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1 Bevezetés

Napjainkban, a legnagyobb mennyiségben és legsokoldalubban felhasznalt fosszilis
energiahordozok a szénhidrogének, illetve a kdolaj és szarmazékai. Leggyakrabban {izemanyagként,
szerves olajok és miianyagok alapanyagaként hasznositjak, de OsszetevOit nagy mennyiségben
alkalmazzak oldoszerként, peszticidek elGallitasara, illetve a gyogyszergyartas soran is.
Koolajszarmazékok feldolgozasa szallitasa, taroldsa, és hasznalata soran bekdvetkezd hibak, emberi
mulasztasok, havaridk révén az altaluk okozott szennyezések megjelenésével mindenhol szamolni
kell. Ennek kovetkeztében elengedhetetlen az ilyen jellegli, szennyezett teriiletek minél teljesebb
korl karmentesitse, a szennyez0dés kockazatanak megsziintetése.

A koolajszarmazékok sokféle, egymastol kiillonb6z6 szénhidrogén vegyiiletbdl épiilnek fel
(foként szénhidrogének, valamint ezek oxigén-, kén-, halogén és nitrogéntartalmu szarmazékai),
melyek némelyike karcinogén, teratogén, illetve mutagén hatast lehet (egészségkockazat). Az ilyen
jellegli vegyiiletek lebomlasa természetes koriilmények kozott, viszonylag lassan megy végbe.
Koolajszarmazékok kornyezeti kockazatat ezen feliil fokozza azok kémiai tulajdonsagai, ugyanis
mind a vizet, mind pedig a levegdt kiszoritjdk a talaj kapillarisaibol, ezzel, valamint egy¢b
toxikoldgiai tulajdonsdgaikkal, a talajlako (foként aerob) mikroorganizmusok (és egyéb ¢€ldlények)
¢lettani folyamatait is gatoljak. Ezaltal megvaltoztathatjak a természetes talajk6zosségek bioldgiai
Osszetételét, befolyasoljak annak diverzitasat.

Az ilyen szennyezések felszdmolasara, az egyik lehetséges és leginkabb természet kozeli
modszer a szennyezett kdzegek biologiai tisztitdsa (bioremediacid). Az Amerikai Kdrnyezetvédelmi
Hivatal (EPA - Environmental Protection Agency) minden olyan esetben, amelyben csak
lehetséges, a biologiai modszerek alkalmazasat részesiti elonyben az egyéb eljarasokkal szemben.
Szakmai gyakorlatom soran — melyet egy godolldi székhelyli kornyezetvédelmi vallalkozasnal,
valamint a Szent Istvan Egyetem Kdrnyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszékén toltottem —
lehetdségem nyilt bekapcsolddni a kdolajszarmazékokon beliil a poliaromds szénhidrogének (PAH-
ok) bioldgiai lebonthatosaganak vizsgalataval foglalkozo kisérletsorozatba. Ennek soran betekintést
nyerhettem a biodegradacios eljarasok gyakorlati alkalmazéisaba, mind terepi, mind pedig
laboratoriumi koriilmények kozott. Ez a kisérletsorozat determinalta dolgozatom aldbbi fejezetében

1évo célkitiizéseimet.



1.1 Célkituzések
Munkam célja olyan mikroszervezetek keresése volt, melyek okszertien alkalmazhatdak
poliaromas szénhidrogének (PAH vegyiiletek) biologiai lebontasara. Ennek érdekében olyan
torzsgyljteménybdl szarmazo mikroszervezetekkel végeztem bontési kisérleteket (individualisan),
amelyeket korabban szénhidrogénekkel (TPH, BTEX, PAH) szennyezett teriiletekrdl izolaltak.
Dolgozatom tovabbi célkitiizése volt, a vizsgalt mikroszervezetekbdl olyan torzsparok kialakitasa
(laboratoriumi kisérletekkel alatamasztva), melyek hatékonyan képesek poliaromas szénhidrogének

degradalésara.



2 lrodalmi attekintés

A hazai jogalkotasban eldszor a kornyezetvédelemmel az 1995. évi LVIIL toérvény
foglalkozott, mely a kornyezet védelmének altalanos szabalyait, az alapvetd fogalmakat, a
kornyezeti elemek, és épitett kornyezet védelmének alapelveit hatarozta meg. A kornyezetvédelmi
szempontbol kockazatosnak mindsitett elemek, vegyliletek listajat (igy a szénhidrogénekét is) a
jelenleg hatalyos, a foldtani kozeg és felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez
szlikséges hatarértékekrol, és szennyezések mérésérdl szolo 6/2009 (IV.14.) KvVm-EiM-FVM
egylittes rendelet tartalmazza. A rendelet 1. szdmu melléklete a foldtani kozegre, a 2. szamu
melléklete a felszin alatti vizre vonatkozdan adja meg az egyes anyagcsoportok, illetve anyagok (B)
szennyezettségi hatarértékeit. A foldtani kozeg ¢és felszin alatti viz vonatkozdsdban az egyes
szennyezettségi hatarérték olyan, jogszabdlyban meghatarozott szennyezdanyag koncentracio,
melynek elérésekor a felszin alatti viz, illetve a foldtani kozeg szennyezettnek mindsiil.

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

bioldgiai uton torténd lebonthatdsagat vizsgaltam.

2.1 Szénhidrogének, mint szennyezéanyagok

A koolaj szerves eredetli dsvany, amely a ma elfogadott elmélet szerint tengeri él6lények
maradvanyaibdl keletkezett. Az elpusztult élélények felhalmozoddtak az iiledékes kdézetekben, ahol
oxigént6l elzart kozegben a szerves alkotorészeik bomlast szenvedtek (Furka, 1998). Kémiailag a
nyersolaj kiilonboz6 szerves vegyliletek elegye, amely tobb ezer telitett (egyszeres-), illetve
telitetlen (tobbszords kovalens kotésekkel rendelkezd) szénhidrogén komponenseket tartalmaz.
Ezen vegyiiletek Osszetétele tdg hatarok kozott mozog: 81-87% szén, 10-14% hidrogén, 0-7%
oxigén, 0-7% kén, 0-2% nitrogén. A kdolajat alkotd szénhidrogének lehetnek kiilonbozd szerkezett,
¢s molekulatomegii nyilt szénlanct (alifas), ezen beliil egyenes szénlancti, normal (n-) paraffinok,
elagazo szénlancu izo (i-) paraffinok, illetve gytirtis szénlancu (aliciklikus), ciklo(c-) paraffinok.
Valamint vannak kozottiik kondenzalt kovalens kotésekbdl allo gytirtit tartalmazo (aromas), illetve
tobb aromas gylirii kapcsolatabol 1étrejové poliaromas szerkezetii molekulak. A koolajok
Osszetételiik, valamint a benniik legnagyobb mennyiségben eléforduld szénhidrogén tipusok alapjan
harom csoportra oszthatéak, ugymint paraffin bazisu (foéleg nyilt lancu, alifds szénhidrogének

alkotjak), naftén bazisu (foként aromas, illetve poliaromas szénhidrogéneket tartalmazo), valamint
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atmeneti bazistak (Bruckner, 1952; Furka, 1998; Breuer, 2003). A kéolaj feldolgozasa (finomitasa)
desztillalo berendezésben torténik (kolonna), ezekben a rendszerekben frakcionalt desztillacio
segitségével, a forraspont kiilonbséget kihasznalva valasztjdk szét az elegyet. Folyamat
eredményeként nyerik a nyersbenzint (C4-Cyp), a kerozint (Cg-Cys), a gazolajat (C15-Cys), valamint
tovabbi desztillalassal nehéz fiitdolajat, nyers kendolajokat, és szilard maradékként a pakurat és a
bitument (Kovacs-Halmos, 1976; Furka, 1998).

A szénatomszam altalaban informéciot ad a szénhidrogén vegyiiletek tulajdonsagair6l.
Normal viszonyok kozott a C1-C4 atomszadmig gazok, Cs-Cq7 folyadékok, az e felettiek szilardak.
Ennek megfeleléen a forraspont, az olvadaspont, valamint a stiriség is ndvekszik a szénatom szam
novekedésével, valamint meghatarozzak egyéb tulajdonsagaikat is, igy mint:

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

- Viszkozitas: Forraspont fiiggvényében valtozo érték. Magas forrasponti vegyiiletek
viszkozitasa nagy, lassabban terjednek, mozognak, mint az alacsony forraspontaak. Homérséklet
novekedésével csokken a viszkozités.

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

mas mértékben oldddnak vizben. A szénhidrogének koziil a paraffinok oldodnak legkevésbé, mig az
aromas vegyiileteket tartalmazok leginkabb (Barotfi, 2000).
Szénhidrogének, mint szennyezdanyagok a foldtani kozegbe, valamint a felszin alatti vizekbe
kdolaj szarmazékok ¢és a fenti termékek formajaban juthatnak mesterséges uton. Fenti
tulajdonsagaik meghatarozzak a kornyezetben vald viselkedésiiket. Ezeken feliil szdmos 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, irritdlod, toxikus hatastiak

lehetnek

- Bizonyos (alifds, BTEX, PAH) vegyliletek mutagén (genetikai karosodast), teratogén

(fejlédési rendellenességet), illetve karcinogén (daganatképz6) hatasuak lehetnek.

- Apolaros jellegiiknél fogva kiszoritjdk a vizet, levegét a talaj kapillarisaibol, igy a

biodegradacios Ontisztulasi folyamatokat gatoljak (Szoboszlay - Kriszt, 2005).

A kovetkezOkben az egyes szénhidrogén tipusokat, igymint alifas (nyilt ldncu), valamint aromas,

illetve poliaromas vegyiiletek tulajdonsagait mutatom be részletesen. A szennyezbanyagok
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bemutatasaban a kémiai szerkezetet szem el6tt tartd, a felszin alatti kozegekre vonatkozo
csoportositast kovetem az emlitett 6/2009. egyiittes rendeletnek megfelelden. Ez alapjan
megkiilonboztetiink alifas (nyilt lancu), BTEX (benzol és alkilbenzolok), valamint policiklikus

aromas szénhidrogén (PAH) vegyiileteket.

2.2 TPH (0sszes alifas szénhidrogén)

A nemzetkdzi kornyezetvédelemben a minden olyan kdolaj eredetli szénhidrogén vegyiilet,
amely Cs-C4o atomszamban kimutathatdé TPH (Total Petrol Hydrocarbon) nevezéssel illet. Ezzel
szemben a hazai jogszabalyokban csak az olyan alifas szénhidrogének tartoznak ebbe a csoportba,
amelyek  szénatomszama Cs-C4p terjed. Ezek a  vegyliletek kdolajokban, illetve
koolajszarmazékokban megtalalhatoak. Gyakorlatilag barhol a kdrnyezeti elemekbe keriilhetnek
ahol olajkitermeléssel, -szallitassal, -feldolgozassal, -felhasznalassal foglalkoznak. Minden alifas
szénhidrogént a TPH vegyiiletek koz¢é sorolunk, fliggetleniil attol, hogy azok telitettek, telitetlenek,
illetve ezen belill normal, elagazast tartalmazo és/vagy gytris szénlancuak. A TPH vegyiileteken
beliil megkiilonboztetiink VPH (Volatile Petrol Hydrocarbons) vegyiileteket, amelyek Cs-Ciggz)
szdmuak (nagy ardnyban a benzinben, kerozinban, gazolinban) talalhatoak, valamint EPH
(Extractable Petrol Hydrocarbons), amelyek nem, vagy kevésbé illékonyak (jellemzden gazolajok,
fiitéolajok kendolajok alkotdelemei) (Szoboszlay-Kriszt, 2005).

2.3 Aromas szénhidrogének
Az ,aromas” elnevezés régi keletli, azon szénvegyiiletek eredetére utal,
melyek kellemes illati novényi aromaji termékekbdl nyerhetéek (Bruckner,
1955). Lehetnek mono-, illetve poliaromas szerkezetiiek, utobbiak esetében tobb,
delokalizalt elektron szextettet tartalmazé gyliri kapcsolodik Ossze. Ezeket a H H
vegylleteket tulajdonképpen a benzol, mint a legegyszertibb aromés szénhidrogén

. . . . 1. abra A benzol
szarmazékainak is tekinthetjiik (Kovacs-Halmos, 1976; Breuer, 2003). térbeli szerkezete

2.3.1 BTEX vegyiiletek (benzol- és alkilbenzolok)
Ide tartoznak azok az illékony monoaromas vegyiiletek, melyek koziil a legjelentdsebbek a

csoport névadoi (benzol, toluol, etil-benzol, xilol). A csoportba egyedei a benzol mellett tehat azok
az alkil-benzolok, melyek esetében az aromas gyiirii hidrogén atomjat egy, vagy tobb alkil csoport
(CrnH2n+1) helyettesiti. Felhasznaljak 6ket oldoszerként (olajok, festékek, gyantak, lakkok), valamint

gyogyszer eldallitasaban is.



