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1. BEVEZETES

A kiilonb6z6 ipari szennyezések jelentOs karokat okozhatnak kornyezetiinkben. Ezen
problémak jelentkezhetnek globalisan és lokalisan egyarant. A rohamos ipari ¢és tudomanyos
fejlodés kovetkeztében szamos vegyszer, oldoszer keriilt és keriil forgalomba napjainkban is.
Am ezeknek a hosszitavon jelentkezé hatasai nem jelezheték minden esetben elére. Tovabba
a tudomany mindenkori allasa nem sok esetben tudta bizonyitani vagy vizsgalni, hogy az
adott vegyiilet milyen karosoddsokat okozhat. Tovabba a hanyag magatartds, eldirasok
figyelmen kiviil hagyasa mind-mind potencialis kockazatként jelennek meg ezen a teriileten.
Amennyiben ezen anyagok a vartndl késébb bomlanak le és ennek kovetkeztében
felhalmozddnak a kdrnyezetben, tovabba a taplaléklancban, ugy kiillonbozo élettani hatasokat
fejthetnek ki. igy nem csak pillanatnyi, azonnal jelentkezd tiinetekkel kell szamolnunk, hanem
akut, hosszan elhuz6dé kovetkezményekrdl, szovédményekrdl kell beszélniink. A legtobb
vegylilet nem csak a kornyezetre nézve jelent veszélyt, hanem az emberi szervezetre is
jelentds kockézatot rejt magéban. Az ivovizbazisban felhalmozo6do kiilonbozd vegyiiletek a
lakossagi vizellatast és emberi egészséget is veszélyeztet. Ezért elengedhetetlen az
ivovizbazisok folyamatos monitorozdsa ¢és a felmeriild problémak gyors és hatékony
elharitasa. Ez viszont megfeleld tudoményos ¢€s szakmai ismeretek hianyaban nem
kivitelezhetd.

Jelen kutatasunk szorosan kapcsolodik, egy lokalisan, Debrecenhez fiiz6d6
problémahoz. Debrecen varos ivovizbazisanak kozvetlen kornyezete -elszennyezddott
kiilonbozé szerves vegyliletekkel ¢és vegyszerekkel. Az egykoron oldoszerként ¢és
zsirtalanitasra, tisztitdsra hasznalt trikloretilén jelentds kockazatot jelent napjainkban. Ennek a
vegyiiletnek az eltavolitasa a szakirodalom szerint megtorténhet kémiai és bioldgiai kezelés
altal egyarant. Az in situ kezelések alkalmazasanal kiillonb6z6 paramétereket kell figyelembe
venniink. A vegyszeres kezelés lehet olcsd, de gyakran katalizatorokat és utdkezelés,
semlegesitést igényelhet. Szemben ezzel a bioremediacios, biotechnoldgiai modszerek soran
baktériumok segitségével artalmatlanithatjuk az anyagokat, karos melléktermékek
megjelenése nélkiill. Amennyiben a baktérium (jelen esetben: Pseudomonas putida F1) képes
bontani, ¢és tapanyagként felhasznalni az eltavolitani kivant vegyiiletet, akkor ezen
eljarasokkal olcson €s igen nagy hatékonysaggal harithatunk el nagy teriiletli szennyezéseket.

Am a biolégiai rendszerek anyagaramlasa, baktériumok metabolizmusa rendkiviil sszetett.



Ezért kiemelt hangsulyt kell fektetniink a transzport folyamatok felderitésére. Kiilonbzo
anyagaramlasok felderitésére rendkiviil jo lehetOséget biztosit szamunkra a radioaktiv
nyomjelzés lehetdsége. Mivel az Magyar Tudoméanyos Akadémia Atommagkutato
Intézetében mikodd, Hertelendi Ede Kornyezetanaltikai Laboratérium rendelkezik nagy
teljesitményti 13C izotopardny és 14C mérésre alkalmas tomegspektrométerrel, igy a szén
frakciondlodasa adta kémiai atalakuldsi informacokat nyerhetiink ki, illetve a TCE
nyomjelzésével annak akara bomlastermékeit is nyomokban is ki lehet mutatni.. Az
ENVIKUT projekt keretében ez a vizsgalat rendkiviil fontos informacidkat adhat az altalunk
vizsgalt Pseudomonas putida F1 baktérium azon tulajdonsagarol, hogy képes-e metabolizalni

a Trikloretilént.

Vizsgalatom célja tehat a szakirodalmi adatok pontositasan tilmenden:
o Moddszerfejlesztés baktérium stabilizotop-aranyanak mérésére
e Modszerfejlesztés radioaktivan nyomjelzett anyag (triklor-etilén) mérésére biologiai
rendszerbdl
e Izotopfrakcionalddas vizsgalata
e Pseudomonas putida F1 bakeérium  trikloretilén  felvételének  vizsgalata

izotopanalitikai modszerekkel



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A radiokarbon

2.1.1.A szén természetes izotdpjai

A Foldon a szénnek harom izotopja ismert (12C,13C,14C), a csak kis mennyiségben bar,
de természetesen is eléforduld C izotépot mas néven radiokarbonként szokéas emliteni.
Ennek az izotopnak a felezési ideje 5730+40 év, tehat ha nem termelddne, akkor a F6ldon
nem szabadna léteznie ennek a radiokarbonnak. Viszont légkori nuklearis folyamatok
termékeként folyamatosan tjratermelddik a 14C. A légkdrbe jutd kozmikus sugarak
atalakuldsa sordn nagy mennyiségii neutron képzodik. A neutronok {itkoznek a 1égkor nagy
hanyadat kievé nitrogénmolekuldk egy-egy atomjaval és a “*N atomot **C izotéppa alakitjak

at.
Ine 14y 14C+1p+

A C a levegbében gyorsan oxidalédik széndioxiddd, és folyamatosan nyomjelzi a 1égkori

szén-dioxidot. A *C béta-sugarzo, radioaktiv izotop (P.E. Damon).
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1. abra: A szén természetes izotopjai



2.1.2. Radiokarbon a kérnyezetkutatdsban

A *C CO,-4 oxidalodasa utan bekeriil a troposzféraba, ahol a kornyezeti szén-ciklusok
részévé valik. A szervetlen €s szerves kémiai formai egyarant bekertilnek a vizi és szarazfoldi
tarozokba. A radiokarbon keletkezésének ¢és iilepedésének aranya viszonylag stabilnak
tekinthetd, am az ipari és katonai tevékenységek kiilonboz6 valtozasokat okozhatnak
id6szakos alakulasaban (I Svetlik, 2010). A mult szazadi nuklearis fegyverkisérletek jelentds
antropogén 4C forrasként jelentek meg. Egyes teriileteken a radiokarbon koncentraci6 a
természetes szint kétszeresére is emelkedett 1963-ban (Nydal and Lovseth 1965; Meijer et al.
1995).

