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I. Elméleti rész

I.1. Bevezeto

A szinezékek komoly kornyezeti problémat jelentenek napjainkban. A festékekkel
szennyezett vizek tonkre teszik a talajt, negativan befolydsoljdk vizi €lovilag életet,
mutagén hatasuk van [1].

A mesterséges szinezékek lebontdsa, komoly kornyezeti problémat jelent hosszu
tdvon nagy stabilitdisuk miatt. A degradici6 a szerkezet filigvénye, szdmos szinezék
aromds rendszereket tartalmaz, mely nagymértékben megnoveli a stabilitdst [2].

A természeti szennyezetts€ég méretei jelentdsek, tobb mint 100.000 szinezék
ismert és iparilag haszndlt, a felmérések szerint az ipar 700.000 tonndt bocsat ki évente
[3]. Ezen szinezékek jelenléte a természetes vizekben, gétoljdk a napsugarak bejutdsat a
vizbe, ezéltal negativan befolyésoljak a vizi allatok fejlodését. [1].

Az évek sorén kiilonbozd mddszereket alkalmaztak a szennyviztisztitdsban, ezek
lehetnek fizikai, kémiai, elektrokémiai vagy bioldgiai eljarasok [4]. Napjaink kutatdsai
olyan mddszerek kidolgozdsara franyulnak, melyek egyszer(i technoldgian alapulnak, kis
befektetést igényelnek, illetve nem okoznak ujabb kornyezeti szennyezést [2].

A biolégiai folyamatokon alapulé moédszerek a leggazdasidgosabbak kozé
tartoznak a szerves szinezdanyagok eltavolitdsara. Ugyanakkor, ez a modszer nem
alkalmazhatd sok textilipari szennyviznél, mivel toxikus hatdsa miatt mikroorganizmusok
ezen koriilmények kozott nem életképesek.

A fizikai-kémiai folyamatokon alapulé mdédszerek sordn, egy erds oxiddldszert,
alkalmaznak (AOPs-Advanced Oxidation Processes). Hatrdnya a mddszernek, hogy
masodlagos termékekhez vezet, amit hasonl6é folyamatokkal nem lehet eltavolitani és
esetlegesen veszélyesebb az eredeti szennyezd anyagoknal [5].

Az adszorpcids eljardasok hatékony tisztitdsi technikdnak bizonyultak, €s nem

utolsd sorban olcsd a kivitelezésiik. Széles korben hasznalt adszorbens az aktiv szén,



melynek nagy a fajlagos feliillete és ebbdl kovetkezden nagyon j6 az adszorpcids
tulajdonsiggal rendelkezik.

Az aktiv szén haszndlata gazdasdgilag nem eldonyos, technoldgiai szempontbdl
nehéz az aktiv szén visszanyerése, ezért korldtozott mennyiségben hasznaljak ipari
szennyvizek tisztitasara [4].

Az utébbi években szamos kutatds Uj adszorbensek keresésére iranyul. Az 1j
tipusu adszorbensek kozott kiemelt jelentdségliek a bioszorbensek, melyek természetes
biomasszak alkalmazdsin alapulnak [6]. Irodalmi adatok igazoljdk, hogy a biomasszdk
alkalmazasa illetve a mikroorganizmusokkal torténd degradacios folyamatok
helyetessitethetik az aktiv szént haszndlatat [4].

A novényi biomasszdk (levelek, gyokér, fa, magok, stb.) igéretesnek tlinnek.
Ezek a novényi adszorbensek kitind adszobcids tulajdonsdgokkal rendelkeznek (nagy
adszorpcids képesség, ujrafelhasznalhatosag, nem szennyezik a kornyezetet), melyek
fontosak az adszorpcids eljarasokhoz. [7].

Az utébbi iddoben tobb tudomdanyos cikk jelent meg a kiilonbdzd ndvényi

adszorbensek hatékonysagérol, szennyvizek tisztitdsdnak alkalmassagardl.

L.2. Crystal Violet (Kristalyibolya) szinezék

A kristdlyibolya a trifenil szdrmazék csalddjaba tartozik, hexametil pararozanilin
klorid, molekulaképlete C,sH3oN3Cl. Magas koncentrdciéban toxikus hatdsa van, emiatt
biologiaig szennyezon tényezd [8].