Benzol

Szintelen, jellegzetes szagu folyadék, mely vizben kevéssé (1,8 g/l) oldodik, azonban a
legtobb szerves oldoszerrel korlatlanul elegyedik. Olvadaspontja 5,5°C, forraspontja 80,2°C.
Szerkezetét tekintve hat szénatom szerkezetli gytirtit alkot. A vegyiiletet alkotd szénatomok sikban,
egy szabalyos hatszég cstcsain helyezkednek el. A szénatomokhoz kapcsolodd hidrogének is
ugyanebben a sikban talalhatdak, valamint azok elrendezése is szabalyos hatszog alakzatot mutat (1.
abra). Kornyezeti, valamint human-egészségiigyi szempontbdl kiemelkeddé a benzol szerepe,
ugyanis ez emberben bizonyitottan rakkelté hatasa (WHO, IARC 1999) . A benzolt leginkabb az
o6lommentes benzin adalékanyagaként hasznaljak 1 térfogatszazalékban. Megemlitendd, hogy 1 liter
benzinben 1évé benzol mennyiséggel kb. 8 millid liter vizet elszennyezni, hogy annak ,.B”

szennyezettségi hatarértékét elérje (Szoboszlay-Kriszt, 2005; Berecz, 1991; httpl).

Toluol

Szintelen, kormozd langgal ¢gd, aromas szagh vegylilet. Olvadaspontja -97,7°C,
forraspontja 110,8°C. Kémiai szerkezete szerint egy benzol gylriibdl, és egy ahhoz kapcsolodo
metil-csoportbol (-CH3) all. Megtalalhaté kdészénkatranyban, de elsGsorban benzinreformalasnal
allitjak eld. Vizben kevésse, (0,52 g/l1) oldodik, szerves oldoszerekben azonban oldodasa jo (Furka,

1998).

Etil-benzol

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

szamos mas szerves vegylilet eldallitdsanal (Furka, 1998).

Xilolok

Szintelen, aromas szagl folyékony, kormozo langgal égd vegyiiletek. Olvadaspontjaik -
29°C-(-13°C) kozott, mig forraspontjai  135,5-145,9°C  kozott mozognak. Kis részik
kdolajkatranybol, jelentds hdnyaduk benzinformaldsbol szarmazik. Nagyon jol alkalmazhatoak
szerves oldoszerként. Kémiai szerkezetiiket tekintve dimetil-benzolok (benzolgytiri, és két hozza

kapcsolt metil-csoport). A metil-csoportok elhelyezkedése szerint beszélhetiink meta-, orto-, €s



para-xilolrol. Az m-xilol felhasznalasa a legcsekélyebb, mig az o-, és p-xilolt a mianyagipari

alapanyagként hasznaljak (Furka,1998).

CH, CH, CH,
CH,
CH,
CH,
1.2-dimetilbenzol 1.3-dimetilbenzol 1.4-dimetilbenzol
orto-xilol meta-xilol para-xilol

2. abra A xilolok térbeli szerkezete

2.3.2 PAH vegyiiletek - policiklikus aromas szénhidrogének

A csoport neve policiklikus szénhidrogének (poliaromds szénhidrogének), az angol
roviditésébdl (polycyclic aromatic hydrocarbons) szarmazik. Kozel 200 féle anyag tartozik ebbe a
csoportba. Kondenzalt aromas vegyiiletek, kettd, vagy tobb benzolgylirti kapcsolodasabol épiilnek
fel és a két gylrGis a naftalinok (naftalin, 1-metil naftalin, 2-metil naftalin) kivételével nem
illékonyak. A kornyezetvédelmi szempontbo6l fontosabb vegyiileteket a 3. 4bra mutatja be. A hossza
szénlanci alifds szénhidrogénekhez hasonloan a PAH vegyiiletek hidrofobok, szerves
oldészerekben konnyen oldddnak, vizben kevéssé.

Poliaromas szénhidrogének novényi, allati szervezetek bomlasakor, kdolaj képzodésekor,
szerves anyagok magas hdéfokon torténd tokéletlen égése soran keletkeznek, igy gyakorlatilag
jelentds mennyiségli PAH vegyiiletet tartalmaz a korom, a katrany, a szurok petroleum, a kdolaj és
a dizelmotorok kipufogo gazai.

Egyes vegyiiletek ezek koziil a perzisztens szerves szennyezdk (POP vegyiiletek ,,Persistent
Organic Pollutants”) k6zé sorolhatoak (http7). Ezek az anyagok rendkiviil nehezen bomlanak le a
kornyezetben, tovabba jellemzd rajuk az erds toxicitds, valamint bioakkumulacios (é16
szervezetekben torténd felhalmozddas) készség. Eddig bizonyitottan hét vegyiiletrél 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;WHO, IARC 1998; http2; http3).
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rakkelté hatas] (Szoboszlay-Kriszt, 2005)
2.4 Karmentesitési technologiak
Napjainkban szdmos karmentesitési technoldgia létezik szénhidrogén szennyezok
eltavolitasara foldtani kdzegbdl, illetve felszin alatti vizbol. Ezeket a modszereket tisztitasi elv
szerint lehet csoportositani, ugymint fizikai-kémiai, bioldgiai, illetve termikus eljarasok. A

karmentesitési beavatkozas végezhet6 in situ, illetve ex situ modszerekkel.
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In situ beavatkozasnal a tisztitandd foldtani kozeget, és/vagy felszin alatti vizet olyan
eljarassal tisztitjdk meg a szennyezd anyagoktdl, amely sordn 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
elszallitjdk a karhelyrdl, és kontrollalt koriilmények kozott torténik a szennyezdanyagoktol vald
mentesitése (Bar6tfi, 2000).

Dolgozatom kovetkezd fejezetében bemutatom az egyes biologiai karmentesitési
technologiakat, kiilon kiemelve a fent bemutatott szénhidrogének esetében leginkabb alkalmazott,

mikroszervezetek altal végzett biodegradacios eljarasokat.

2.4.1 Biodegradacios eljarasok
Olyan esetekben, melynek soran szennyezdanyagok keriilnek a foldtani kozegbe, valamint
felszin alatti vizekbe a biodegradécids eljardsok hatékonyan alkalmazhatoak a szennyezdanyagok
artalmatlanitasara. Ahogy azt a bevezetésben emlitettem, az Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal
(EPA, Environmental Protection Agency) minden olyan esetben, amelyben Iehetséges, a
biodegradacios eljarasokat részesiti elényben (Szoboszlay et al., 2002). Mas eljarasokkal szemben,
bioldgiai modszerek alkalmazésa a felszin minimalis bolygatasaval jar, nagy kiterjedésii teriiletekre
is alkalmazhatoak, a talaj ¢ldvilagaval kiméletesek és a leginkabb természet kozeli megoldasnak
tekinthet6k, valamint a szennyezOk a teljes bontdsi folyamat eredményeként (mineralizacio)
veszélytelen anyagokka alakulnak at (szén-dioxid, €s viz).
Biodegradacios eljarasok tervezése, alkalmazasa soran a kovetkezoket kell figyelembe venni:
- alacsony hémérsékleten a bontas csokken, leéll
- amikroszervezetek szennyezdanyag tiiré képessége véges
- a biodegradacios modszerek alkalmazasa el6tt a szabad fazisban 1év6 szennyezd anyagokat
el kell tavolitani (anaerob koriilmények elkeriilése miatt)
- patogén, vagy fakultativ patogén mikroszervezetek felszaporitasa, alkalmazéasa egészségiigyi
kockazatokkal jarhat (Anton et al., 2010; Szoboszlay-Kriszt, 2005)
A biodegradacios eljarasoknak tobbféle modja is lehetséges, ugymint ellendrzott- (spontan),
stimulalt- (iranyitott) biodegradacid, ezen feliil alkalmazhatoak levegdkdzléses, talajlazitasos,
valamint tartidlyos eljarasok, tovabbad tervezett oltdanyag haszndlata. Ezeket a tipusokat az

alabbiakban mutatom be részletesen.
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- Ellenorzott (spontan) biodegradacio
A Kkarhelyen ¢€l6 mikroszervezetek altal végzett természetes lebontasi folyamat, annak
nyomon kovetése kémiai analitikai, illetve bioldgiai monitoringgal. Az eljaras folyaman nincs
mesterséges beavatkozas. Hatranya lehet, hogy a degradacios folyamatok lassan mennek végbe,
ugyanis nem biztos, hogy az adott mikroszervezetek rendelkeznek olyan enzimrendszerrel, amely a
karhelyen 1év0 szennyezbanyag teljes spektrumat bontani képes. Ezen feliil mas tényezdk is,
Gigymint az emlitett elektron akceptorok (pl: O,, CO,, SO,* NO*), és tapanyagok hianya is (N, P,

K) befolyasolhatjak ennek az eljarasnak a sikerességét.

- Stimulalt (iranyitott) aerob biodegraddacio
Mesterséges beavatkozassal felgyorsitott kdrmentesitési eljaras. Az eljaras lényege, hogy a
lebontasban részt vevd mikroorganizmusok szamdra optimalis koriilményeket teremtiink. Ez
oxigén, illetve tdpanyagok (szénforras, nitrogén, kalium, foszfor) potlasaval, kiegészitésével
torténik. A karmentesités soran patogén, és fakultativ patogén mikroszervezetek is eldfordulhatnak,

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

- Levegdkozléses eljardsok
Az oxigén ellatas javitasa érdekében a kozegbe perforalt csoveken keresztiil levegdt, vagy
oxigénnel dusitott vizet juttatnak. Az eljarads alkalmas tapanyag, illetve nedvesség utanpotlasra.
Amennyiben nem zart rendszerli a kdrmentesitési folyamat, illékony szerves szennyezdok esetében
fennall annak a veszélye, hogy mas kozegeket is elszennyezhetiink. Az oxigén-fejlesztd anyagok
adagolasa a rendszerbe abban az esetben alkalmazhatd, amennyiben nincs a mikroszervezetekre

gyakorolt toxikus hatésa.

- Talajlazitasos eljardsok
A kozeg lazitasaval (mélylazitas, forgatds, tarcsazas) biztositjak a lebontdshoz sziikséges
oxigén mennyiséget, valamint a miivelet soran adalékanyagokat is juttatnak a szennyezett kdzegbe,
amely altalaban viz, valamint szervetlen tapanyagok. EX situ technolégia soran, az adalékanyagokat
kiegészithetik térfogatnoveld 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.
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- Tartalyos eljardsok
A szennyezett talajt magas nedvességtartalmi zaggya szuszpendaljak, majd keverik,
levegdztetik, igy torekedve a minél jobb koriilmények megteremtésére. A tisztitds utan a
szuszpendalt talajt viztelenitik. A kitermelt szennyezett talajvizet tartalyokban, aerob viszonyok
kozott, a mikroszervezetek felszaporitasa érdekében kezelik. Az esetleges karosité anyagokat (ko,
kavics, egyéb anyagok) a tartadlyba helyezés eldtt célszerli szelektalni. A tisztitott talajnak

megvaltozik szerkezete, mikrobapopulacidja, ezaltal tapanyag-szolgaltatd képessége csokkenhet.

- Tervezett oltoanyag hasznalat

Azokat az eljarasokat soroljuk ebbe a csoportba, melyek faji szinten identifikalt ismert
tulajdonsagokkal rendelkezé mikroszervezeteket alkalmaznak. Az oltds sordn nagy csiraszamu
mikroba szuszpenziot juttatnak a szennyezett kozegbe. A kijutatott oltdbanyagnak az alabbi
kovetelményeknek kell megfelelnie: Csak indentifikalt mikroba fajokat tartalmazhat, melyeknek a
bontasi spektruma korabbi vizsgalatokbdl ismert. Fontos, hogy a hasznalt oltéanyagnak obligat, és
fakultativ patogén mikrobaktdol mentesnek kell lennie, ezen kiviil ismerni kell a benne 1évd
mikroszervezetek nehézfém tiird képességét. Ezen szabdlyok kozé tartozik tovabba, hogy az
oltbanyagként hasznalt mikroszervezet letétbe legyen helyezve legalabb egy nemzetkozi
mikrobiologiai  tOrzsgylijteményben. Hazankban ilyen a  MezOgazdasagi ¢és  Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (NCAIMB) (Anton et al., 2010; Szoboszlay-Kriszt,
2006).

Biodegradacios célokra szant oltoanyagok estében tehat elengedhetetleniil fontos az
oltdbanyagban megtalalhatd6 mikroorganizmusok faj szintli meghatarozasa, kiilonosen mivel obligat,
illetve fakultativ patogén mikroszervezetek - koz- €és kornyezetegészségiigyi kockazatuk miatt -

nem alkalmazhatok a karmentesités soran.

2.5 Szénhidrogének biolégiai lebonthatésaga

Az 1960-as évek Ota kutatdsi cél a mikroorganizmusok 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
szennyezOanyagok lebonthatdésaga annyira korlatozott, hogy emberi beavatkozas nélkiil a
szennyezés mértéke nem csokken, ezaltal tartds szennyezés alakul ki az adott teriileten.