Az iddben stabilnak mondhat6 radiokarbon szint és annak felezési idejének
ismeretében, a radiokarbon kormeghatirozis széles korben elterjedt. Alkalmazzdk a
archeoldgiaban, geologidban, hidrologidban, klimatologidban €s szamos més tudoméanyosan
fontos teriileten. Magyarorszagon a 80-as évektdl alkalmazzak az archeoldgidban és a
nuklearis kérnyezeti monitorozas teriiletén egyarant (Csongor and Hertelendi 1986). Tehat a
radiokarbon a kormeghatidrozason til kdrnyezetvédelmi szempontbdl is igen hasznosnak
Mivel a celluloz nem mobilizalodik ujra a fak szoveteiben (Hertelendi and Csongor 1982;
Hua et al. 1999), igy a fak évgyiriii alkalmassa valnak az atmoszférikus radiokarbon szint
nyomon kovetésére (Tans et al. 1979; Otlet et al. 1989; Isogai et al. 2002; Mazeika et al.
2008).

Viszont a radiokarbon nem csak a kornyezetvédelemben €s a kormeghatdrozasban
alkalmazhaté sikeresen. Fontos szerepet tolthet be, indikatorként radioaktiv nyomjelzési
folyamatokban. Ezt a technikat, ahol a vizsgalni kivant nem radioaktiv elemhez,
nyomjelzéként kisebb mennyiségii radioaktiv elemet kevernek Hevesy Gyorgy dolgozta ki. A
sugarzo és nem sugarzé izotopok kémiailag teljesen azonosan viselkednek és vesznek részt a
kiilonbozd folyamatokban, viszont az igy hozzdadott ritkdbb, radioaktivan bomld elem
mérésével nyomon kovethetéek a folyamatok. Hevesy els6ként ndvényekben, késdbb
allatokban lejatszodo biologiai folyamatok vizsgalatara alkalmazta. Tobbek kozott viz, foszfor
¢és vas anyagcsere tanulmanyozasaval foglalkozott (Hevesy és Paneth, 1938; Hevesy, 1948;

Kamen,1951).



Az egyszeriibb szervetlen vegylileteken til, bonyolultabb szerves vegyiiletek, fehérjék
radioaktiv nyomjelzése is kivitelezhetd. Igy vizsgalhatjuk az anyagok transzport folyamatait,
metabolizmusat egy adott sejtben, szervezetben. Radioaktiv nyomjelzésre természetesen nem
csak a radiokarbon hasznalhatd, hanem mas radioaktivan bomlé izotop is, amelyeket az els6

tablazat szemléltet.

1.Tablazat: Néhany radionuklid jellemz6 fizikai adatai (T6th és Tomboly 2012)

lzotop Felezésiidé  Sugarzas Sugarzas max.

tipusa energiaja

*H 12,4 év B— 18,6 keV
¢ 5730 év B— 156 keV
He 20,4 perc B+ 0,96 MeV
50 2,0 perc B+ 1,72 MeV
15N 9,9 perc B+ 1,19 MeV
2p 14,3 nap B— 1,71 MeV
$p 25,3 nap B— 249 keV
g 87,4 nap B— 167 keV
123) 13 6ra v 159 keV
129) 60,2 nap y 35 keV
131 8 nap B— 607 keV
v 364 keV

Elettudoményi kutatdsokban féleg a tricium (°H), radiokarbon (**C), *P és *S
izotopok felhasznalasa a leggyakoribb. Gyodgyszerfejlesztésben, ahol a hatéanyagok
metabolizmusara €s farmakokinetikai vizsgalatidra van sziikség, ott alkalmazhatoak a Y ¢s
%H jelzett vegyiiletek. Fehérjeszintézis vizsgalatanal a tricium és radiokarbon jeldlésen tul a
%S jelslt aminosavakat alkalmaznak. Nukleinsavak szintézisénél 3P és P jelzett

nukleotidokat hasznéalnak (T6th és Tomboly 2012).

2.1.3. A MC mérése tdmegspektrométerrel

A tomegspektrométerek széles korben elterjedt igen pontos miiszercsalddot fednek le.

A tudoméanyos kutatds szamos teriiletén alkalmazzak ezen miiszereket. A

tomegspektrométerek segitségével protein szekvenciak vizsgalata IS lehetséges, tovabba a
teljes genom szekvenalasokban is jelentGs szerepet toltottek be (Yates 1998).
Az orvos ¢és egészségtudomanyon tul, a kornyezetvédelemben is jelentds szerepet

jatszhatnak ezek a mérési modszerek, mivel a kornyezetbe keriild vegyszerek,



fert6tlenitoszerek, gyogyszerek, hormonok, toxinok, novényvéddszerek, feliiletaktiv anyagok
és mas szerves vagy szervetlen anyagok kimutatasara is alkalmasak. Tovabba kiralis
szennyezOk kimutatasa is lehetséges (Richardson 2006). A tomegspektrométerek altalanos

felépitését a 2. abra szemlélteti.
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2. abra: A témegspektrométerek altalanos felépitése ( Internetes hiv. 1.)

A tomegspektrométerek rendkiviil Osszetett és altaldban nem szelektiv, hanem igen
széles spektrum lefedésére alkalmas vizsgalati eszkozok. Kiilonb6zo csoportokat alkothatunk
az ionforras, tomeganalizator és a detektor tipusa szerint egyarant. Viszont a tovabbiakban
csak a tanulmany szempontjabol fontos '*C mérésére alkalmas tomegspektrométer
jellemzésére fektetek hangsulyt.

A C direkt mérése ugy valodsithatdé meg, hogy ionforrasként magfizikai gyorsitot
haszndlnak. Az AMS magasabb hatasfokkal és gyorsabban miikodik, mint a hasonld
vizsgalatokhoz alkalmazott, de nem tomegspektrométeres, hanem radiometrikus (LSC vagy
GPC) késziilékek. Az AMS Kkisebb mintamennyiség (1-2 mg az 1-2 g helyett) pontos
feldolgozasat teszi lehetové. Hatranyat a késziilék magas ara és az alkalmazott eldkészitési
technikak Osszetettsége jelenti (Janovics et al 2011).