Széles korben hasznaljék a papir, bor, textil, kozmetika €s az élelmiszer iparban.
A textil ipar nagy mennyiségben haszndlja ezeket a vegyiileteket, nylon, gyapjd, pamut és
selyem, valamint zsirok, olajok, lakkok, viaszok és miianyagok festésére. Tovabb4,
néhany trifenilmetdn szdrmazékot, koztilk a kristdlyibolyat, gydégyszerek szinezésére
hasznaljék [5].

A hagyomdnyos mdédszerekrdl bebizonyosodott, hogy nem tudjdk kelld hatdssal
kivonni a kristalyibolya festékeket a szennyvizekbdl. A bioszorpcié alkalmazasa

alternativ lehetdség a szennyviztisztitasra.



A kristdlyibolya festékanyag, erds szinezék, nagyon nehéz degraddlni, és sokdig
ott marad a koOrnyezetben. Inhaldlas esetén toxikus hatdssal rendelkezik és a bor
érintkezésével iritdciot okoz [9]. A kristdlyibolya vegyiiletek, vesz€lyt jelentenek a vizi
okoszisztémara, nem csak a vizek elszinezodését okozzdk, de ugyanugy komoly veszélyt
rakkeltd hatasa lehet emberi szervezetre [1].

Kémiai szerkezetét a abra tartalmazza.

Cl

CHs CHa

1.4bra. Crystal Violet kémiai szerkezete
1.3. Elodea canadensis (Vizihinar)

Az Elodea canadensis egy orok zold vizindovény, vagy viz alatti makrofita,
nagyrészt Eszak- Amerikdbol szarmazik. Eloszor a brit szigeteken jegyezték fel, 1836-
ban. A paldnta szdra és gyokere fejlodik leghamarabb, iszapban novesztik. Végtelen
hosszura is megnohet a szara. Egy példany elérheti a 3m, vagy akar tobbet is.

A levelei vildgos zoldek, attetszd, hosszukas, 6-17 mm hosszuak altaldban és 1-
4mm szélesek. Teljes mértékben viz alatt él.

Kedvezd kornyezetben gyorsan noveszthetd, ellenben sekély tavakban,
kandlisokban, lassan foly6 tavak mentén megfulladhat. 10-25°C —os hdmérsékletl vizet
igényel és kozepes megvilagitast, fényt.

Mis néven még Anacharisnak nevezték, valamint vizi kakukkfiinek, vagy

arokmenti mohdnak is nevezik napjainkban.



1.kép. Vizihinar (Elodea canadensis)

1.4. Fitoremediacio

A fitoremedidci6 egy olyan technoldgiai folyamat, amely sordn novényeket

haszndlnak talaj, iszap, illetve szennyvizek tisztitdsdra. Ez egy hatékony mddszer a

szennyezések eltdvolitdsara vagy lebontdsara [10]. A fitoremedidcié kiilonb6zo

modszereket tartalmaz :

fitoextrakcio
rizofiltracio
fitostabilizaci6
fitodegradacio

fitovolatilizacio

A ndvények alkalmazdsa eldnyt jelent, konnyen és gyorsan tudnak

alkalmazkodni a szennyezett kornyezethez. A ndvényeket a bioremedidcié utdn fel lehet

dolgozni, vagy eltavolitani a szennyvizekbdl.

A

fitoremedidcié alkalmazhaté fémek, novényvéddszerek, olddszerek,

policiklikus aromds vegyiiletek, illetve mesterséges szinezékek eltdvolitdsara [11]. Ez a

folyamat az utébbi években nagy sikerességet hozott.



A fitoremediéci6 elonyei :
e olcso, esztétikai, nem igényel energiit,
® nagy teriileten haszndlhaté, ami nem vesziti el tapértékét és bioldgiai
tulajdonsagait,
e alkalmazhat6 kezelésként,
e lehet alkalmazni szerves és szervetlen anyagokhoz,
A fitoremedidci6 hatranyai:
* A szennyzett novényt fel kell dolgozni,
e A novények fejlodését korlatozza a szinezékek nagy koncentrécidja, ezért
inkabb kisebb koncentracional alkalmazzak,
e Fiigg a homérséklettdl és az éghajlattol,
e Lassud folyamat,

¢ Nem minden névény halmozza fel és tolerdlja a szennyezést.