A biologiai lebomléds (biodegradicié) a mikroorganizmusok 4altal végzett bioldgiai-
biokémiai folyamatokon keresztiili megvalosuld lebontasi (katabolikus), illetve atalakitési

(transzformaciés) folyamatok Osszessége, melyeket a mikroorganizmusok végeznek enzimjeik
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segitségével. Ezen képességiiket kihaszndlva lehetdség nyilik arra, hogy mesterségesen a
kornyezetbe keriild szennyezdanyagokat artalmatlanitsuk. A biodegradacid lehet teljes

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

2.5.1 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 dssze az épitdelemeket, ekozben energiat, elektron
donorokat ¢és elektron akceptorokat hasznalnak fel. Aerob korilmények kozott a végsd
elektronakceptor a levegd oxigénje, anaerob feltételek mellett alternativ elektron akceptorként F et

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

2.5.2 Részleges biodegradacié

Részleges biodegradacido kovetkezhet be olyan esetekben, melyek soran a lebontast,
atalakitast végzé mikroszervezetek szamara nem optimalisak a koriilmények. Ezek adodhatnak az
elektron akceptotrok, a viz, vagy a nyomelemek hianyabol. El6fordulhat, hogy a lebontast végzé
mikroszervezetek élettani tulajdonsagaik alapjan nem képesek teljes mértékben degradalni az adott
szennyez0 anyagokat.
A részleges biodegradacionak harom tipusa ismert:

- kometabolizmus (kooxidacio)

- atalakitast végz6 enzimek hidnya

- polimerizacio
Az elso tipus a kooxidacid, amely soran a kiindulasi vegylilet részleges, néha teljes oxidacioja
lezajlik, de a lebontést végzd mikroszervezetek a folyamatbol szarmazo energiat nem hasznaljak fel.
Kometabolizmus soran a szennyezbanyag a mikroorganizmus szamara nem szolgal tapanyagul,
azonban mas, hasznosithatd szubsztrat jelenlétében annak atalakulasadval egybekdtve zajlik a
szennyezbanyag biotranszformacidja, valamint a szennyez6 anyagok transzformacidjat
(atalakitasat) teszi lehetdvé, asvanyositasat (mineralizaciojat) nem. Azonban része lehet a
mineralizaci6 folyamatanak, amennyiben a szennyezd anyagok kometabolikus atalakitasakor

keletkezd anyagok, tapanyagul szolgalnak mas lebonto szervezetek szdmara.
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A masodik tipus, soran a lebontast, atalakitast végzd enzimek koziil valamelyik hiadnyzik,
ezért a folyamat megreked egy koztes terméknél, vegyiiletnél. A lebontasi folyamatbol szarmazd
energiat a mikroszervezet hasznositja.

A harmadik tipusaba azok a folyamatok tartoznak, melynek soran a hasonld elemek

Osszeépiilnek polimerizalodnak, 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 akkumulélodhatnak, 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).

2.5.3 Alifas szénhidrogének és PAH vegyiiletek biodegradacioja

Az alifds szénhidrogének biodegradacidja aerob koriilmények kozott viszonylag gyorsan
mehet végbe (Osszevetve az oxigénhianyos kozegekkel). Lebomlasukat a nyers kdolaj legfébb
alkotoi, az n-alkanok példajan keresztil mutatom be. Ezen vegyiiletek lebomlasa aerob
koriilmények kozott alkan-monooxigenaz enzimek segitségével a szénlanc altalaban terminalis
szénatomjanak oxidéciojaval indul, a reakcié eredményeként alkohol keletkezik. Ezt dehidrogenaz
enzim aldehiddé, majd zsirsavva alakitja, a bomlasi folyamat tehat az alkan - alkohol - aldehid
—> zsirsav utvonalon keresztiil megy végbe. A telitetlen, kettés kotést tartalmazo szénhidrogének
lebontéasa oxigén-szegény kornyezetben kiilonboz6 szulfat-redukald és egyéb anaerob baktériumok
altal torténd oxidacié soran mehet végbe.

A PAH vegyiileteket altaldban 3 benzolgyliriig tekintjiik jol lebonthatonak, e feletti
gylriiszam esetében a lebonthatosadg, vizoldékonysdg, valamint a bioldgiai hozzaférhetdség
csokken. Ennek tulajdonithatd, hogy karmentesités sordn, a magas atomszamu PAH vegyiiletek
feldusulnak a kozegben. Egyes bioremediacios szakirodalmak a PAH vegyiileteket 3 benzolgyiirii
feletti szam esetében nagy molekulatomegilinek (,,high molecular weight”) nevezik (Kanaly et
al.,2000).

A PAH vegylletek lebomlésa, a monoaromas vegyiiletek lebomlasaval megegyez6 modon
megy végbe. Az egyes benzol gylirik egymas utdn bomlanak fel, majd szervetlen vegyliletek
képzddnek (mineralizacid). A folyamatot a mikroorganizmusok altal termelt monooxigenaz,
dioxigenaz enizmek katalizaljak (Anton et al., 2010; Haritash et al., 2009; Martinkova et al., 2009;
http4).
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Szamos kiilonbozo baktérium, valamint gomba csoport tagjai rendelkeznek olyan tulajdonsagokkal,
mely sordn szénhidrogén vegyiileteket képesek degradalni. Ilyen tulajdonsagokkal tobbek kozott az
Acinetobacter, Achromobacter, Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus fajok rendelkeznek (Anton et
al., 2010; Haritash et al., 2009; Kim et al., 2007). Policiklikus aromas szénhidrogének biologiai
lebonthatosagat tobb kutatasi eredményben publikaltak. Az egyes eredmények arrdl szamolnak be,
hogy antarcén, fluorantén és benz(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 bontasrol
szamolnak be egyes Mycobacterium, Novosphingobium, Arthrobacter fajok esetében is (Willumsen
et al.,, 2001; Kallimanis et al., 2009; Yuan et al., 2009). Ezen feliil tobb kutatasi eredmény is
megmutatta, hogy mikrobakonzorciumok képesek nagy molekulatomegii (,,high molecular weight™)
poliaromas vegyiiletek hatékony lebontasara (Luan et al 2006, Yu et al 2005). Ezen feliil egyes
szakirodalmak arrdl szdmolnak be, hogy mikroszervezetekre gyakorolt UV besugérzas
alkalmazasaval, a szénhidrogén bontasi potencial novelhet (B. Debajit et al., 2012; Vivek et al.,
2011).

2.6 Baktériumtorzsek faj szinti identifikacidja

A Dbioaugmentacié soran alkalmazott baktériumok, mind prokariotak, vagyis nem
rendelkeznek koriilhatarolt sejtmaggal, benniik a DNS molekula altalaban cirkularis, szuperhelikalis
allapotban talalhatd. Tartalmazhatnak még tovabbi, 6nalld replikaciora képes genetikai elemeket,
plazmidokat, melyek kis cirkularis DNS molekulak; ezek a sejtnek a kornyezet megvaltozasa esetén
gyorsabb adaptacios 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 ket kddolo rDNS szakaszok is. A riboszomak a
fehérjeszintézis szinhelyéiil szolgalnak, fehérjemolekulakbol és riboszomalis RNS-bdl allnak.
Megtalalhatoak a sejthartya belsd felszinéhez tapadva, a citoplazmaban szabadon. mRNS lancokkal
Osszekapcsolédva kromoszoéma-poliszoma komplexet hozhatnak Ilétre. A citoplazmébol
centrifugdlas tjan elvalaszthatok iilepedési sebességiik alapjan. Prokariotak esetében az iilepedési
alland6 70S (S = Swedberg féle centrifugalis iilepedési allando), mely két alegységre, a 30S és 50S
egységekre bonthatd. A 30S alegység 21 kiilonbozd fehérjébdl és egy 16S riboszémalis RNS-bdl
all. A prokaridta baktériumokban a 16S rDNS kb. 1500 bazispar hosszisagu 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
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sorrendjének Osszehasonlitd vizsgalata alapjan lehetévé valik az egyes torzsek faj szintl
identifikacidja (Szeberényi, 2004). Amennyiben a 16S rDNS szekvencia analizis sordn egyes
torzsek bazissorendjének hasonlosaga 98% feletti, azonos fajokrdl beszélhetiink (Tindall et al,
2010).

Dolgozatom kovetkezd alfejezetében bemutatnam, hogy UV sugarzas hatasdra miként

kovetkezhet be mutacio a DNS-ben, mely intenzivebb biodegradaciot eredményezhet.

2.7 UV mutacio

Mutéciok nemcsak spontan moédon mehetnek végbe, hanem indukélhatdk is. Torténhetnek
fizikai (UV sugarzés), kémiai, bioldgiai tényezdokkel (Szabad, 2006). Az UV sugarzas, melynek
hulldmhossztartomanya ~ 260nm, a DNS szdmara leginkabb abszorbeéalhaté (Madigan et al., 2000).
UV sugarzas kdzvetve okoz bazisparcseréket, melynek hatdsara a DNS fonalban a két szomszédos
pirimidinbézis (citozin, vagy timin) kozott kovalens kotések képzdodhetnek, melyek tobbnyire
timindimerek. A timindimerek nem szolgalnak templatként a replikacié folyaman, veliikk szemben
véletlenszerlien ¢épit be nukleotidokat a DNS-polimerdaz enzim, végeredményben bazispar-
szubsztiticiok kovetkeznek be (Szabad, 2006). Amennyiben ezek nem a megfeleld bazisparok,
akkor mutacio torténik. Az UV besugarzas eredményeként olyan nukleotid sorrend johet 1étre, mely
eredményezheti a lebontasban résztvevé enzim/enzimek termelédésének fokozasat. A vad tipusu
torzs minél tobb klon telepének szénhidrogén bontasi képességét vizsgaljuk, annal nagyobb a

valosziniisége, hogy olyan klont taldlunk, melyben létrejon a mutacio.
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3 Anyag és Modszer

Munkank soran olyan mikroszervezetekkel végeztink bontasi kisérleteket, melyek
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletekr6l szarmaztak, ugyanis feltételezésiink szerint
szénhidrogénekkel szennyezett kozegbdl nagyobb  valészintiséggel izolalhatok  olyan
mikroszervezetek, melyek megfelel6 bontasi potenciallal rendelkeznek. Ezen szervezetek izolalasa,
identifikacidja (16S rDNS szekvencia analizis alapjan), valamint human, és kornyezetegészségiigyi
kockézatot jelentd besoroldasa a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi Tanszéken korabban
megtortént.

Ezeket a mikrobakat szintén korabban két tanszéki torzsgyiijteményben (SAFEREMED,
INOSAFE) helyezték el. A torzsgylijteményi mikroszervezetek bontasi kapacitasanak vizsgalatara
iranyuld kisérleteket, azok egymasra épiilésének folyamatat, a célkitlizéseknek megfeleléen az

alabbi, 4. abran szemléltetem.
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Torzsgyiijteménybél szarmazéo (SAFEREMED, INNOSAFE) mikroszervezetek

v

1. Bontasi kisérlet: Gravimetria, Passzalas (gazolaj-kéolaj)

v

2. Korongdiffazios kisérlet (PAH)

v

,» Valosziniisithetéen” PAH hasznositasara képes torzsek (screening)

v I

3. Egyiittes torzsszaporitasi vizsgalatok |
|
v v
4a. PAH Bontasi kisérlet folyékony kézegben 4b. PAH Bontasi kisérlet folyékony kozegben
(Torzskeverék) (individualis torzsekkel)

\

5. OxiTop talajrespiracios kisérlet
(PAH szennyezett kornyezeti mintan)

!

Legnagyobb mértékben PAH bonté torzs

v

6. Mutacié Indukalasa UV sugarzassal

v \

7a. Rezazurin szinreakcié (PAH bontis) ~| 7b. Seijtnovekedés monitorozasa (PAH bontas)
8a. PAH bontasi kisérlet folyékony kézegben H 8b. Bontasi kisérlet: Gravimetria

4, abra PAH vegyiiletek lebonthatosaganak vizsgalatara kidolgozott kisérleti rendszer

3.1 A Kkisérleti rendszerekben alkalmazott mikroszervezetek:

A vizsgalati rendszerben az aldbbi két torzsgylijtemény tagjainak bontdsi kapacitasat
vizsgaltuk TPH, valamint PAH vegyiileteken, ugyanis korabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy ezen
mikroszervezetek jelentds szénhidrogén bontasi potenciallal rendelkeznek.

SAFEREMED torzsek: 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),
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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)
A 4. dbran szemléltetett moddon, elsé Iépésként a kisérleti rendszerekben alkalmazott

mikroszervezetek szénhidrogén bontasi kapacitasat vizsgaltam gravimetrids modszerrel.