A debreceni ATOMKI-ban telepitett, **C mérésekre alkalmazott MICADAS-AMS
berendezés a gyorsitds szakaszban 1+ ionnyalabot hoz létre a negativ szén ionokbdl, és

tobbszoros molekula-litkoztetés segitségével csokkenti az interferald molekulaionok



mennyiségét az analizisre hasznalt nyaldbban. A késziilék nem csak **C mérésére, hanem
BC/MC arany meghatarozasara is egyidejiileg alkalmas. Ez szdmos AMS-nél nem
megoldhato, és csak nehezen, részlegesen potolhatd. Mas AMS-ekhez képest felépitése is
egyszeriibb és mérete is kisebb alapteriiletii. A késziilék dedikaltan rutinszerti YC mérésekre
fejlesztett. A fejlesztés 1ényeges ujitasai megkonnyitik és stabilabba teszik lizemeltetését
(Synal et al. 2007).

Az orvosbioldgiai kutatdsokban egyre nagyobb szerepet jatszik a radiokativ
nyomjelzés. Viszont eddig a miiszerek Osszetettsége, iddigényes minta el0készités, alacsony
mérési kapacitds, esetlegesen magas sugarddzis hatraltatta elterjedését. Ezen problémak
megoldasara sziiletett meg az ATOMKI-ban telepitett AMS késziilékhez hasonld
BioMICADAS késziilék i1s, amely késziilék egy potencidlis alternativat szolgaltat a
radiokarbon tomegspektrométerek korében a gyogyszeripar szdmara. Amely késziilék a
gyogyszerfejlesztések kiilonbozd fazisait lerdviditheti és megkonnyitheti (Ulrich 2011). A **C
alkalmazasi teriiletei a legegyszeribb nyomjelzési vizsgalatokon tul kiterjedhetnek igen

Osszetett vizsgalatokra:

Gyogyszeripari alkalmazas: gyogyszer kinetikaja és dinamikaja
Taplalkozas: tapanyagok beépiilése, kinetikdja és dinamikaja
Genotoxicitas: adott anyag kotddése a DNS-hez

Neuroldgia: egy adott vegyiilet atjutasa a vér agy gaton

A N

Bioldgiai regeneracido tanulmanyozasa: sejtek megljuldsanak tanulmanyozasa

(Sculze-Konig 2010)

2.2. A triklor-etilén

2.2.1. A triklor-etilén fizikai és kémiai tulajdonsagai

Szintelen, kloroformra emlékeztetd szagli vegyiilet, halogénezett szénhidrogén. Az
etilén klortartalmti szarmazéka. Nagy fajsulyd, kdnnyen mozgd folyadék. Vizben rosszul
oldodik, viszont szerves olddszerekkel szinte kivétel nélkiil elegyedik. Jo oldoszer. Nem

gyulékony, az égést nem taplalja. A kozonséges fémeket nedves kozegben sem tdmadja. Fény



¢s aluminiumpor vagy zsirsavak hatasara sosav hasad le rola. Ezt a folyamatot aminok,

példaul a trietil-amin akadalyozza (Erdey-Graz 1963).

Cl Cl

Cl H

3. abra: A triklér-etilén szerkezete

2. Téblazat: A triklor-etilén fontosabb tulajdonsagai (Internetes hiv. 2-3-4 alapjan).

Neve Trikloretilén,trikloretén,1,1,2-

trikloretilén; etilén-triklorid

Molekulaképlet C,HCI;
Molaris tomeg 131,4 g/mol
Siiriisége (20 °C-on) 1,46 g/cm®
Relativ siiriisége 1,5
Olvadaspont -87 °C
Forraspont 87 °C
Oldhatésag (20 °C, vizben) 19/l
Relativ parolgasi sebesség (ButAc=1) 6,2
Goznyomas (20°C-on) 7,8 kPa
Felezési ideje vizes kozegben 300 nap
Gyulékonysag Nem gyulékony
Ongyulladasi hémérséklet 420 °C

2.2.2. A triklor-etilén ipari alkalmazasai, felhasznalasa

Elsésorban olddszerként hasznéljak vagy hasznaltdk a multban. Tobbek kozott
nyersgumi, bitumen, katrany, olajok és zsirok, viaszok, kendanyagok, gyantak, cellulozéterek

oldasara. Gaztisztitdsban kén és foszfor oldoszereként alkalmaztik. Esetleg fémek tisztitasara
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vagy liveg és textilanyagok zsirtalanitdsara is alkalmazhat6. A szaraz vegytisztitas egyik
kedvelt anyaga volt mosoddkban. Szerves szintézisekbe, kartevok irtdsara, tojas
konzervalasara is alkalmas a gépek alkatrészeinek és anyagainak tisztitasan tal (Erdey-Gruz
1963, Kuney 1986). Korabban a gyodgyszeripari mindségnek megfeleld6 TCE-t hasznaltak
altatoszerként is sebészeti, fogaszati és akar sziilészeti eljarasoknal is. Ugy becsiilik, hogy a
multban évente mintegy 60 000 ember volt kitéve trikloretilén expozicionak ilyen méodon
(Rudolf et al. 1995). Haztartasi cikkekben is fellelhetd, mint példaul hibajavito folyadékban,
festék eltavolitokban vagy folttisztitokban, ragasztokban (Frankenberry et al. 1987). Fontos
ipari termék vagy alapanyag tovabbi szerves szintézisekhez. Az USA, Nyugat-Europa, Japan
gyart6 kapacitasa 0,53*10° t/év volt a 90-es évek elején (Weissermel & Arpe 1994).