A fitoremedidcié 0Osszességében egy hatékony mddszer lehet a kornyezeti
szennyezoddsek eltdvolitdsdra, a moddszer alkalmazdsanak lehetdségét a paraméterek

megfeleld kivélasztdsa biztositja.

II. Gyakorlati rész

II. 1. A kutatas célja

A kutatomunkdm célja fitoremedidcids technika kidolgozdsa szerves szennyezdok
(kristalyibolya) eltavolitdsara mesterséges szennyvizekbdl. A kisérletekben alkalmazott
tesztnovény az Elodea canadensis (vizihindr). A kisérletek sordn  vizsgdltuk a
bioszorpcids folyamat paramétereit, a novény remedidcidos képességét, a szerves
szennyez0k biodegraddcidjat, a szerves szennyezd dltal kivdltott stresszhatdst a

novényekben, illetve a fitoextrakcids folyamat mechanizmusét.



I1.2. Anyagok és moédszerek

2.1 A tapoldat elkészitése

A fitoextrakci6é céljabdl Elodea canadensis novényt hasnzaltunk. A novényt az
Kolozsvari Agronomiai Intézet- NOvénybioldgiai tanszékérdol kaptuk és egy
akklimatizacids periddus utdn hasznéltuk fel a kisérletekre. Az akklimatizacio illetve a
kisérletek Hoagland tdpoldatban torténtek.

A Hoagland t4poldat a kdvetkezd makro és mikro elemeket tartalmazza: 1.25 mM
KNO;, 1.25 mM Ca(NOs3),, 0.5 mM MgS0O4-7H,0, 0.25 mM KH,PO,, 11.6 uM H3;BOs,
45 pM MnCl-4H,O, 10 uM Fe(IDEDTA, 0.19 uM ZnSO47H,0, 0.12 uM
Na,Mo04-2H,0, and 0.08 uM CuSO4-5H,0.

Ezutdn kiilonb6zo koncentracidéju mesterséges szennyvizet dllitottunk eld 1g/L

koncentricioju kristdlyibolya torzsoldatbdl, amelyet Hoagland tdpoldattal higitottunk.
2.2 Felhasznalt mlszerek

A vizgdlatok soran a kovetkezoket hasznéltuk:
e Labortatériumi eszkozok: Berzelius pohdr, Erlenmeyer pohdr, 10 ml
lombik, mérohenger, mikor pipetta.
e Laboratériumi miszerek: UV-VIS spektrofotométer, pH mérd, allandé

homérsékletet biztosito termosztét , analitikai mérleg.
2.3 Fitoextrakcios kisérletek
A fitoremedidcios  eljards  hat€ékonysagiat  kiilonbozd  paramétereken

tanulmdnyoztuk (id0, ndvényi biomassza mennyisége , kezdeti szinezék koncentracio,

homérséklet, kezdeti pH). A kisérletet addig folytattuk, amig bedllt az egyensily, és a



kristdlyibolya festékanyag konvcentricidja nem vdltozott. A fitoremedidcids
folyamatokat 28 napos intervallumban vizsgaltuk.

A festékanyag koncentracidjdnak meghatarozasa UV-VIS sprektrofotométerrel
tortént , A=590 nm-en,

A novények fitoremedidcids hatékonysagat a kovetkezd képlettel szamoltuk ki:

% = =100

E% - fitoremedidcids hatékonysag,
Ck — kezdeti koncentracio,

Cv — végsd koncentricio.

IL. 3. A fitoremedidci6 paramétereinek tanulmanyozasa

3.1. A kisérleti ido hatasa

Az 1d0 hatdsédndk vizsgalatindl 3-4 g-os vizihindr (Elodea canadensis)
fitoextrakcids hatékonysagat figyeltiik 28 napon keresztiil, 5 kiilonb6zd koncentracio :
20mg/L, 30mg/L, 50mg/L, 70mg/L, 90mg/L esetében.