3.2 Gravimetria

A 16S rDNS szekvencia analizis soran meghatarozott faju, nem patogén torzsekkel kezdtiik
munkankat, melyeknek elsé Iépésben szénhidrogén bontd képességét vizsgaltuk gravimetrids
modszerrel, a folyamatabranak megfelelden (1. 1épés). A baktériumokbol ferde agaron 24 6ras friss
tiszta tenyészetet készitettem. Az igy eldkészitett mikroba telepeket inkubacios id6 (24h) leteltével
steril ivegbot segitségével 50 ml folyékony taplevesbe mostam (LB tapleves). A beoltott lombikok
72 6ran at razodtak 28°C-on, 170-rpm fordulatszamon. Az igy nyert szuszpenziobol 5-5 ml-t 100
ml OIR III. tapoldatba mértem, [5,0 g (NH4):SO4; 1 g Ky;HPO4 0,5 g KH,POs 05 ¢
MgS04x7H,0; 0,2 g CaCl,x6H,0, 0,01 g FeSO,x7H;0, 1000 cm® desztillalt viz, sterilezés: 121
°C, 1 bar, 15 perc], mely egyediili szénforrasként 2 ml (nagyjabol 1,7 g) 3:2 aranyu nyers gazolaj-
kéolaj keveréket tartalmazott. A mintak mellett baktérium szuszpenziét nem tartalmazo gazolaj-
kdolajjal hasonldan kiegészitett OIR-III és tapoldatot alkalmaztam kontrollként. A lombikokat
ezutan 28°C-on, 120 oran at, 170 rpm fordulaton inkubaltam.

Az inkubdciés 1d0 utan az olajos razoként haszndlt Erlenmeyer lombik tartalméat
razotdlcsérbe ontdttem, majd 50 ml petrolétert adtam hozza, kiilonds figyelmet forditva, hogy
atmossam azzal a 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
fajstilyabol adodoan a vizes fazis felett helyezkedik el. A fazisszétvalasztas utdn a vizes fazist
visszaOntottem a razotdlcsérbe, mig az olddszeres, olajos fazist szlirépapiron atszlirtem (a
folyamatot megeléz6en a szlrépapirra natrium-szulfatot szortam, az esetleges pontatlan
fazisszétvalasztasbol adoddan visszamaradt viz megkotésére). A petroléterrel torténd atmosast
haromszor egymas utan végeztem el. Ezek utan a maradék olaj kioldasa céljabol a lombikot egyszer
atmostam kloroformmal. A kloroformmal torténd razatés, (kloroform esetében, annak fajsulyabol
adodoan az oldoszeres-olajos fazis keriilt a razotdlcsér aljara), majd sziirés utdn el6zdleg
ezredgramm pontossaggal lemért gdmblombikba Ontottem az oldoszeres-olajos elegyet. Heidolph
tipusu beparlokésziilék segitségével forraspontkiilonbség alapjan (petroléter forraspontja: 50-60°C,
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kloroform forraspontja: 60-65°C) szétvalasztottam az olajat az oldoszerekt6l. A gdomblombik a
beparlas utan elvileg mar csak azt a visszamaradt olajat tartalmazta, amely korabban a razatott
Erlenmeyer lombikban volt. A folyamat utan a gémblombikokat szaritoszekrényben 65°C-on 45
percig szaritottam, az esetlegesen visszamaradt viz, valamint oldoszer eltdvolitasa céljabol. A
baktérium inokulumot nem tartalmazé mintdkkal ugyanigy jartam el. A szaritas befejeztével a
gomblombikokat ismét lemértem analitikai mérleggel. Ha az igy kapott tomegbdl kivontam a
lombikok kiindulasi tomegét, akkor megkaptam a lombikban 1évé olaj tomegét, amely a bontas utan
visszamaradt olaj tomege. Ezt Osszehasonlitva a kontroll mintdban 1év0é olaj mennyiségével,
megkaptam a %-ban kifejezett szénhidrogén bontasi eredményt. Kisérleteink elsé 1épéseként az
INNOSAFE, valamint SAFEREMED torzsgyilijtemény tagjainak olajbontasat vizsgaltuk
gravimetrias modszerrel, majd ezeket a térzseket haromszoros olajos razatassal passzaltuk annak
érdekében, hogy a szénhidrogén bontasi képességet fokozzuk. A passzélas sordn, a fejezet elején
ismertetett modon baktérium szuszpenzidt készitettem, melybdl 5-5ml-t mértem 100ml OIR-1II
asvanyi tapoldatba, melyhez egyediili szénforrasként 2 ml (3:2) aranyu nyers gazolaj-kdolaj
keveréket adtam. Ezt koveten 28°C-on, 170 rpm fordulatszdmon, 120 6ran at inkubaltam. Az
inkubacios id6 leteltével a lombikokbdl 5-5mli-t atoltottam friss, 100 ml OIR-III tapoldatot, és 2 ml
(3:2) aranyu gazolaj-kdolaj keveréket tartalmazé Erlenmeyer lombikokba. Az inkubacids 1d6
szintén 120 ora volt 28°C-on, 170 rpm fordulatszamon. Ezt a folyamatot még egyszer
megismételtem, majd az el6bbiekben ismertetett modon meghataroztam a passzalt torzsek
szénhidrogén bontasi képességét gravimetrids modszerrel, valamint ezen torzseket, a tovabbi
hasznalat céljabol 2 példanyban -80°C-on taroltam. Az emlitett vizsgalatok eredményeit az

,Eredmények” cimii fejezetben mutatom be.

3.3 Korongdiffuzios kisérlet (Torzsgyiijtemény szelektalasa)

Kisérleti rendszeriink masodik lépéseként sziikségiink volt egy olyan moddszerrendszerre,
melynek segitségével a torzsgylijteményekbdl ki tudjuk valasztani azokat a mikroszervezeteket,
melyek alkalmazhatéak poliaromds szénhidrogének degradaldsara. A  torzsgylijtemény
szelektdlasara azokat a baktériumokat valasztottuk ki, amelyek a passzdlds és a gravimetria
eredményei alapjan jelentdés (50% feletti) bontdsi kapacitassal rendelkeztek. Rajtuk egy kinai
kutatocsoport altal kifejlesztett ’screenelési’ technoldgiat alkalmaztunk (Zhao B. et al 2009). A
kisérlet soran harom PAH vegytileten [benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén (BaA), fluorantén (Flu)]
vizsgaltuk a baktériumok bontasi képességét. Elso 1épésben a fent bemutatott OIR 111 (1,5%-0s)
asvanyi taptalajra (petri csészében) 4 darab 2,5 cm atmér6éji 0,45 um poérusatméréji Millipore
sztir6t (MERCK Millipore cat. no. HAWP02500) helyeztem steril csipesszel (1. kép).
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Ezt kdvetéen 5000 ppm végkoncentracioban készitettem torzsoldatot dietil-éterben oldva a
vizsgalni kivant hdrom PAH vegyiilettel szeptummal lezart vialos iivegbe. A filterre 100 pl
mennyiségben szélesztettem a kivalasztott PAH torzsoldatot steril iivegbottal. A négy sziirébol
haromra tehat egy-egy PAH vegyiiletet (BaP, BaA, Flu) tartalmazo térzsoldat keriilt, a negyedik
filter kontrollként szolgalt, amelyet tiszta
dietil éterrel kezeltem. Ezt a folyamatot 5
perces szaritas kovette elszivofiilkében. A
PAH vegyiiletet tartalmazo torzsoldatot
ivegfecskenddvel, és fém thivel vettem Ki
az iivegbdl a tetején 1évo teflon szeptumon
at, majd a megfeleld filterre injektaltam.
Az oldoszer elparolgasa utan a baktérium

szuszpenzio szélesztése tortént a filterre

100 pl mennyiségben steril tiivegbottal,
melyet  eldzetesen LB téptalajon 1. Kép a kisérlet folyamén alkalmazott filterck
szaporitottam fel az alabbiak szerint. A

torzsgylijteménybdl szarmazo baktériumokat steril iivegbottal szélesztettem LB (10 g tripton; 5 g
élesztékivonat, 10 g NaCl; 18 g bakteriologiai agar; 1000 cm® desztilldl viz) tipagarra. A
lemezekrdl az inkubdacios i1d0 leteltével (28°C, 72 o6ra) egy-egy tipusos telep beoltdsa tortént
sterilen, tivegbot segitségével 50 ml LB téplevesbe. Az inkubacios idé 72 ora, 28°C-on, 170 rpm
fordulattal tortént. Ezt kovetden a 72 oras inokulumokat centrifugaltam (4600 rpm, 20 perc), a
feliiluszot leontottem, steril desztillalt vizzel &tmostam, majd Gjra centrifugaltam. A mosott pelletet
szuszpendaltam steril desztillalt vizben, ezt kovetden spektrofotométer segitségével a sejtsiiriséget
egységesen ODgoo=1 értékre allitottam be. A kiilonallo filterekre az igy elkészitett
baktériumszuszpenzio keriilt. Az inkubacios id6 a filtereken 10 nap volt, 25°C-on.

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

A szakirodalmak szerint, a haromnal t6bb aromas gytriit tartalmazo vegyiiletek esetében a
vizoldékonysdg, a lebonthatdsdg, és a biologia hozzaférhetéség is csokken. Ezen feliil tobb

crer

mikroba konzorciumok lehetnek képesek (Yu. et al 2005). Ennek érdekében torzsparokat
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alakitottam ki a SAFEREMED, valamint az INNOSAFE torzsgylijteményekbdl a korongos

vizsgalatok, tovabba a gravimetrids kisérlet eredményeinek fliggvényében.

3.4 Egyiittes torzsszaporitasi vizsgalatok

Kisérleti rendszeriink kovetkezd 1épésében a 3.2 fejezetben leirt modon inokulumokat
készitettem a vizsgalanddo mikroszervezetekb6l. Annak érdekében, hogy a kiinduldsi sejtszam
megkozelitdleg azonos legyen, a 72 oOras friss inokulumok sejtstirliségét egységesen ODgno=0,6
értékre allitottam. Ebbol, egyenként 2,5-2,5 ml szuszpenziot steril, LB taploldatba mértem, majd 72
oran at, 28°C-on, 170 rpm fordulaton inkubaltam. A torzsparok egyiittes szaporitasa soran az egyes
tagok €10 sejtszamat 24 oranként lemezontéssel hatdroztam meg. Ehhez higitasi sort készitettem. A
szuszpenzidé 1 ml-ét 9 ml steril desztillalt viz, és TWEEN 80 keverékébe pipettazva megkaptam a
minta 10" higitasi fokat. Ebbél Gjabb 1ml-t pipettizva 9ml steril desztillalt viz, és TWEEN 80
keverékbe, egészen 10™° higitasi fokig készitettem a sort. A 10*-10™ higitasi tagokbol 100ul-t
mértem LB agarra, melyet steril iivegbottal szélesztettem. A lemezeket 28°C-on inkubaltam, 96-120
ora utan a lemezeken képzddott telepeket eltérd telepmorfoldgia alapjdn szdmoltam meg. A PAH

bontasi kisérletet az egyiittes szaporithatosag eredményeinek fliggvényében végeztem el.

3.4.1 PAH bontasi kisérlet folyékony kozegben

A folyamatdbranak megfelelden, munkank 4. lépéseként, folyékony taptalajban razatott
mikroba keveréket alkalmaztam annak érdekében, hogy folyékony kézegben elemezzem azok PAH
degradacios képességét. Ezen vizsgalati részben olyan torzsparositasokat alkalmaztunk, melyek az
egyiitt szaporitasi kisérletek soran egymas novekedését nem gatoltak.

A harom PAH vegyliletbdl, benz(a)pirénbdl, benz(a)antracénbdl és fluoranténbol egyenként
15 mg/ml koncentracioju torzsoldatot készitettem, ehhez minden vegyiiletb6l 300 mg-ot adagoltam,
majd 20 ml acetonban oldottam. A bontasi 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 fiilke alatt minden térzsoldatbol 500 pl mértem, majd az oldészer 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
NH;NOg3; 0,05 g FeCls; 1000 cm® desztillalt viz) tapoldatot mértem steril méréhengerrel, mely 1
vIiv%-ban Tween80 detergenst tartalmazott. A Tween80 irodalmi kutatasaink alapjan noveli a
biodegradacio hatékonysagat, valamint segiti a vegyiiletek oldodasat (http5, http6).

A mar ismertetett modon baktérium szuszpenzidt készitettem. A tOrzsparositds egyes tagjainak

szuszpenzioibol 2,5-2,5 ml-t mértem a PAH vegyiiletet tartalmazdo 45 ml Bushnell-Haas
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tapoldathoz, igy az 50 ml térfogati tapoldat PAH koncentracioja 450 ppm lett. Az inkubacids 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 hasznaltam.

A screenelési (korongos kisérlet) vizsgalatokra alapozva elinditottunk egy masik kisérleti
rendszert, melyben azokat a torzseket vizsgaltuk folyékony kozegben, 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 inkubacios 1d6 leteltével a mintékat analitikai vizsgalatra kiildtik.