2.2.3. A triklor-etilén élettani hatasai

A triklor-etilén kiilonbozo €lettani hatasokkal bir, az expozicid helyétdl fiiggden.
Kisebb mennyiségben irritdlo hatast fejt ki a borre, szemre és nyalkahartyara. Nagyobb
mennyiségben belélegezve vagy lenyelve altalanos mérgezési tiineteket produkal. Jellemzden
szédiilést, hanyingert, almossagot, gyengeséget, fejfajast vagy akar eszméletvesztést okozhat.
Nagyobb mennyiségben és hosszabb tavon a belsd szervek kdrosodasat okozhatja, veszélyes a
majra, vesére €s tiidore egyarant. JOl oldodik a szervezet lipidekben gazdag képleteiben és
képes atjutni a vér-agy gaton is. Az emberi szervezetben végbemend metabolizmusaban

foként a Cytochrome P450 és GSH-Transferase enzim jatszik fontos szerepet.

|
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o) o (ChH  CI(H)
Yaq 7

o s—cH—cH

/ [,/ My,:/ ¢o0®

o H
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\ \ / v (©)H  CitH)
Cl;C—CH,-QH o) 0 c:c NHCOCH:
¥ ce-¢. > CI,CH—C > CICH— c #CE);%:I‘TQY. a’ s—-cu:—cu
H ‘oH COOH
Cl3C=CH,~0-gluc

4. dbra: A TCE metabolizmusa az emberben (Briining et al.1998)

11



Legstlyosabb esetben a TCE képes akut szervkarosodast és halalos kimenetelli mérgezést is
okozni. Viszont LD50 értéke alapjan (ami 4920 mg/kg, patkanyon, szajon at) gyenge
méregnek mondhato (Internetes hiv. 5.). A mérgezési tiinetek mellett kiemelten fontos, hogy a
TCE rakkelt6 tulajdonsagti (EPA 2011).

Allatkisérletek alapjan a f6 tumor kialakulasi helyek a maj és tiidé az egereknél, him
patkanyok esetében pedig a vese (Fahrig et al. 1995). Kisérletek alapjan, amelyekben *C
nyomjelzést is alkalmaztak, kimutattak, hogy a TCE és metabolitjai képesek a DNS-hez ¢és
egyes fehérjékhez kotddni, igy részt vehetnek a tumorgenezisben (Kautiainen et al. 1997.,
Banerjee and Duuren 1978). A fajok kozott viszont kiilonbségek adddhatnak TCE
toxikussagat illetéen, mivel a kiilonb6z6 szervezetek kiilonbozé modon is metabolizaljak a
vegyiiletet, igy eltéré6 modon reagalnak az expoziciora (Dekant et al. 1986). Magzatokra és
ujsziilottekre is kiilondsen veszélyes lehet, mivel képes atjutni a placentdn, és az anyatejben is
megjelenhet (Internetes hiv. 6.)

Vizsgalata €s a szennyezett terliletek karmentesitése rakkelt hatdsa miatt is kiemelten
fontos. Mivel hossza tava expozicid esetén jelentés szamli embert veszélyeztethet jelenléte a
talajban, talajvizben, ivovizbazisban. Ezért a szennyezés terjedését, valamint biomagnifikéaciot

meg kell el6zni.

2.2.4. Kdrnyezetszennyezés és lebontdsi, kdrmentesitési lehetdségek

A munkabiztonsagi eldirdsok be nem tartasa, szandékos és véletlenszerli kibocsatasok
kovetkeztében a kornyezetbe keriilhet. Alacsony oldhatosdganak ¢és illékonysdganak
koszonhetden foként gdzfazisba, a levegdben van jelen. Ahol a hidroxil gyokok hatasara
konnyen bomlik. Ezen folyamatok hatasara felezési ideje 1-11 napra tehetd a levegdben.
Meérsékelt oldhatdsaganak koszonhetden tehat elsddlegesen a 1égkorbe vald bejutdsa és ott
lebomlasa figyelhetdé meg. Am nagy mennyiségii kibocsatas vagy szennyezés hatasara a
talajvizbe jutva, azzal egyiitt vandorolva képes kifejteni hatasait. Mivel ilyen kdzegben nem
képes elillanni igy felhalmozodhat a vizzard rétegeken. Az ilyen szénhidrogéneket a DNAPL
vegyliiletek kozé soroljak (EPA 1991,2001). Az 5. abran jol lathat6, hogy a szennyezd
forréastol haladva hogyan és milyen modon terjednek a talajban a DNAPL vegytiletek.
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5. dbra: A DNAPL vegyiiletek viselkedése a talajban (Internetes hiv.7.)

A TCE kémiai tton vald lebontasara tobb lehetdség is fellelhetd. Egyes modszerek
mind laboratoriumi, mind terepi koriilmények kozott alkalmazhatoak. Fontos, hogy a
karmentesités soran semmilyen karos melléktermék ne maradjon hatra. Egyes esetekben
katalizatorok segithetik a reakcidkat. Példaul a perszulfat vagy peroxi-monoszulfat esetében a
Fe?* kisebb mértékben javithat a hatasfokon (Ki-Man et al. 2010). A Natrium-perszulfat és
H,0, mellett szintén Fe?" tovabba tioszulfat alkalmazhat6 katalizatorként. Katalizator mentes
reagensként alkalmazhaté a KMnO,. Ezen eljarasok laboratoriumi korilmények kozott
viszonylag hosszt 1d6ét vesznek igényben, akar 24 o6ras reakcididordl beszélhetlink. Viszont
ezen eljarasokkal kozel 100 %-os TCE degradaciot érhetiink el. A H,0, és katalizatorai akar
terepi koriilmények kozott is alkalmazhatd remediacios eljaras (Fekete-Kertész et al. 2013) .
A H,0; mellett alkalmazhaté még TiO, katalizatorként, am a vegyiiletek mellett az 1 vagy
annal magasabb (akar 2,5) atm oxigén nyomas nagyban javithatja a hatasfokot és csokkentheti

a reakci6idét, igy akar 90 percre csokkenthetd laboratoriumi koriilmények kozott a lebontés,
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ami laboratoriumi kisérleteknél hasznosnak bizonyulhat (Hoseini et al 2013). A H,0O,-al
egylitt az UV degradéacio is igéretes, mivel karos melléktermékek nélkiil alkalmazhatd
(Dobaradaran et al. 2014).

A kémiai lebontason tul egyes esetekben indokolt lehet a biologiai titon valo lebontas.
Amikor karos segédanyagok ¢s melléktermékek nem keletkezhetnek, akkor sokkal
alkalmasabb lehet a biologiai szervezetek segitségével vald degradéacio. Tovabbd néhany
esetben olcsobban, koltséghatékonyabban érhetiink el kozel azonos hatasfoku végeredményt.
Egyes Dehalococcoides fajok képesek reduktiven dehalogénezni a TCE-t egészen eténig,
ezaltal egy artalmatlan végtermékké degradalni (West etl al. 2008). A Dehalococcoides TCE
reduktiv dehalogendza a baktérium tceA génje altal kodolt (Johnson et al. 2005). Ezen
baktériumok viszont szigoruan anaerob szervezetek (Jianzhong et al. 2005). Tovabba egyes
metan, propan vagy ammonia oxidald baktériumok (mint példaul: egyes Mikobaktérium
torzsek vagy Nitrosomonas europaea) is képesek bontani a TCE-t (Wackett et al. 1989.,
Arciero et al. 1989., Little et al. 1988.)