A Kkisérletek alapjan kijelenthetd, hogy a koncentracié csokkenés 10-15 nap
utan elér egy minimadlis szintet, ahol bedll az egyensuly.

Az eredmények a 2. dbran lathatoak.
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2. 4bra. Fitoextrakcios kisérletek hatékonysaga a kisérleti ido

fiiggvényében ( Cx = 20mg/ L, Elodea canadensis m = 3-4g, T=23% )

A kisérletiink sordn tanulményoztuk az idobeni koncentricié véltozast 28 napig,
az egyensuly bedlltdig. Az egyensily bedllta ebben az esetben, 18 nap utdn torténik, a

koncentraci6 0,5 mg/L értékig csokken.

3.2. A biomassza mennyiségének hatasa

Azonos festékanyag koncentracié mellett véltoztattuk a biomassza
mennyiségét (1g, 2g, 3g, 4g, 5g) és vizsgéltuk a fitoextrakcids hatékonysag valtozdsat.
Az oldatok kiindulé koncentriacidja 26mg/L. volt, 250 ml térfogaton

dolgoztunk.

A koncentraci6 véltozast 10 napon keresztiil vizsgaltuk, a mintavétel naponta,

ugyanabban az idopontban tortént.
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3. dbra. Fitoextrakcios kisérletek hatékonysiga a novényi mennyiség

fiiggvényében (Cyx = 26.10 mg/L, T = 23+1 °C)

E%

Kisérleteink igazoljdk, hogy 4 g biomassza esetében értiik el a legjobb
eredményeket. A tovdbbi ndvelés, mar nem vezet magasabb hatékonysaghoz.
Eredményeink igazoljdk, hogy minden esetben, van egy maximdlis biomassza

mennyiség., amely alkalmazdsa a legjobb eredményekhez vezet.

3.3. A kezdeti kristalyibolya koncentraciojanak hatasa

A kisérletek 5 kiilonbozo kezdeti koncentracion torténtek, azonos mennyiségl
novényt hasznalva (4g). A kovetkezd kezdeti koncentracidkra készitettiik el az oldatokat:
20mg/L, 30mg/L, 50mg/L, 70mg/L, 90mg/L. A koncentraciék valtozdst a kovetkezd

tablazat szemlélteti.
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4. abra. Kezdeti koncentracié hatasa a vizihinar (Elodea canadensis)

fitoextrakcids hatékonységara, (Elodea canadensis m = 4g, T = 23+1 °C)

A kisérletek igazoljdk, hogy a legkisebb kezdeti koncentraciondl a
leghatékonyabb a fitoextrakci6. Ahogy a 4.dbra is szemlélteti, a  koncentricid
novelésével csokken a novény fitoextrakciés hatékonysdga. A jelenséget a transzport

folyamatok sebességével magyarazhatjuk a fitoextrakci6 sordn.

3.4. A homérséklet hatasa a fitoextrakciora

A kisérletek sordn tanulmanyoztuk a homérsékletet, mint befolydsold
tényezot a fitoremedidcids eljards hatékonysdgara. A kisérleteket 3 kiilonbozd
homérsékleten (10°C, 23 °C, 40 °C ) végeztikk termosztitban, a kezdeti festékanyag
koncentracié 26mg/L volt, 4 g novény mellett.

A fitoextrakciés kisérletet 10 napig végeztilk, amig bedllt az egyensuly. a

novényeket a mesterséges szennyvizben, amig stabilizdldédott a koncentracio.

12
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5. dbra. Homérséklet hatdsa a fitoextrakciora, kristdlyibolya kezdeti

koncentriciéja C; = 26mg/L

A homérséklet hatds a fitoextrakcids folyamatokban egy fontos paraméter. Az
altalunk elvégzett kisérletben lathatd, hogy a leghatékonyabb eredményeket 40 fokon
mértiik. A kapott eredmények Osszahangban vannak a Chara makroalga nvényre kapott
eredményekkel [10]. A homérséklet tovdbbi emelése, nem vezetett javuld
eredményekhez. A kapott eredmények magyardzatdul a festékanyag mobilitdsdnak

véltozasat latjuk. Magasabb homérsékletnél a novény fizikai dllapota negativan véltozik.