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

Az OxiTop vizsgalatainkat a 3.4 fejezetben emlitett egyiittes szaporithatosag eredményeinek
fliggvényében végeztik el PAH komponensekkel szennyezett talajmintan. Az OXxiTop
talajrespiracios vizsgalat a CO; kibocsatas mérésére
szolgal (2. kép). A zart rendszerben a talajlégzésbol
szarmazd CO,-ot NaOH oldatban kotjiik meg, melynek
eredményeként a zart rendszerben mikrovakuum
keletkezik, melynek nagysagabol (nyomascsokkenés)
kovetkeztetni lehet a talajlégzés aktivitasara. Az
OxiTop rendszer a vakuum mértekét regisztralja nagy
precizitassal. A zart rendszerben bekdvetkezd nyomas

valtozasat az eszkoz fej egysége regisztralja, anélkiil,

hogy a minta barmilyen bolygatasa sziikséges lenne. Az

2. Kép OxiTop talajrespirométer

adatok leolvasdsa egy leolvasd egységen keresztiil

torténik infra adatatvitellel. Az edényeket a rendszerhez tartozé termosztatban digitalisan beallitott

homérsékleten (£2°C eltéréssel) taroltam. A zar6 fejek nyitasara abban az esetben volt sziikség, ha a

rendszerbdl az oxigén mennyiségét potolni kellett. Ilyenkor a respiracios gorbe szelléztetés elotti
végpontja, €s a szelldztetés utani kezddpontja dsszeilleszthetd.

Az OxiTop rendszerben a SAFEREMED torzsgylijteménybdl szdrmazo torzsparoknak

bontasi kapacitasat vizsgaltuk PAH komponensekkel szennyezett talajmintan. Els6é 1épésként egy

kdolajjal szennyezett hazai karhelyr6l szarmazo, homok talajféleségii talajkozeget keveréssel
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homogenizaltuk. A talajmintabol 150 — 150 g-ot a SAFEREMED-b61 szarmazd AK-35 + AK-38 (R.
erythopolis + R. gordoniae) toérzskeverék tagjaival oltottuk be, mivel ezek a torzsek megfeleld é16
sejtszamban voltak képesek egyiitt szaporodni, valamint kordbbi vizsgalatok eredményei azt
mutattak, hogy egyenként j6 TPH bontasi kapacitassal rendelkeznek, valamint sajat vizsgalataink
alapjan torzsparként PAH bonto képességgel is birnak.

Az inokulum készitéshez, a torzseket 24 oras ferde agarrol 50 ml TGE-5 (tripton: 5,0 g;
¢lesztékivonat: 2,5 g; glikoz: 5,0 g; 1000 ml desztillalt viz) taplevesbe mostam be steril {ivegbot
segitségével. Az igy beoltott taptalajokat 72 oran keresztiil, szobahdémérsékleten, 150 rpm
fordulaton inkubaltam. A razatast kovetden a sejtstiriséget egységesen ODgpp=0,6-ra allitottam,
folyékony TGE-5-tel. Ezt kovetden az AK-35, és AK-38 torzsekkel kiilon-kiilon 2,5-2,5 ml-rel
(6sszesen 5Sml) oltottam be a talajokat hdrom ismétlésben, az inkubaciés id6 14 nap volt. A
vizsgalat eredményeire alapozva, melyet a 4.4-es fejezetben mutatok be, a kisérletet megismételtiik.
A masodik Oxitop talajrespiracios vizsgalatban az AK-38 + NCP-3 (R. gordoniae+Pseudomonas
putida), valamint a CHB-15p + AK-40 (R. pyridinivorans + R. rhodochrous) torzskeverékeket
alkalmaztuk, ugyanis ezek a torzsek megfeleld €16 sejtszamban voltak képesek egyiitt szaporodni,
valamint kordbbi vizsgalatok eredményeként jo TPH bontasi kapacitdssal birnak. A két
torzskeverékkel kezelt talajmintdkat kiegészitettiik az el6zdekben is alkalmazott desztillalt vizes
kezeléssel, valamint egy kezeletlen kontroll mintaval, szintén harom parhuzamos ismétlésben. 50
ml LB taptalajon eldzetesen kivalasztott kiilon-kiilon felszaporitott torzskeveréket készitettem.
Ebbdl individudlis baktérium szuszpenziot hoztam létre centrifugalassal a fenti fejezetekben
leirtaknak megfelelden. A keverékben 1évd két torzset kiilon-kiilon ODgpp=1-re beallitottam
desztillalt vizzel, amibél 2,5-2,5 ml-rel oltottam a 150 g talajmintat, melyet 14 napig inkubaltam
20°C-on.

Eddigi kisérleteinkre alapozva, melyekben a poliaromas szénhidrogén bontd képességét
vizsgaltuk a két torzsgyljtemény egyes tagjainak, azt az eredményt kaptuk, hogy az AK-35
(Rhodococcus erythropolis) volt képes a legnagyobb mértékben csokkenteni a poliaromas
szennyezOanyagok mennyiségét. Tovabbi célul tliztik ki (folyamatabranak megfelelden 6. 1€pés),

hogy a vizsgalt térzs szénhidrogén bont6 képességét fokozzuk UV besugarzas alkalmazasaval.

3.6 Mutacio Indukalasa UV sugarzassal
A kisérletben az AK-35 (Rhodococcus erythropolis) jelii torzset steril tivegbottal
szélesztettem LB (10 g tripton; 5 g élesztékivonat, 10 g NaCl; 18 g bakteriologiai agar; 1000 cm’®
desztillal viz) tdpagarra. A lemezekrdl a telepeket az inkubacios 1d6 leteltével (28°C, 72h)
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beoltottam 30 ml LB tapoldatba, majd 72 oran at 28°C-on razattam 170 rpm fordulaton. Az
inkubacios 1d6 leteltével a torzs inokulumbol 10 ml-t egységesen steril LB tapoldattal ODggp=0,25-
re allitottam, ugyanis korabbi tapasztalatok szerint ez az optikai denzitds bizonyult a
legalkalmasabbnak az UV mutagenezishez. Ezt kovetéen a szuszpenzidt steril Falcon cs6ben
centrifugaltam (4600 rpm, 4°C), majd atmostam steril desztillalt vizzel (10ml). A folyamatot
megismételtem, majd a feliiluszot dekantaltam, és 5 ml steril LB tapoldattal felontottem. A
kovetkezd 1épésben a baktérium szuszpenziot szonikaltam (Branson Digital Sonifier®) 10 mp-ig,
harom ismétlésben, mellyel azt kivantuk elérni, hogy a sejtfal roncsolodasa altal az UV fény a
sejten beliili térbe jusson. Ezt kovetden higitasi sort készitettem. A szuszpenzié 1ml-ét 9ml
desztillalt viz, és TWEEN 80 keveréket tartalmazo oldatba pipettaztam, igy megkaptam a minta 10*
higitasat, majd ebb8l 1ml-t pipettizva jutottam a 10° higitashoz, melyb8l 100 pl-t szélesztettem LB
tapagarra. A tovabbiakban a szélesztett torzseket UV fénnyel sugaroztam be, harom parhuzamos
beallitasban 10, 20, illetve 30 masodpercig, 30 cm tavolsagbol, majd inkubaltam 28°C-on, 72 6ran
at.

A kovetkez6  szakaszban
sziikségiink  volt  egy  olyan
modszerrendszerre, mellyel az UV
sugarzasnak Kkitett telepek koziil
kivalasszuk azokat, amelyek a ,,vad
tipust” torzsnél nagyobb mértékben

képesek hasznositani PAH

vegyiileteket. Els6 szelekcids

kisérletiink (B. Debajit et al., 2012 3. Kép A szelekciés kisérletekben alkalmazott mikroszervezetek
nyoman) microplate-en Osszeallitott bontasi rendszer volt, melyben benz(a)pirén alkalmazasaval
monitoroztuk a sejtnovekedést. Ezzel parhuzamosan szintén szelekcids céllal alkalmaztunk
rezazurin szinreakcion alapuld modszert (T.F. Guerin et al., 2001 nyoman). A kisérletet megel6zéen
a kiilonbozo iddtartamu UV kezelésen atesett telepeket szélesztettem (LB tapagar) szamozott
jeloléssel ellatott petricsészére annak érdekében, hogy a két parhuzamos kisérlethez egyazon

telepeket hasznalhassuk (3. kép).

3.6.1 Sejtnovekedés monitorozasa

Munkéank ezen szakaszaban (7.a) egy olyan ,screenelési” technologiat alkalmaztunk (B.

Debajit et al., 2012) , mellyel ki tudtuk valasztani azokat az UV sugarzéssal kezelt telepeket,
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melyek a vad tipusu torzsnél nagyobb mértékben képesek novekedni PAH vegyiilet jelenlétében. A
kisérletet microplate-en végeztem (96 well), melynek elsé 1épéseként a vizsgalt PAH vegyiiletbdl,
(benz(a)pirén) 100 ppm koncentracidoban (15mg benza(a) pirént, 1,5ml acetonban), térzsoldatot
készitettem, majd az oldoszer elparolgasat kovetden 1v/v%-ban TWEEN 80 detergenst tartalmazo
Bushnell-Haas (B-H; 0,2 g MgSO4x7H,0; 0,02 g CaCl,x2H,0; 1 g KH,PO4; 1 g KoHPOy4; 1 g
NH4NO3; 0,05 g FeCls; 1000 cm?® desztillalt viz) tapoldatot mértem be 200ul/well mennyiségben.
Ezt kovetden a szdmozott jeloléssel ellatott petricsészékrél a megfeleld sorszamu telepet steril
fogpiszkaloval a well-ekbe mostam. Kontrollként az AK-35 vad tipusa torzset alkalmaztam (1-6
well). A telepeket microplate-razon inkubaltam 28°C-on, 216 o6ran keresztiil. Minden esetben a
sejtnovekedést monitoroztam, (ODgzonm) melyet 24 6ranként olvastam le. Amennyiben az egyes UV
sugarzassal kezelt telepek sejtndvekedése meghaladta a vad tipusu torzs novekedését, azt a

tovabbiakban mas tipust bontasi rendszerben vizsgaltuk.

3.6.2 Rezazurin szinreakcio

Az el6z6 kisérlettel parhuzamosan (7.b), szintén szelekcids céllal végeztiink Rezazurin
szinreakcion alapulé modszert (T.F. Guerin et al., 2001). A Rezazurin (mas néven, Alamar Kék)
egy vizben oldhato, sotétkék indikator festék, mely a rendszerben lezajlo redukcids folyamatok
eredményeként rézsaszinii lesz (Resorufin), amennyiben szénhidrogént bontdé mikroszervezet van
jelen a rendszerben (Tizzard et al., 2006). Rezazurinbol 50 mg-t 1 ml desztillalt vizben feloldottam,
majd ebbdl 100 pl mennyiséget mértem 100 ml Bushnell-Haas asvanyi tapoldathoz, mely 1v/v%-
ban tartalmazott TWEEN-80 detergenst. Benz(a)pirén-bol, 100 ppm koncentracidban (15 mg
benz(a)pirén, 1,5ml acetonban oldva) torzsoldatot készitettem, majd az olddszer elparolgasat
kovetden 200 pl/well mennyiségben Bushnell-Haas asvanyi tapoldatot mértem be. A kisérletben az
AK-35 jelt torzs sorszammal ellatott klonjat alkalmaztam, tovabba kontrollként (1-6 well) a torzs
vad tipusu telepeit. Minden esetben a szinreakciot figyeltem, melyet vizualis megfigyeléssel
elemeztem.

A két szelekcios kisérlet eredményei alapjan 6t klont valasztottunk ki, melyek a kisérletek
eredményeként benz(a)pirén jelenlétében nagyobb sejtndvekedést mutattak az AK-35 vad tipusu
torzsnél, valamint a Rezazurin szinreakcio alapjan volt szénhidrogén hasznositas a rendszerben. A
kovetkezokben a klonok PAH bontasi potencialjat (razoélombikos kisérlet, 8.a), valamint

szénhidrogén bonto képességét vizsgaltuk (gravimetrias modszer, 8.b).
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3.7 PAH bontasi kisérlet folyékony kozegben (UV besugarzast kovetoen)

A Kkisérlettel azt kivantam igazolni, hogy egy microplate-en 6sszeallitott bontasi rendszer
mellett, egy razolombikos kisérletben igazolhaté ¢, az UV fénnyel kezelt telepek nagyobb mértékii
PAH hasznositasa a vad tipusu toérzzsel szemben.

Els6 1épésként az UV-zott telepekbdl torzsinokulumot készitettem (LB tapleves), melyet
28°C-on, 170 rpm fordulaton, 72 oraig inkubaltam. Ezt kdvetéen benz(a)pirénbdl térzsoldatot
készitettem, (50 mg BaP-t, 10 ml acetonban feloldva), melyb6l 1 ml mértem az el6zetesen
sterilezett 300 ml-es Erlenmeyer lombikokba. Az olddszer elparolgasat kovetéen 45ml Bushnell-
Haas asvanyi tapoldatot mértem ra, amely 1 v/v%-ban tartalmazott TWEEN 80 detergenst. A
torzsinokulumot centrifugaltam 4600 rpm fordulaton steril Falcon cs6ben, majd a feliiluszot
dekantaltam és steril Bushnell-Haas asvanyi tapoldattal oOntottem fel, ezt kovetéen ujra
centrifugaltam. Az inokulumokat egységesen ODgoo=1 értékre allitottam, majd 5ml-t mértem a 300
ml-es Erlenmeyer lombikokba, igy kiegészitve 50 ml-re. Az UV fénnyel kezelt telepeken kiviil
alkalmaztunk egy mikrobamentes kontrollt, valamint az AK-35 vad tipust torzset, mint masodik
kontrollt. Az inkubdcios i1d6 leteltével (14 nap, 28°C, 170rpm) a mintdkat kémiai analitikai

vizsgalatra kildtiik.

