 0,45 -6,35 | 5,96
Fluorantén 0,19 0,96 0,95 1,05 0,72 24,96 24,16 0,32 66,84 | 66,49
Pirén 0,63 1,19 1,16 2,94 1,29 -8,68 | -11,98 0,99 16,81 | 14,29
Benzo[a]antracén 0,44 0,39 0,38 2,60 0,48 -24,68 | -28,00 0,41 -7,36 |-10,22
Krizén 1,60 1,95 1,71 12,08 1,55 20,48 9,55 1,50 22,88 | 12,28
Benzo[b]fluorantén 0,52 0,60 0,58 3,36 0,65 -9,24 | -13,04 0,61 -1,96 | -5,51
Benzo[k]fluorantén 0,47 0,06 0,05 9,09 0,05 9,09 0,00 0,03 39,39 | 33,33
Benzo[e]pirén 1,31 1,63 1,61 1,53 1,73 -6,13 -7,79 1,71 -491 | -6,54
Benzo[a]pirén 0,19 <0,02 <0,02 - <0,02 - - <0,02 - -
Indeno[1,2,3-
cd]pirén 0,19 <0,02 <0,02 - <0,02 - - <0,02 - -
Dibenzo[a,h]antracén 0,20 0,23 0,26 -10,87 0,25 -10,14 0,65 0,24 -4,35 | 5,88
Benzo[ghi]perilén 0,26 0,24 0,24 -2,13 0,34 -44,68 | -41,67 0,31 -30,50 | -27,78
Osszes PAH
naftalinok nélkiil 312,56 228,47 186,87 | 18,21 | 172,41 24,54 7,73 186,18 | 18,51 | 0,36
(TPH C5-C40) 42500,00 | 42400,00 | 42500,00| -0,24 |43366,67| -2,28 -2,04 |42900,00| -1,18 | -0,94

9. tablazat A 3 OxiTop vizsgalat kémiai analitika eredményei
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