Alternativaként a Debreceni Egyetemen is vizsgalt Pseudomonas putida F1 baktérium
szolgélhat, amely a rendelkezésre all6 adatok alapjan szintén képes bontani a triklor-etilént

(Pintér et al 2010).

2.3. Pseudomonas putida

2.3.1. Pseudomonas putida F1 altalanos tulajdonsagai

3. Tablazat: A Pseudomonas putida F1 taxonomiaja (Internetes hiv. 8.)

Domén: Bacteria

Torzs: Proteobacteria
Osztaly: Gamma Proteobacteria
Rend: Pseudomonadaceae
Csalad: Pseudomonadaceae

Nemzetség:  Pseudomonas

Faj: Pseudomonas Putida
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A Pseudomonas putida F1 egy gramm negativ, palcika alak(l aerob baktérium, ami
szdmos kornyezeti tipusban el6fordul. A P. putida faj tagjai rendkiviil széles skalaju
metabolikus aktivitdst mutatnak, ami segiti az adaptaciojukat a kiilonbozé kornyezetekhez.
Ennek koszonhetéen megél szerves anyagokkal szennyezet talajban és iiledékben egyarant.
Tovabba gyakran megtalalhatd novényi novekedést serkentd endofita baktériumként (Wu et
al. 2010). Mozgasat csillok polaris csillok segitik, novekedési optimuma 25-30 °C-on
talalhato. Konnyen izolalhato a talajon és iiledéken til vizekben is. A baktérium nem csak
megélni, hanem novekedni is képes kiilonb6z6 szerves szennyezokkel terhelt tertileteken. Az
F1 jol novekszik benzolon, toluolon és etil-benzolon egyarant. Az egyik legtobbet vizsgalt
baktérium amely képes bontani az aromas szénhidrogéneket. Az aromas szénhidrogének a
toluol dioxygenaz enzim szubsztratjai, amely képes oxidalni a triklor-etilént, indolt,
nitrotoluolt, klorbenzolt és mas aromas szubsztratot. Viszont a P. putida F1 nem képes a TCE-
t szén ¢és energia forrasként felhasznalni, csak detoxifikalni azt mas szénforras mellett. Ezen
tulajdonsagainak koszonhetdéen gyakran alkalmazott szervezet a bioremediacios eljarasok

soran (Internetes hiv. 9.).

6. abra: Pseudomonas putida F1 (Internetes hiv. 9.)

2.3.2. Pseudomonas putida F1 triklor-etilén oxidacidja

A P.putida F1 tobb enzim segitségével is oxiddlhatja a triklor-etilént:
- toluol dioxigenaz
- toluol 2-monooxigenaz

- metan monooxigenaz (Morono et al. 2004)
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7. abra: A triklor-etilén aerob lebontasanak madjai

A tanulmanyban a toluol dioxigendz enzim és enzimrendszerrel foglalkozom
kiemelten, amelynek indukalasahoz nem elegendé a TCE megjelenése. Az enzimrendszer
aktivalodasdhoz sziikség van egy elsOdleges szubsztratra, amely képes elinditani a gének
expresszidjat. Ezt kovetden mehet végbe a TCE oxidacidja is az enzimrendszer segitségével.
Ezt a folyamat kometabolizmus néven ismert (Heald és Jenkins 1994, Peterson 1999). llyen
esetben a mikroorganizmusnak sziiksége van egy elsddleges szubsztratra, amely
szénforrasként szolgal novekedéséhez, populacidjanak fenntartasahoz, ¢és képes az
enzimrendszer aktivalasara. Ezt az enzimrendszert elsdsorban a toloul indukalhatja, am
kivalthat6 lehet més anyagokkal is. Ennek a masodlagos szubsztrat-transzformacionak a
segitségével képesek lehetiink lebontani perzisztens vegyiileteket. Tovabba a folyamat
szabalyozhatova valhat, az els6dleges szubsztrat adagolasanak fiiggvényében. Az elsddleges
szubsztrat vagy induktor jelenlétében megjelend enzimek nem szubsztrat specifikusak, igy

lehetséges, hogy tobb illékony szerves vegyiilet lebontasara is alkalmasak (Horvath 1972).
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A toluol-dehodrogenaz enzimrendszer a P.putdida Fl-ben a tod operonon talalhato,
amely tobb gént kodol: tod(ABC1C2).
- todA (reduktazrol)
- todB (ferrodoxinToL)
- todCl1 (terminalis dioxigenaz nagy alegysége)
- todC2 (terminalis dioxigenaz kis alegysége) (Zylstra et al. 1988).

Az enzimrendszer felépitését a 7. abra, az enzim 3D szerkezetét pedig a 8.4bra szemlélteti.

CH,3

+ 92
NAD* Reductase,o, Ferredoxingg, 1ISP1oL
x (todA) X (todB) x (todC) X
CH,4
NADE+E* Reductase o Ferredoxinyg, ISPyoL B

OH
OH

8. abra: A toluol-dioxigenaz enzimrendszer (Zylstra el al. 1988)

9. abra: A toluol-dioxirogenaz enzim 3D szerkezete

A tod génklaszterbe a toluol dioxigenazt kodold géneken kiviil egy dehidrogenazt és

crer

felvételéhez sziikséges gén. A tod génklasztert a 9.abra szemlélteti. (Parales et al. 2000).
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10. abra: A toluol dioxigenaz gén klaszter genetikai szervez6dése (Parales et al. 2000)

A toluol dioxigendz szamara szamos vegyiilet szolgalhat szubsztratként, 4m a P.putida
F1 nem minden anyagot képes felhaszndlni a novekedéséhez, amint azt kordbban a
kometabolizmus kapcsan emlitettem. A legfontosabb vegyiileteket, amelyek szubsztratként
szolgalhatnak az enzim szdmara, a 3. tdblazatban foglalom 6ssze. Jol lathatd, hogy szamos
vegyiilet szubsztratja az enzimnek, am a baktérium ndvekedését nem szolgalja. Tovabba
lathato, hogy a baktérium, a toluol dehidrogenaz enzim segitségével nem képes bontani PCE-
t. Ezt fontos figyelembe venni, mivel egyes esetekben a TCE 1ugy jelenik meg, mint a PCE
bomlasterméke. Viszont figyelemre méltd, hogy rendkiviil sok mérgezd anyagot képes
degradalni az enzim (példaul: TCE,DCE, Xilol,Toluol stb.). Ez teszi kiemelkedéen fontossa,