3.8 Bontasi kisérlet: Gravimetria (UV besugarzast kovetoen)

Az UV sugarzassal kezelt telepekbdl torzsinokulumot készitettem (30ml LB tapleves),
melyet 72 oran at razattam 28°C-on, 170-rpm fordulatszamon. Az igy nyert szuszpenziobodl 5-5 ml-t
100ml OIR III. tapoldatba mértem, [5,0 g (NH4).SO4 1 g K,;HPO4 0,5 g KH,PO4; 05 g
MgSO,x7H,0; 0,2 g CaCl,x6H,0, 0,01 g FeSO,x7H,0, 1000 cm?® desztillalt viz], melyhez
egyediili szénforrasként 2 ml (nagyjabol 1,7g) 3:2 aranyu nyers gazolaj-kdolaj keveréket adtam. A
mintak mellett baktérium szuszpenzidét nem tartalmazd gazolaj-kdolajjal hasonloan kiegészitett
OIR-III &svanyi tapoldatot alkalmaztam kontrollként, valamint az AK-35 vad tipust torzset. A
lombikokat ezutan 28°C-on, 120 6rén at, 170 rpm fordulaton razatva inkubaltam. A szénhidrogén

bontasi képesség vizsgalatat a 3.2 fejezetben leirtaknak megfelel6en végeztem el.
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4 Eredmények és értékelések

4.1 A gravimetria, a passzalas és a Korongdiffuzios vizsgalat eredményei

Mint azt a 3. fejezetben bemutattam, vizsgalatainkat olyan mikroszervezetekkel végeztem,

melyek szénhidrogénekkel szennyezett teriiletekrél szdrmaznak. Els6 1épésben az INNOSAFE,

valamint SAFEREMED torzsek szénhidrogén bontasat vizsgaltam gravimetrids modszerrel, majd
ezeket haromszoros olajos razatassal passzaltam annak érdekében, hogy a bontasi képességiiket
fokozzam. Hosszu id6n keresztiil laboratoriumi koriilmények kozott tarolt, bonto térzsek esetében

ugyanis eléfordulhat, hogy bontasi képességiik csokken, mivel a rendszeres atoltasok soran a

mikrobak enzimrendszere adaptalodik a taptalajokban alkalmazott gliikozhoz, mint szénforrashoz.

Ezt kovetden elvégeztem a gylijteményes torzsek PAH bontési képességét felmérd korongdiffizids

kisérleteket.
Torzsek icl TPH PAH korong
orzsek jele ., . - P
Fajnév Gravimetria | Passzalas Bap | Baa Flu
3 parhuzamos meérés atlaga
AK-35 Rhodococcus erythropolis 26,16 + + +
AK-36 Rhodococcus globerulus 21,60 35,57 - - -
AK-37 Rhodococcus pyridinivorans 2,51 26,96 + + +
AK-38 Rhodococcus gordoniae - - -
a AK-40 Rhodococcus rhodochrous +
'-'EJ AK-44 Rhodococcus aetherivorans +
‘é':J CHB-20p Chryseobacterium hungaricum n/sz
|
I&L CHB-15p Rhodococcus pyridinivorans n/a n/a + + +
(2]
NCP-3 Pseudomonas putida 19,18 22,11 _ - -
NCAIMB- .
P
1494 seudomonas putida na na ; _ -
DSM 7226 Brevundimonas vesicularis n/a nla . - -
TBF2/20.2 Olivibacter oleidegradans 21,23 - + + -
E 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 - - -
SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii n/sz

1. tablazat A vizsgalt torzsek szénhidrogén (TPH) bont6 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
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Az 1. tablazat tartalmazza, a gyiijteményes torzsek gravimetrias méréseit, a passzalt torzsek
szénhidrogén bontasi eredményeit, valamint a korongdiffuzios kisérletek (PAH korong)
leolvasésait. A tablazat adatai alapjan lathat6, hogy a gravimetrids mérések eredményéhez képest, a
passzalast kovetden egyes torzsek bonto kapacitasa jelentdsen megnétt. Ezek koziil is kiemelkedden
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 kdzel 30-40%-al nétt a bontasi potencial. Hozzajuk
hasonléan az AK-36 (Rhodococcus globerulus), az AK-37 (Rhodococcus pyridinivorans), valamint
az NCP-3 (Pseudomonas putida) esetében is 15-25% novekedés figyelheté meg a kezdeti
gravimetrias mérésekhez viszonyitva. A korong diffuzios vizsgalatok soran, a SAFEREMED tagjali
koziil az AK-35, AK-37, AK-40, AK-44, és a CHB-15p (Rhodococcus pyridinivorans) jelolésiiek
novekedtek benz(a)pirén (BaP), benz(a)antracén, (BaA), és fluorantén (Flu) vegyiiletekkel kezelt
korongokon. Az INNOSAFE torzsgylijteménybdl kizarolag a TBF2/20.2 mutatott novekedést,
tovabba a 3 PAH vegyiilet koziil csak a benz(a)pirén (BaP), és benz(a)antracén, (BaA)
vegyiiletekkel kezelt korongokon (4. kép) jelent meg.

k ‘

/

4. Kép A TBF2/20.2 torzs novekedése a PAH vegyiiletekkel kezelt korongokon, benz(a)pirén (BaP),
benz(a)antracén (BaA) és fluorantén (Flu) kezelés esetén

4.2 Egyiittszaporitasi vizsgalatok
A PAH bontasi kisérletbe olyan térzsekbdl alakitottunk ki torzsparokat, melyek a passzalas,
valamint a gravimetria eredményei alapjan jelentés (50% feletti) szénhidrogén bontasi kapacitassal

rendelkeztek és/vagy a korong diffizios vizsgalat eredményeként telepeket képeztek a PAH
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vegyllettel kezelt korongokon. Azt vizsgéltuk, hogy egymas jelenlétében milyen mértékben
képesek szaporodni, illetve gyakorolnak-e egymasra gatlo hatast. A 3.4 fejezetben ismertetett
modon az ¢éldsejt szamolas eredményeit a 2. tdblazat tartalmazza, melyet eltérd telepmorfologia

alapjan allapitottunk meg.

Vizsgalt torzsparok CFU/ml 72 éra utan
AK-35 + AK-38 (R. erythopolis +R. gordoniae) 109\108
AK-40 +CHB-15p (R. pyridinivorans + R. rhodochrous) 109\109
AK-38 + NCP-3 (R. gordoniae + Pseudomonas putida) 108\109
TBF2/20.2 + AK-35 (O. oleidegradans + R. erythopolis) 105\109
TBF2/20.2 + AK-40 (O. oleidegradans + R. pyridinivorans) 108\0
TBF2/20.2 + AK-44 (O. oleidegradans + R. aetherivorans) 109\0

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

Az eredményekbdl lathato, hogy a 72 6rds razatdst kovetden az AK-35 + AK-38, az AK-40
+ CHB-15p, valamint az AK-38 + NCP-3 torzsparok voltak képesek kozel azonos, és kelloképpen
magas €16 sejtszamban (CFU/mI, vagyis ml-kénti 6sszes €16 sejtszam) szaporodni. A TBF2/20.2 +
AK-35 torzsparok esetében a 72 oras razatast kovetden az AK-35 volt képes magas €16 sejtszamban
(10° CFU/mI) szaporodni, a TBF2/20.2-vel szemben (10° CFU/mI). 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 6ras razatast kovetden kozel azonos és
magas ¢l0 sejtszamban volt képes szaporodni, a tovabbiakban els6ként ezen paros bontasi

képességét vizsgaltam folyékony tapoldatban, PAH vegyiiletek bontasara.

4.3 PAH bontasi kisérlet eredményei

4.3.1 PAH bontas torzskeverékkel
Az analitikai vizsgéalatra kiildott tapoldatokbol visszamért egyes PAH vegyiiletek

mennyiségének atlagat, valamint a kontroll mintdk (4svanyi tapoldat és Tween 80 keveréke)
atlagahoz viszonyitott eredményeit a 3. tabldzat mutatja be az AK-35 + AK-38 torzskeverék
esetében. A tablazat elsd oszlopaban az alkalmazott PAH vegylileteket tlintettem fel. A mésodik
oszlopban a kontroll mintdk eredményei lathatoak, ehhez hasonlitottuk a harmadik oszlopban
talalhato, torzsparral beoltott mintdk eredményeit. A méréseket akkreditalt kémiai analitikai

laboratérium végezte.
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Kontroll AK-35 + AK-38 Torzsek bontasi%-a
3 ismétlés atlaga kontrollhoz képest
ug/minta
BaA 6200 5320
BaP 6425 5005
Flu 7305 6835 6,4
BaA + BaP + Flu 19930 17160 13,9

3. tablazat: a 14 napos bontasi kisérlet soran kémiai 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 vegyliletet egyiittesen tartalmazé oldat esetében 14% koriili bontast mutatott a
kontrollhoz képest az analitikai vizsgalat. A bontasok nem jelentés mértékiiek, de figyelembe kell

venni, hogy a kisérlet idétartama minddsszesen 14 nap volt.

4.3.2 PAH bontas individualis torzsekkel

A torzsparokkal végzett bontési kisérlettel parhuzamosan PAH bontast végeztiik individualis
torzsekkel is, melyek esetében az inkubacids id6t 14 naprol 21 napra emeltiik. Ezen torzseket a
korongdiffuzios vizsgalatok eredményei alapjan valasztottuk ki (1. tablazat). A kisérlet eredményeit
a 4. tablazat tartalmazza. Ezen vizsgalatokat 3 parhuzamos ismétlésben végeztem. A mintakat

szintén akkreditalt laboratorium vizsgalta be.

Bontasi % (3 parhuzamos mérés atlaga)
Minta jele Flu BaA BaP
AK-35 2,3 0,0 0,6
AK-37 7,8 0,9
AK-40 0,7 5,5
AK-44 1,1
CHB-15p 2,5 0,0 0,2
TBF2/20.2 0,8 0,0 0,0

4. tablazat a PAH bontas %-ban a kontrollhoz viszonyitva

Az eredményekbdl lathato, hogy 10% feletti bontast az AK-37, az AK-40, tovabba az AK-
44 mutatott. Az eldzetesen elvégzett korongos vizsgalat eredményeként ezek a torzsek mindegyike
képzett telepeket a filteren. Megfigyelhetd, hogy ez esetben a legnagyobb bontési kapacitas 12,2%
volt benz(a)pirénre nézve (AK-44), mig az elézéekben leirt torzspar (AK-35+AK-38) ennek kozel

dupldjat eredményezte, kevesebb iddintervallum alatt. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a két torzset
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tartalmazd mikroba konzorciumok nagyobb mértékben voltak képesek a bontdsra, annak ellenére,

hogy az individualisan vizsgalt torzsek esetében az inkubacios id6t egy héttel megnoveltiik.

4.4 Az OxiTop talajrespiracios vizsgalat eredményei
A kisérletben az egyes torzskeverékek, elsé 1épésben az AK-35 + AK-38 bontasi képessé¢gét
vizsgaltuk PAH komponensekkel szennyezett kornyezeti mintan. A vizsgalt torzskeverék egyes
tagjai, ugyanis kozel azonos, és kelloképpen magas €16 sejtszamban voltak képesek szaporodni (4.2
fejezet), valamint eredményeink alapjan PAH bontod képességgel birhatnak. Az OxiTop vizsgalat
inditasaval egy idoben a PAH komponensekkel szennyezett kiindulasi talajminta kémiai analitikai
vizsgalata IS megtortént. Az 1. szamu mellékletben tiintettem fel az analitikai vizsgalatok

eredményeinek teljes jegyzékét.