I1.4. FTIR analizis

A novény setjfala kiillonbozd szervetlen ionokat tartalmaz: Mg2+, Ca®™ és szerves
komponenseket, mint pl: proteinek, zsirok, polimer szénhidréatok (celluldz, xilan, stb.). A
karbonsav és foszfat csoportok jelentik azokat a funkcids csoportokat, melyek savas
tulajdonsdggal rendelkeznek és ezek fontos szerepet jdtszanak. A fitoextrakcid
folyamatdnak jellemzésére felvettiik az IR spektrumait a vizihindrnak a szennyezés elott
illetve a szennyezés utdn. A kapott spektrumokat 6sszehasonlitottuk a kristdlyibolya

spektrumaival is. Az eredményeket a 6. dbra mutatja.

13
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6. dbra. Zold spektrum: Vizihinar (Elodea canadensis), lila spektrum:

kristdlyibolya (Crystal Violet), piros spektrum: Vizihindr + kristdlyibolya

A nem kezelt novény FT-IR spektruma tartalmazza a sejtfal jellemzd rezgéseit az
NH csoportrezgést, a karbonil csoport jellemzd rezgését, illetve a C=C és C=N
vegyértékrezgéseket a megfeleld rezgési tartomanyokban.

A fitoremedidci6 utdn ujra felvettilk a novény IR spektrumat, és szamos véltozast
észleltiink a spektrumon. A jobb 0Osszehasonlithatésdg miatt a festékanyag,
kristdlyibolya, IR spektrumit is felvettiik. Az 6sszehasonlité dbrdn lathatd, hogy a 4000-
2000 cm™ kozott nem ldthat6 semmilyen kiilonbség az IR spektrumban, amit azzal
magyarazunk, hogy ebben az intervallumban a festékanyag nem ad IR jelet. A
szennyezett novényben a festékanyag intenzitisa lidthatéan megjelent. A szennyezett
novény esetében dj jelek jelennek meg a 1587 cm'-nél és a 1363 cm'-nél, ami

megegyezik a  festékanyagbdl szdrmazé jelekkel. Az 0Osszehasonlité dbrdan azt

14



tapasztaltuk, hogy a 1350-600 cm™ kdzott nem tapasztalhato jelentos kiilonbség a nem
kezelt novény €s a szennyezett novény kozott, ami jelek atfedésével magyarazhatd a
novény illetve festékanyag esetében.

Kovetkeztetés: A novény tartalmazza a szinezékre jellemzd maximumokat is, amit
egyértelmiien bizonyitja a fitoextrakcio jelenségét. Tehat a bioremedidcié sordn a
festékanyag bizonyitottan feljut a novény sejtjeibe. A szennyezett ndvényben 2 uj jel

jelenik meg.

I1.5 Degradacios folyamatok vizsgalata a bioremediaciéban

A fitoextrakcidés koriilmények kozott a szennyvizben oldott festékanyag , a
novény jelenléte miatt degradicids folyamatokban is résztvehet. A degradécié jelenlétét
vékonyréteg krommatografiaval vizsgdltam.

A szerves anyagokat a mesterséges szennyvizbol extrakcidval izoldltam a
bioremedidcié utdn, két esetben : A kiilonb6zd homérsékleten végzett bioremedidcids
kisérletek esetében (a) és a kiilonb6zo kezdeti koncentracidkkal végzett kisérletek
esetében (b). Az extrakciot etil acetéttal végeztem vizes fazis/szerves fazis 1:1 ardnyban.
Az extrakci6 sordn a festékanyag illetve a degradicids termékek a szerves fazisba
keriilnek. Az extrakciot 10 perc rdzogatas, 10 perc pihentetés az elvélaszt6 tolcsérben,
végeztem. A szerves fazist elvdlasztds utdn szdrazra koncentraltam, majd felvettem 5 ml
etanollal. Az etanolos oldatot VRK-val analizaltam. A mobilfazis metanol, etil- acetat,

butanol, viz és ecetsav (1:2:3:1: 0.2) ardnyban volt.