¢és alkalmassa kiilonb6z6 bioremediacios feladatokra.
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4. tablazat: A toluol dioxigenaz altal bonthato vegyiiletek (Parales et al. 2000)
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2.4. ATCE lebontas és transzport radiokarbonos kutatdsa az ENVIKUT projektben

A multi és interdiszciplinaris kutatasi projekt célja a vizek mindségének megdvasa,
célzott kémiai és bioldgiai kutatdsok segitségével. A munkacsoportok céljai analitikai
modszerek fejlesztése a nagy higitdsban jelentkezd szennyezések kimutatasara, javaslatok és
hasznalhaté modszerek kidolgozasa a szennyez6 forrasok megsziintetésére. Tovabba eljarasok
kidolgozéasa a mar meglévOszennyezések felszamolasara. A projektben résztvevd szervezetek
kozott szerepel a Debreceni Egyetem hat kutatocsoportja, a Budapesti Miszaki ¢és
Gazdasagtudomanyi Egyetem Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszékének Feliiletkémiai
Kutatécsoportja (a kornyezetkémiai csoport keretében), az MTA ATOMKI HEKAL
laboratériuma. Az egyetem kiilonboz6 teriileteit egyesitve, a HEKAL egyediilallo
ismereteivel és miszeregyiittesével kiegésziilve elsdként a szennyezet viz allapotatdl a tiszta
viz allapotag valo eljutast céloztdk meg.

A Hertelendi Ede Kornyezetanalitikai Laboratérium (HEKAL) a felsorolt kutatdsokkal
jarul hozza a palyazatban részletezett projekt sikeres teljesitéséhez: szerves szennyezok
biodegradacidjanak nyomon kovetése a kiinduldsi és  végtermék stabilizotop-
frakcionalddasanak és az ezt befolyasold tényezék vizsgalataval; *C-alapu izotopanalitikai
modszerek fejlesztése €s alkalmazasa célzott kémiai és biologiai alapkutatdsokhoz kornyezeti
szennyezOk felszdmoladsara; valamint a kijelolt szennyezett vizbazisok hidrogeoldgiai ¢€s
1zotophidrologiai vizsgalata. A projekt csoportjait €s csoportok kozotti kapcsolatokat az 1.

szamu melléklet mutatja (Internetes hiv. 10.).
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3. ANYAG ES MODSZER

A projekt keretében izotopanalitikai modszerek alkalmazdsa a célunk, melyben
gyorsitos tomegspektrométer segitségével kivanjuk mérni a radioaktivan nyomjelzett triklor-
etilén mennyiségét a kiilonboz6 fazisokban (tdpanyag, baktérium). Ehhez elsésorban meg kell
vizsgalnunk a feltards mindségét és mind a preparalas €s alkalmazott izotdpanalitikai
modszerek hatasfokat és reprodukalhatésagat. Az munkafolyamatok soran keletkezo

szennyezddések felderitése is fontos pontja a kutatasnak.

3.1.TCE vizes oldat roncsolasa

Vizsgaltuk vizes oldatban a TCE roncsoldsanak hatasfokat. A vizsgalatban 5 ml
kromkénsav és a 48 oras roncsolasokndl 10 ml kénsav-eziistszulfat mellé 10 ml, 0,65 g/l TCE
oldatot injektaltunk fecskenddvel a vakuumtérbe. Ezt kdvetden 120 °C-on 2,5 ordig
roncsoltuk az oldatot. Majd a keletkezett CO, gazt tisztitottuk, mennyiségét mértiik és & *°C
stabilizotop-aranyat Thermo Finnigan Delta plus XP tipust stabilizotop-arany mérd
tomegspektrométer segitségével hataroztuk meg. Ezek alapjan vizsgaltuk a roncsolas
hatasfokat és mindségét. A keletkezett CO, abszolut mennyiséget egy ismert térfogatu térben,
adott hdmérsékleten nagypontossdgii nyomasméréssel hataroztuk meg, az idedlis gaztorvény
alapjan, amelybdl a szén mennyisége is meghatdrozhato. Ebbdl pedig kovetkeztethetiink a

TCE szén mennyisége alapjan a roncsolas hatékonysagara.

3.2. Pseudomonas putida F1 tenyésztése

A baktériumtenyészetek eldallitasat a Debreceni Egyetem — Természettudomanyi és
Technologiai Kardnak Biomérnoki tanszéke végezte az ENVIKUT projekt kozos
résztvevijeként. A HEKAL feladata a mintdk el6készitése izotopanalitikai mérésekre.
Els6ként meghataroztak a baktérium novekedési gorbéjét steril, 100 ml, 0,5 % kazein peptont
tartalmazé BSM (Basalt Salt Medium) taptalajon. A vizsgalatok soran meghataroztak, hogy
az exponencialis szakasz 2-4 ora koz¢ tehetd. A tenyészetek eldallitasa utan kovetkezhetett a
kontroll és TCE-vel kezelt mintak eléallitasa. Mind a TCE-vel kezelt és kezeletlen
tenyészetekbol 0,1,2,3,4 és 5 ora inkubalasi id6 elteltével kaptunk 4 °C-ra lehitott 10 ml-nyi
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mintakat stabilizotop €s radiokarbon mérésre. Ezen a hémérsékleten a baktériumok nem, vagy
csak elhanyagolhatdé mértékii aktivitast mutatnak. A baktériumok optikai mikroszkopos képét

a 11. dbra szemlélteti.

11. sbra: A tapoldat és benne 1évé baktériumok mikroszképi képe (sajat kép)

3.3. 1C elBkészités és mérés
3.3.1. El&készités

Els6ként a baktériumtenyészetek és tapoldatok szarazanyag és baktériumtartalmat
hataroztam meg. Az elézetes mérések soran 40 ml-es mintakkal dolgoztunk, ahol
centrifugalassal elvalasztottam a baktériumtomeget a tapoldattol. Az elézetes eredmények
alapjan a tapoldat megkozelitdleg 1%-o0s szarazanyag tartalommal és 1 mg/ml
baktériumtdmeggel bir.