100

40

20 -

Osszes PAH naftalinok nélkiil (%)

E Kontroll M Desztilldltvizes kontroll & AK-35 + AK-38

5. tablazat Az OxiTop kisérlet kémiai analitikai eredményei

Amennyiben az 6sszes PAH eredményt tekintjiikk 1athato, hogy a kiindulasi talajminta (1.
szamu melléklet) eredményéhez (299,59 mg/kg) képest a kezeletlen (Kontroll) mintak méréseinek
érteke is kevesebb (259,4 mg/kg). Ez 13%-0s csokkenést jelent, amely a rendszerben az abiotikus
veszteség. A két torzzsel (AK-35+AK-38) beoltott rendszer atlag értéke (165,6 mg/kg), ami
Osszehasonlitva a kezeletlen kontroll atlagaval (259,4 mg/kg) 36%-os bontast jelent, de a desztillalt
vizes kontroll is kozel 15%-0s csokkenést mutatott. Ez alapjan megallapithato, hogy a desztillalt
vizes kezelés az alkalmazott talajon elésegitette a biodegradacios folyamatokat, de az AK35 + AK-

38 torzskeverékkel kezelt talajminta magasabb bontast mutatott.
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Az 5. abran az OxiTop vizsgéalat nyomasvaltozasanak gorbéjét tiintetem fel. Az abrén az x

tengelyen az id6 tényez6t, az y tengelyen a nyomasvaltozas lathato. Piros vonallal a szeldztetés

idOépontjat jeldltem.
Az AK-35+AK-38 Respiracios gorbéje
o N e
0.p0 2.00 4,00 6,00 8.00 10,00 12,00 14,00 16,00

50 \
-100
\ —Kontroll I.
150

©
m -
< ——Kaontroll 11.
8
N -200 -
g Deszt. Viz |.
S

-250
® 2
‘© \\ ' Deszt. Viz II.
£ \
% 2300 -

\ —— AK-35+AK-38 |.
-350
\ AK-35+AK-38 II.

-400 ————

-450

Id6 (nap)

5. abra Az 1. OxiTop kisérlet soran bekovetkezett nyomasvaltozas gorbéje a kiilonboz6 kezelések esetében

A vizsgalat soran a kezeletlen Kontroll I. és Kontroll 11. jeld talajmintak esetében minimalis
respiracios értékek lathatoak, a kirajzolt gorbék esetében megfigyelhetd, hogy alig hagyjak el a 0-10
hPa kozotti értéket. Ezzel szemben a desztillalt vizzel kezelt talajmintak (Deszt. Viz I., Deszt. Viz
II.) esetében mar kozepes respiracios aktivitds figyelhetd meg. A torzskeveréket tartalmazo
talajmintak magas respiracios értékeket adtak a vizsgalat ideje alatt, mely mindkét esetben -390hPa
korili érték volt. Atlagos nyomascsokkenés: Kontroll I.-1I. = -6 hPa; Deszt. Viz I.-1l. = -161 hPa;
AK-35+AK-38 I.-1l. = - 396 hPa.

A kovetkezékben azt kivantuk igazolni, hogy mas torzsparokat alkalmazva, melyek
egyiittesen szaporitva kelléen magas €16 sejtszamban voltak képesek novekedni, tovabba igazoltan
jo TPH bontéssal rendelkeznek, képesek e, ebben a kozegben a szennyezdanyagok hasonld mértéki
eliminalasara. Ebben a kisérletben az AK-38 + NCP-3 (R. gordoniae + Pseudomonas putida),
valamint a CHB-15p + AK 40 (R. pyridinivorans + R. rhodochrous) parositassal, kiegészitve az
el6z6ekben is alkalmazott desztillalt vizes kezeléssel, valamint egy kezeletlen kontroll mintaval

szintén hadrom parhuzamos ismétlésben. A masodik OxiTop kisérletben alkalmazott talajmintat (ijra
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homogenizaltuk. A 2. szamt mellékletben feltiintettiik a homogenizalt kiindulasi talajminta (RTK-
0229) analitikai eredményit. A kezeletlen kontroll mintak (Kontroll atlag), a desztillalt vizzel kezelt
mintak- (Desztillalt viz), illetve a torzsparokkal {(AK38 + NCP3), (CHB15p + AK-40) kezelt

mintdk eredményeinek atlaga a 6. tablazatban lathato.

100 -

80 -

60 -

40 -~

20 A

Osszes PAH naftalinok nélkiil (%)

W Kontroll M Desztillalt vizes kontroll M AK-38 + NCP-3 B CHB-15p + AK-40

6. tablazat A masodik OxiTop kisérlet kémiai analitikai eredményei

Az elsé OxiTop-os vizsgalat eredményeihez hasonloan a desztillalt vizes kezelés ebben az
esetben is csokkentette (18%-al) a PAH vegyiiletek mennyiségét, vagyis igazoltuk, hogy a
desztillalt vizes kezelés esetében is megfigyelhetd biodegradacio. Az AK-38 + NCP-3 torzskeverék
a kontroll mintdhoz viszonyitva 24%-os bontast mutatott PAH vegyiileteken, amely a desztillalt
vizes kezeléshez viszonyitva 7% tobblet. A CHB15p + AK-40 torzskeverék a kezeletlen kontroll
mintdhoz viszonyitva kozel 18%-o0s bontast eredményezett, amely a desztillalt vizes kezelést kapott
minta bontési szazalékat megkozelitd érték. A vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a kisérletbe
vont két 0j torzspar kevésbé hatékony a PAH vegyiiletek bontésa tekintetében, mint az elézéekben
vizsgalt AK-35 + AK-38 torzskeverék. A tovabbi genetikai nemesitési feladatba ezek alapjan az
AK-35 (Rhodococcus erythropolis) jelzésii torzset vontam be, mivel az eddigi eredmények alapjan
ez a torzs volt képes a vizsgalt torzsgylijtemény tagjai koziil a legnagyobb mértékben poliaromas
szénhidrogének bontasara.

Dolgozatom kdvetkezd szakaszdban bemutatom az UV besugarzast kovetden végzett kisérletek

eredményeit.

4.5 A Sejtnovekedés monitorozasanak eredményei
A bontasi kisérletet microplate-n (96 well) allitottam 6ssze. Az UV besugarzast kovetéen az

egyes telepeket izolaltam, majd sorszammal ellatott petricsészére szélesztettem, igy minden egyes
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telep meghatarozott sorszammal rendelkezett. A szelekcios kisérletben, igy kiilonb6z6 idétartamt
UV besugarzassal (10, 20,30 masodperc) 90 kezelt telepnek vizsgaltuk a sejtndvekedését, tovabba 6
wellben az AK-35 vad tipust torzsét. A rendszerben egyediili szénforrasként benz(a)pirén allt
rendelkezésre. Elsddleges célunk volt, hogy kivalasszunk olyan potencidlisan PAH hasznosito
mikroszervezeteket, melyek az UV besugarzas hatasara a vad tipusu torzsnél nagyobb mértékben

képesek poliaromas szennyezéanyagok hasznositasara. Az alabbi, 7. tablazatban lathatdak a kisérlet

eredményei.
lenek Inkubacio idoé (216h) Novekedési | Sejtnovekedés
Te epe rata (%-ban)
sorszama ODGZOnm
Oh 24h 48h 72h | 120h | 168h 216h
AK-,35 0,384 | 0,442 | 0,834 | 1,121 | 1,179 | 1,194 | 1,193 0,810 100%
vad tipus
uVv-10 12 1,063 | 1,151 | 1,382 | 1,449 | 1,499 | 2,154 | 2,401 1,273 157%
sec 28 0,763 | 1,000 | 1,228 | 1,394 | 1,410 | 1,654 | 2,036 1,338 165%
UV-20 4 0,520 | 1,001 | 1,345 | 1,424 | 1,327 | 1,580 | 1.619 1,060 130%
sec 15 0,761 | 1,120 | 1,467 | 1,590 | 1,573 | 1,711 | 1.762 0,950 117%
UV 13 | 0,606 | 0,040 | 1,236 | 1,427 | 1,581 | 1,628 | 1,615 | 1,009 124%

7. tablazat Az ODgonMm-en mért sejtnévekedés eredményei

A tablazat els6 oszlopaban az AK-35 vad tipusu torzset, valamint az UV sugarzas
idotartamat (10, 20, 30 sec) jeloltik. A vizsgalt 6t klon sorszama a tablazat masodik oszlopaban
lathat6. A tablazatban a 216 ora alatt mért optikai denzitds értékek lathatoak, az egyes klonokra,
illetve a vad tipusu torzsek (6 db) atlagara vonatkoztatva. Mivel a kiindulasi érték nem azonos, igy a
mért értékekbdl novekedési ratat szamoltunk. Az inkubacids id6 végén (216 o6ra), és a nulladik
Oraban mért érték kiilonbségébdl megkaptuk a novekedési ratat, melynek értéke %-ban, az AK-35
vad tipust torzsek atlagahoz viszonyitva, a tablazat utolsé oszlopaban lathatd. Amennyiben a klon
novekedési rata értéke (10% felett) meghaladta a vad tipust torzsét, azt a tovabbiakban a
razolombikos kisérletben vizsgaltuk. A tablazatban a vizsgalt klonok koziil azt az ot telepet

tiintettiik fel, melyekre ez a feltétel teljesiilt.

4.6 Rezazurin szinreakcio eredményei
A masodik szelekcios kisérletben Rezazurin reagenst alkalmaztunk a szénhidrogén bontés
kimutatasara. A micorpalte-n osszeallitott rendszerben egyediili szénforrasként benz(a)pirén allt
rendelkezésre. Amennyiben torténik szénhidrogén bontas a rendszerben, az pozitiv szinreakciot
eredményez. A kisérlet eredményeit az alabbi, 8. tablazat tartalmazza. A kisérletben az AK-35 vad

tipusu torzset, valamint a ,,sejtndvekedés monitorozasa” kisérletben jelentds valtozast mutato, UV
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sugarzassal kezelt klonokat alkalmaztuk, melyeknek sorszama a tablazat masodik oszlopaban

lathatd. A Rezazurin sotétkék szinti indikator festék. Amennyiben szénhidrogén hasznositas torténik

a bontasi rendszerben, az rozsaszin szint eredményez, melyet a vad tipusu torzs, és az egyes UV

sugarzassal kezelt telepek esetében ,,+-al jeldltiink.

Inkubacio id6 (216h)
Telepek Vizualis meghataroza
sorszama graarozas
24h 48h 72h 120h | 168h | 216h
AK-35 vad - - + T T +
tipus
12 + + + + + +
UV-10sec 28 " " " " " "
4 + + + + + +
UV-20 sec 15 n n n n " n
UV-30 sec 13 + + + + + +
8. tablazat A rezazurin szinreakcié eredményei
Jelmagyarazat: ,,+” szinreakcié tortént ,,-” nem tortént szinreakcio6

4.7 PAH bontasi kisérlet folyékony kozegben (UV besugarzast kovetéen)

A kisérlettel azt kivantuk igazolni, hogy a microplate-n Osszedllitott bontasi rendszerrel

szemben, az egyes UV sugarzassal kezelt telepek PAH bonto képessége meghaladja e, az AK-35

vad tipusu torzs bontasi képességét razdélombikos kisérletben. A szelekcios kisérletekre alapozva

azokat az UV sugarzassal kezelt telepeket alkalmaztuk, melyeknek sejtndvekedése meghaladta a

vad tipust torzsét, valamint a Rezazurin szinreakcid soran pozitiv eredményt mutatott. A kisérlet

eredményeit a 9. tablazat tartalmazza.

PAH bontasi kisérlet folyékony kozegben (UV)
(3 parhuzamos mérés atlaga)

Telepek sorszama

Bontasi % (Kontroll)

12 24%

UV 10sec. 28 3%
UV 20sec. 4 13%
15 17%

UV 30sec. 13 0%
AK-35 vad tipus 22%

9. tablazat A PAH bontasi kisérlet eredményei

A téblazat elsé oszlopaban jeloltiik az UV sugarzas idotartamat, és a hozza tartozo klon

sorszamat, valamint az AK-35 vad tipusu torzset. Az eredmények alapjan az a megallapithato, hogy

az UV sugarzassal kezelt telepek bontasi potencialja nem haladta meg a vad tipust torzs bontasi

képességét, hiszen a mikrobamentes kontrollhoz viszonyitva a vad tipusu térzs 22%-ban, a vizsgalt
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telepek kozil a két legjobb (12, valamint a 28 jel6lésii) 24%-ban volt képes a benz(a)pirén
bontasara a 14 napos inkubacids id6 alatt. A bontasi szazalék a kisérlet eredményei alapjan
meghaladja a torzskeverékek (4.3 fejezet) esetében tapasztalt nagysagrendet. Ennek egyik
lehetséges magyarazata, hogy itt azért lehetett intenzivebb a bontas, mert ez esetben csak egy PAH

vegylilet [benz(a)pirén] szerepelt az oldatban.

4.8 Bontasi kisérlet: Gravimetria (UV besugarzast kovetoen)

A szelekcios kisérletekre alapozva, a razolombikos kisérlettel parhuzamosan a vad tipusu
torzs, és az UV sugarzassal kezelt telepek szénhidrogénbontd képességét is vizsgaltuk gravimetrias
modszerrel. A kisérlettel szintén azt kivantuk igazolni, hogy az egyes UV sugérzassal kezelt telepek
szénhidrogén bontd képessége meghaladja e, a vad tipust torzs bonto képességét. Az eredményeket

az alabbi, 10. tablazat tartalmazza.