15



2a 2b
2.kép. Az etilacetéttal végzett extrakacié sordn kapott mintdk 0sszehasonlitdsa a

szinezékkel.(a) és a kiilonbozo kezdeti koncentraciokkal végzett kisérletek esete (b)

3.a 3.c
3. kép. Az etilacetattal végzett extrakaci6 sordn kapott mintdk dsszehasonlitdsa a

szinezékkel.(a). A kiilonbozd homérsékleten végzett bioremedidciods kisérletek esete (a)

A kromatogrammok alapjdn megéllapithaté, hogy a kisérleti koriilményeink
kozott nem torténik degradicid, a kromatogrammon lithaté szennyezddések,
meghataldlhatéak a festékanyagban is.

A bioremedidciés folyamat tovébbi jellemzésére a novényi mintdkat is elemeztiik.
VRK vizsgdlatokat végeztink a nem szennyezett novényekbdl szerves anyag
extrahdldsdval a nem szennyezett novényekbdl illetve a bioremedidcionak kitett, a
szennyezett novényekbdl. A homérséklet hatdsvizsgélataibél szdrmazé novényeket
haszndltam fel, a kisérlethez, illetve egy nem kezelt vizihindrt, standardként. A

novényeket dsszemozsardltam, felhigitottam 5Sml etanollal, majd 10 perc rdzogatds utén,

16



vékonyréteg kromatogrifidit készitettem az etanolos oldatbdl, ugyanabban a

mobilfazisban.

4.kép. A szennyezett és kontrol vizihindr vékonyréteg analizise

Az 0Osszehasonlitds igazolja, hogy a  bioremedidcié sordn a festékanyag
felszivédott a vizihindrba, de degradacids termékeket itt sem mutattunk ki.
A kromatogrifids vizsgdlatok alapjdn kijelenthejiik, hogy a mi kisérleti

kortilményeink kozott nem keletkeznek degradacios termékek.

I.6 A stressz altal indukalt fotoszintetikus pigmentek

mennyiségi meghatarozasa

A bioremediicié sordn az alkalmazott novények a szennyezés miatt toxikus
stressznek vannak kitéve, melyre kiillonb6z0 bioldgiai vdlaszokat adnak.

A fitoextrakcids kisérleteknél megvizsgaltuk, hogy a novényekben mennyiségileg
mennyire vdltoznak meg a fotoszintetikus pigmentek (karotenoid, Osszklorofill)
koncentricidja.

A fitoextrakcids kisérletek utdn a novényekbdl (m = 1g) etanollal (95%) torténd
extrahdldssal vontuk ki a klorofill és a karotenoid pigmenteket. A mennyiségi

meghatdarozasokat UV spektrometridval végeztiik (A = 470, 648nm).
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A kapott eredményeket a 7. dbra tartalmazza. A kisérleteket 5 kiilonb6z0o kezdeti
koncentracion végzett fitoextrakcionak kitett novényeket végeztiik.

Lathatd, hogy a kezelések hatdsdra a klorofill és karotenoid szint mind az 5
esetben lecsokken. A nem kezelt novény klorofill és karotenoid szintjét 100%-nak vettiik.

A tovdbbi eredmények a kezelt novények fotoszintetikus pigmentjének

csokkenését ehhez viszonyitva szdzalékban mutatjak.
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7. ébra. A kontrol és a kezelt novények fotoszintetikus pigmentjeinek tartalma a

fitoextrakcios kisérletek utan
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I1.7. Kovetkeztetések

A végzett kutatomunka, igazolja, hogy a vizihindr képes fitoextrakciora,
kisérleteink egyértelmlien igazoljadk, hogy a vizinovény jelentds mennyiségl
festékanyagot szivott fel a mesterséges szennyvizbol.

Kisérleteink bemutatjdk az egyes paraméterek hatdsit a fitoextrakciés folyamatra,
melyeknek nagy jeletdségiik van a gyakorlati alkalmazds szempontjabodl. A fitoextrakcids
mechanizmus tisztdzdsa érdekében vizsgaltuk a felszivodds és megkotés koriilményeit,
illetve a degradacids folyamatok lehetdségeit. A klorofill és karotenoid fotoszintétikus
pigmentek valtozasdnak meghatdrozdsaval, a novény bioldgiai vdlaszait vizsgdltuk, a

toxikus hatasra.
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