Ezek alapjan 15 ml-es centrifugacsébe 4,5 ml mintat mértem, amelyet 6000 rpm-en,
4°C-on 30 percig centrifugaltam, a baktériumok elvalasztasanak céljabol. A feliiluszot
eltavolitottam tovabbi mérésekre megorizve. A leiilepedett baktériumokat kétszer, szénmentes

desztillalt vizzel oblitettem, és az el6zdekben meghatdrozott modon centrifugltam. A
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desztillalt vizet a baktériumokrdl a felilliszéhoz mértem at, igy megdrizve azon anyagokat,
amelyek esetleg a baktériumok feliiletén megtapadtak €s a desztillalt vizzel eltavolithatok.

Ezt kovetden kémcsdbe helyeztem a feliilluszot ¢és a kinyert, atoblitett
baktériummennyiséget, majd liofilizaltam azt. Ezt kovetden mind a baktériumok tomegét €s
az oldat szarazanyagtartalmat mértem. Az el6készités 1épéseit a 12. 4bra illusztralja.

Az igy nyert mintakbol, feliiluszokbol 0,7 mg-ot mértem automata mintaadagolast
stabilizotop-arany mérésre €s a baktérium ¢és feliiluszo mintdkbol (ahol a kinyert mennyiség
lehet6vé tette) 2-mg-ot pedig AMS és 6°C mérésre készitettem eld. A mintak mellett
standard, ismert stabilizotop-aranyu anyagokat is bemértiink (IAEA N1 és N2 standard, IVA
Sediment standard, Sulfanilammide standard). Egéssegit6ként vanadium pentoxidot adtunk a

mintdkhoz, a mintamennyiség kétszeresét.

12. dbra: Az el6készités egyes lIépései (mérlegelés-centrifugalas-mosas-fagyasztas-liofilizalas)

3.3.2. Feltaras

A radiokarbon és stabilizotop-arany mérésekhez a baktérium mintdkat MnO;
segitsével égettem el. A bemért mintamennyiség kétszeres mennyiségét mértem be MnO,-bol,
majd 550 “C-on 12 6ran at égettem. A bemért mintabol ily modon keletkezett szén-dioxidot a
szennyezd anyagoktol, viztdl elvalasztva specidlis rendszeren, vizkifagyasztd csapdan
keresztiil vezetve megtisztitottam. A keletkezett CO, abszolit mennyiséget egy ismert
térfogata térben, adott hdmérsékleten nagypontossagii nyomdsméréssel hataroztam meg, az
idedlis gaztorvény alapjan. Ezt a feltarasi folyamatot kovetden keriilt a minta grafitizaldsra,
majd AMS YC mérésre. A mintak mellett a hattérkorrekcio érdekében, azokkal egyidejlileg és
azonos modszerrel szerves, de *C mentes fosszilis nemzetkdzi referencia anyagot

preparaltam és analizaltam. A gaztisztito rendszert a 13. abra szemlélteti:
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Minta adagolasa (leforrasztott ampulla feltorése)
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13. abra: Tiszta CO, kinyerése

3.3.3. Grafitizalds és préselés

A reakcioteret egy kiilsé és bels6 boroszilikat iveg kémcso alkotja. A kiilsé kémcsobe
mérjiik a titan-hidridet €s a cinket szilard, por formaban. A kiilsd kémcs6é egy bemélyedéssel
van ellatva az oldalan, ami megakadalyozza, hogy a belsé kisebb kémcs6, a reagensekkel
kitoltott térbe ereszkedjen. Ebbe a kisebb iivegbe mérjiik a vas katalizatort, ami szintén szilard
por alakjaban torténik meg. Ezt a folyamaton egy magas homérsékletii elokezelés koveti, ami
utdn az egymasba csusztatott kémcsoveket egy egyszerii gazkezeld rendszerre illesztve,
atfagyasztjuk ide a mintagazt, tisztitott szén-dioxid formajaban. A gazkezel6 rendszeren a
mintagazt folyékony nitrogén segitségével fagyasztjuk at a grafitizalas reakcioterébe, és a gaz
kifagyasa utan az ivegcsovet leforrasztjuk. Ezt kovetéen kemencében, igen magas

hémérsékleten, két 1épcsdben torténik meg a grafitizalas. Elséként 3 oran keresztill a titan
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hidridbdl felszabaditjuk a hidrogént 500°C-on, mdasodik fazisként 550°C-ra emeljik a
kemence hofokat, hogy a vaspor altal katalizalt grafititképzddési folyamat a lehetd
legkedvezdbben menjen végbe. A grafitizalast kdvetden a leforrasztott iivegeket feltorjiik és a
belehull6 iivegdarabokat eltavolitjuk. A kisebb iiveget kivessziik, ezen taldlhatdé a vas
katalizatorra kivalt grafit. A grafitot pedig aluminium tart6 egységekbe, ugynevezett ,target”-
ba préseljiik és felirattal latjuk el. Ezek utan a munkafolyamatok utan keriilhet a target a
MICADAS-AMS-be analizalasra. Az erre a célra fejlesztett préseld és ,.target a 14. abran
lathato.

14. sbra: Présels és target
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3.3.4. *C mérés

A MC méréshez hasznalt, a debreceni ATOMKI-ban miikodd6 MICADAS-AMS
berendezés 1+ toltésti ionnyaldbot hoz Iétre a gyorsitos szakaszban a negativ szén-ionokbol,
€és a tobbszords molekula-litkoztetéses modszert kihaszndlva csokkenti az interferalo
molekulaionok mennyiségét a **C analizisre hasznalt nyalabban. Fontos megjegyezni, hogy a
MICADAS AMS a *C mérés mellett a radiokarbon kor korrekciojdhoz elengedhetetlen
Befee aranyt is egyidejileg képes mérni a mintabol, ami mas AMS-ek esetén a napi
gyakorlatban sokszor nem megoldhat6 és csak nehezen, részben pétolhatd. A rendszer elvi

felépitése a 15. abran lathato.