Gravimetria (UV)
(3 parhuzamos mérés atlaga)
Telepek sorszama Bontasi %

12 44%

UV 10sec. 28 7%
UV 20sec. 4 18%
15 31%

UV 30sec. 13 23%
AK-35 vad tipus 35%

10. tablazat A gravimetrias mérések eredményei

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az AK-35 vad tipust torzs 35%-os bontast
mutatott, mely értéket az egyes klon telepek koziil, a 12. sorszamu volt képes a legnagyobb
mértékben meghaladni, igy 44%-al csokkenteni a mintha szénhidrogén tartalmat. Vagyis, az UV
sugarzas hatasara sikeriilt intenzifikdlnunk valamelyest a szénhidrogének bontasat. Volt tehat egy
olyan kloénunk, amelynek a degradacios eredményei (hdrom ismétlés szerint) megnovekedtek a 10
masodperces UV sugarzas hatdsara. Azt, hogy a valtozas valéban mutacié eredménye genetikai

modszerekkel kellene vizsgalnunk, amelyek elvégzése a jovO kutatasi feladata.
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5 Kovetkeztetések és Javaslatok

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

Els6é 1épésként a torzsgylijtemény tagjainak szénhidrogén bontd képességét vizsgaltuk
gravimetrias modszerrel, majd haromszoros olajos razatassal passzaltuk a torzseket, melynek soran
a SAFEREMED torzsgyiijtemény tagjai koziil az AK-35 (Rhodococcus erythropolis), AK-38
(Rhodococcus  gordoniae), AK-40 (Rhodococcus rhodochrous), AK-44 (Rhodococcus
aetherivorans), tovabba az INNOSAFE torzsgyijteményb6l a TBF2/20.2 (Olivibacter
oleidegradans) mutatott 50% feletti bontast.

Poliaromas szénhidrogének lebonthatosaganak vizsgalatait a korongdiffizios eljarassal
kezdtiik, eszerint a torzsgyljtemény tagjait szelektaltuk PAH vegyiileteken torténd novekedésiik
alapjan. A korong diffuziés vizsgalatok sordan, a SAFEREMED tagjai kozil 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) vegyiiletekkel
kezelt korongokon. Az INNOSAFE torzsgylijteménybdl kizarélag a TBF2/20.2 (Olivibacter
oleidegradans) mutatott névekedést, tovabba a 3 PAH vegyiilet koziil csak a benz(a)pirén (BaP), és
benz(a)antracén, (BaA) vegyiiletekkel kezelt korongokon. Ezen torzseket a tovabbiakban bontasi
kisérletbe vontuk. Els6 1épésben fenti mikrobak tagjaibol torzsparokat alakitottunk ki, amelyekkel
vizsgaltuk a PAH vegyiiletek bontasanak mértékét folyékony kozegben. Ezzel parhuzamosan
végeztiink PAH bontési kisérleteket individualis torzsekkel is, szintén szubmerz tenyészetekben. Az
eredmények alapjan elmondhato, hogy az individualis torzsek esetében az AK-37, AK-40, AK-44,
7,8-15,5% kozotti értékben bontottak a fluorantént, valamint 5,5-12,2% kozotti értékben a
benz(a)pirént. 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. Mivel a
harom vizsgalt PAH vegyiilet egyiittesen volt jelen a rendszerben, egyes szakirodalmak szerint,
ezen anyagok gatolhatjadk egymas lebonthatosagat (Haritash et al.,2009), igy elképzelhetd, hogy a
vizsgalt mikroszervezetek ennek kovetkeztében nem tudtak nagyobb mértékben hasznositani ezen
vegyiileteket. Azonban az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a torzskeverék nagyobb

bontasi potenciallal rendelkezett poliaromas szennyezdanyagok esetében.
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Az OxiTop talajrespiracios vizsgalatot két parhuzamos ismétlésben végeztik el. Az
eredmények alapjan az a megallapitas tehetd, hogy az AK-35+AK38 torzskeverék 36%-ban
csokkentette a vizsgalt talajminta poliaromas szennyez6it. Az AK-38+NCP-3, illetve a
CHB15p+AK40 torzspar bontasi kapacitasa ettél elmaradt. Ezen feliil érdekes, hogy a desztillalt
vizes 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. 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 alkalmazéséaval elérhetd a PAH vegyiiletek biodegradéacioja, de akar egy vizes kezelés is
degradacora késztetheti a karhelyen 1évd mikrobak6zdsséget.

Kisérleti rendszeriink kovetkezd szakaszaban az AK-35 jeli torzs szénhidrogén bontési
képességének intenzifikalasat thztik ki célul UV besugdrzas alkalmazasaval. Az eddigi
eredményeink ugyanis megmutattak, hogy az Oxitop rendszerben, valamint PAH bontast vizsgalva
szubmerz tenyészetben ez a torzs rendelkezett legnagyobb mértékben bontd képességgel a vizsgalt
torzsgyljtemény tagjai koziil. Az UV sugarzasnak kitett telepeket izolaltuk, majd a petricsészére
szélesztett sorszamozott telepekbdl (klonok) microplate-n Gsszeallitott szelekcios kisérletekkel
kivantuk kivalasztani azokat a telepeket, amelyek PAH bonté képessége meghaladja a vad tipust
torzsét. Az eredmények szerint 6t UV sugarzassal kezelt telep sejtndovekedése haladta meg a vad
tipusu torzsét benz(a)pirén jelenlétében, valamint ezek a telepek pozitiv szinreakciot mutattak
Rezazurin reagens alkalmazasaval. Ezen eredményekre alapozva, 6t UV sugarzassal kezelt telepnek
vizsgaltuk a PAH bontasi képességét szubmerz tenyészetben, valamint a szénhidrogén bontédsat
gravimetrids modszerrel. A gravimetrids mérések eredményeit tekintve az 12 jelolésti klon (10
masodpercig UV kezelt) szénhidrogén bontd képessége 44%-volt, mely egyediiliként haladta meg a
vad tipust torzs 35%-os bontasi képességét. Szintén ez a klon a mikrobamentes kontrollhoz
viszonyitva 24%-0s bontdst mutatott, amely csak kis mértékben volt képes meghaladni a vad tipust
torzs PAH bontd képességét (22%). A kisérletben csak benz(a)pirén jelenlétében vizsgaltuk a
bontast, 100ppm koncentracioban, mig az elézdekben vizsgalt torzsek esetében, 450ppm
koncentracioban individudlisan a bontas ettl joval elmaradt, és torzskeverék esetében is 6-22%
kozotti értéket kaptunk. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy az egyes mikroszervezetek, a til magas

PAH koncentraci6 kovetkeztében nem voltak képesek ezen szennyezdanyagok hasznositasara.
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Az Oxitop talajrespiracios vizsgalat, ¢s a PAH bontas vizsgalata folyékony kozegben
kisérlet esetében 14 nap volt a kontaktid6, azonban néhany szakirodalom 30-40 nap lebontasi id6t
emlit, ezért elképzelhetd, hogy hosszabb tavu kisérlet soran jobb bontdsi hatasfok érhetd el
poliaromés szennyezdanyagok tekintetében. Javaslataim a tovabbi kutatasokat illetéen a
kovetkezdk:

- PAH bontasra alkalmas mikroszervezetek tovabbi keresése, bonto képességiik vizsgalata a
kisérleti rendszeriink alapjan.

- Az OxiTop rendszerben a desztillalt vizes kezelés igazoltan biodegradaciés folyamatokat
eredményezett, ezért ebbdl a vizes kozegbdl bontdé mikroszervezetek izolalasa, faj szinti
identifikacidja (16S rDNS szekvencia analizisalapjan). Amennyiben ezek human-, ¢és
kornyezetegészségiigyi kockazatot nem jelentd torzsek, szénhidrogén bontéasi kisérletbe torténd
bevonasuk.

- Az egyes izolalt mikroszervezetek PAH bontd képességének vizsgalata mesterségesen
kontamianalt laboratoriumi mintan, vizsgalva a torzsek individualis bontasi képességét.

- Az individualis bontas eredményei alapjan azon torzsek kivalasztasa, melyek PAH bontasi
képességgel birnak, valamint ezen vizsgalt torzseknek egyiittes szaporithatosaganak vizsgalatara
iranyulo kisérletek elvégzése torzsparok kialakitasa céljabol.

- Amennyiben a szénhidrogén bontéasi képesség ndvekedése igazolt az UV besugarzast
kovetden, a vizsgalt torzseknek molekularis biologiai modszerekkel, a mutacié igazolasara iranyuld
vizsgalatok elvégzése sziikséges.

- Fermentacios vizsgalatok az egyes - igazoltan jo bontasi képességgel, meghatarozott bontasi
spektrummal rendelkezé - torzsekkel, igy vizsgalva azok ipari méretli szaporithatosdganak
lehetdségét, valamint azt, hogy a késdbbiekben alkalmazhatéak-e mint oltdanyag alkotd torzsek

bioremediécios karmentesitési technoldgiakban.

41



6 Osszefoglalas

A poliaromas szénhidrogének, mint szennyezOanyagok, kdolajokban,
kodolajszarmazékokban, illetve termékeiben eléforduld, valamint szerves anyagok tokéletlen égése
soran keletkez6 vegyiiletek, amelyek nehezen lebonthatok, perzisztensek. Kornyezetvédelmi
jelentdségiiket noveli, hogy huméan egészségiigyi hatdsaikat tekintve eddig hét PAH vegyiiletrdl
bizonyosodott be human karcinogén hatas, tovabba egyeseknek mutagén, teratogén, valamint
hormonhaztartdst zavard6 (EDC) hatasaik is ismertek. Munkam célja olyan mikroszervezetek
keresése volt, melyek okszertien alkalmazhatoak PAH vegyiiletek biologiai lebontasara.

Ennek  érdekében a  Kornyezetvédelmi  és  Kornyezetbiztonsagi ~ Tanszék
torzsgyljteményének felhasznalasaval olyan mikrobdkat valasztottunk ki, amelyeket korabban
kéolajszdrmazékokkal (TPH, BTEX, PAH) szennyezett teriiletekrdl (talaj-, talajvizmintdkbol)
izolaltak. A kivalasztott mikroszervezetekkel bontdsi kisérleteket végeztiink, amelyek soran
degradacios képességiiket vizsgaltuk harom munkafazisban. Az els6 1épésben harom PAH vegytilet
[benz(a)pirén, benz(a)antracén, fluorantén]| bontasara alkalmas torzseket szelektaltunk. A masodik
szakaszban folyékony taptalajban razatott mikroba tenyészetet alkalmaztunk, hogy a torzsek PAH
degradacios képességét elemezziik. A harmadik munkaszakaszban OxiTop respirdcids vizsgalatot
végeztiink PAH, és TPH szennyezett karhelyrdl szdrmaz6 talajmintan.

Ezen eredményekre alapozva kivalasztottunk olyan torzseket, melyeknek a PAH bontasi
képességét kivantuk fokozni UV besugarzas alkalmazéasaval. Egyes szakirodalmak szerint ezzel a
modszerrel magasabb bontasi képesség érhetd el. A mddszer 1ényege olyan genetikai muticiod
indukalasa, amellyel a degradacios képesség fokozhatd. A kisérletet harom bedllitasban végeztiik,
melyben a legjobb bontdé (Rhodococcus erythropolis), AK-35 vad tipusu torzsek telepeit 10, 20,
valamint 30 masodpercig UV fénnyel kezeltiik. A kezelt telepekkel microplate-n Gsszeallitott
bontasi rendszert allitottunk ssze, amelyben benza(a)pirén-t alkalmaztunk. Elsédleges célunk volt,
hogy kivalasszuk azokat a telepeket, melyek az UV besugarzas hatasara magasabb sejtnovekedést
mutatnak (OD meérés alapjan), mint a vad tipusu torzs. Ezzel parhuzamosan szintén szelekcios céllal
alkalmaztunk rezazurin szinreakcion alapulé modszert. A rezazurin reagens pozitiv szinreakciot ad,
amennyiben szénhidrogén bontés torténik a rendszerben. Az eredmények alapjan kivalasztottuk
azokat a telepeket, amelyek a két szelekcios kisérlet alapjan jobb eredményt mutattak a vad tipusu
torzsnél, majd ezeknek in vitro folyékony kozegben vizsgaltuk a bontasi képességét
benz(a)pirénnel, illetve gazolaj-kdolaj keverékével. A gravimetras mérések eredményeként egy UV

sugarzassal kezelt telep szénhidrogén bontd képessége haladta meg a vad tipust torzsét.
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9 Mellékletek

1. 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 6sszesen 259 220,8 180,75 128,32 41,88 29,0
Acenaftilén <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[alantracén 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 nélkul 299,59 259,4 219,09 165,6 36,16 24,4
Osszes alifas
szénhidrogén 43100 46750 40900 38700 17,22 5,38

11. tablazat A 1. OxiTop kisérlet kémiai analitikai eredményei
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2. szamu melléklet

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

K DV K DV
Komponens RTK-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 | 21,11 137,17 | 29,43 | 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 3,51 | -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

12. tablazat A 2 OxiTop vizsgalat kémiai analitika eredményei
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