12¢-

Y
| 12C transmission |

15. abra: A MICADAS **C AMS rendszer elrendezése és részei
A: ionforrds; B: kisenergids tOmegspektrométer; C: gyorsitd; D: nagyenergids
tdmegspektrométer; E: elektrosztatikus-tér analizator; F: gazionizacios “*C detektor (Schulze-

Koénig, 2010)

A mas AMS-ekhez képest 1ényegesen egyszerlibb felépités egy az eddigieknél joval
kisebb alapteriiletii (2,5 x 3,0 m) berendezést eredményezett. A dedikaltan rutinszeri **C

mérésekhez fejlesztett MICADAS rendszeren (ETHZ, Ziirich) mas AMS-ekhez képest tobb
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olyan lényeges ujitast vezettek be, melyek nagyban megkonnyitik és stabilabba teszik az
AMS lizemeltetését (Synal et al. 2007).

Az ionforras (15. dbra A-szakasz) kialakitasanal f6 szempont volt, hogy a forrast
befogadd kamra foldpotencidlon legyen, azaz miikodé6 AMS esetén is konnyen kezelhetd
maradjon. Ennek érdekében az ionforrdas minden nagyfesziiltségli bevezetése egy
foldpotencidlon 1év6é vakuumkamraba alulrdl lett megoldva, izoldltan. A nagyfesziiltségii
tapegységek az ionforras tartovazanak also részében lettek elhelyezve, egy Faraday-kalitkaval
védett térrészben. Ez a kialakitas 50 keV-os kivonasi energia elérését teszi lehetévé a C™ ionok
szdmara. A cézium-tartaly az ionforrds kamraban kapott helyet. A tipikus C™ iondram 30-50
nA kozotti érték. Az ionforras egy tobbkatodos mintavalto-rendszerrel van ellatva, mely egy
linearis elrendezésii tarban (16. 4bra.) Osszesen egyszerre maximum 23 minta (target)
kezelésére képes, a vakuumkamran beliil. A szilard katddokon tal a forrds gdzhalmazallapota

CO; direkt mérését is lehetdvé teszi. A gazkezeld rendszert és az ionforrast egy kapillarissal

16. abra: 22 db grafit targettel felt6ltott mérési tar a MICADAS AMS 14C méréshez

Az alacsonyenergias tomegspektrométer (15. abra B-szakasz) szakasz kialakitasa egy
megfelelden elhelyezett detektorral lehetdvé teszi az ionforrasbol kilépd szén-iondram
mérését a gyorsitod elott, igy folyamatosan ellendrizhetd a transzmisszios tényezd a gyorsitos
szakaszon keresztiil (mivel a gyorsito utan is folyamatosan mérhetd az atjuté ionaram). Ebben
a szakaszban kapott helyet az a gyors miikodtetésti pulzald rendszer (fast beam switching
system: ,,pulsing”), mely az egyes eltérd tomegszdmu szén-ionok gyorsiton valo atjutdsanak
sorrendjét szabalyozza, megfeleld idézités mellett (°C, **C, **C majd “C: 50ps, 40ms, 500us
majd 40ms sorrendben). Az alkalmazott 6sszeallitas mellett, a magneses térerdsség elég széles
tartomanyaban biztosithatd volt a megfelelden stabil Be/?e ¢s Mcc arany érték a

nagyenergias detektor oldalon, ami alapfeltétele a megbizhato izotdparany mérésnek.
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A tandem elrendezésli, maximum 200 kV termindlfesziiltségen iizemeld gyorsitd (15.
abra C-szakasz) egy vakuum izolalt kamraban lett elhelyezve, melynek kiilsé feliilete
foldpotencidlon van. A nagyfesziiltséget egyedi modon, egy kereskedelmi forgalomban is
kaphato tapegységgel (Heinzinger Type: PNC 200,000-5) biztositjak, mely a gyorsitot tartd
vaz also részébe van beépitve. Fosztd gazként (,,stripper gas”) nitrogéngdzt hasznalunk,
melynek stlirliségét a fosztd szakaszban egy teljesen fémbdl késziilt szabalyozhato tiiszelep
segitségével allitjdk be (gaznyomds ~10-6 mbar), oly modon, hogy a teret folyamatosan
harom darab, egymastol fiiggetlen, foldpotencialon tartott nagy teljesitményli turb6d-szivattya
tartja vakuum alatt.

A gyorsitos szakaszt kovetd nagyenergias tomegspektrométerben (15. abra D-szakasz)
torténik meg az egyes szén-izotopok szétvalasztisa. Ebben a szakaszban hirom filiggetlen
Faraday-kalitka detektor lett elhelyezve. Ketté ezek koziil a gyorsiton atjutd 12ct ¢s B3¢t
ionaramot méri. Ezek kozott kapott helyet a harmadik detektor, ami szintén **C* jonaramot
mér, de azon frakcidjat (energia szerint kivalasztva), amely “*CH™ molekulaion formaban
indulva jutott 4t a gyorsiton és jelentds hozzajarulast adhat a mért **C jelhez. Ennek az egyedi
»molekulaion” detektornak a jele a hattérkorrekcid soran jol hasznalhato.

A nagyenergias magnest egy ESA (elektrosztatikus-tér) analizator (15. abra E-szakasz)
koveti, mely kondicionalja az ionnyaldbot a megfeleld YC detektalas érdekében, s melyben
becsusztathatd kapuk segitségével tovabbi geometriai korlatozassal csokkenthetd, vaghato a
nyalabnak azon részlete, mely a berendezés hatteréhez jelentds hozzajarulast adna, mig a **C
jelhez csak kevéssé jarul hozza.

A MC ionok szamlaldsara a detektor (15. 4bra F-szakasz) szakaszban egy
gazionizacios kamra lett kialakitva, melynek ablaka egy 5 x 5 mme-es teriileti 50nm
vastagsagu SizNsz.1 folia (Dobeli et al. 2004). A kamra szamlalégaza 15 mbar nyomasu iso-

butan gaz. Az ATOMKI-HEKAL-ban talalhato eszkozt a 16. abra szemlélteti.
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17. abra: MICADAS **C AMS berendezés az ATOMKI-ban

3.4. 6°C és 8N mérés

Kiilonboz6 kémiai, bioldgia és fizikai folyamatok soran az elemek izotdpjainak aranya
megvaltozhat a kiillonb6z6 fazisokban. Ez kiilondsen jol megfigyelhetd a biologiai folyamatok
soran (pl: RUBISCO enzim miikddése). Tovabba egyes tapanyagok elényben részesitése
baktériumoknal is hatassal lehet az izotoparanyokra a szervezeteken beliil. Ezen izotopok,
stabilizotopok aranya és valtozasa fontos informacidkat szolgaltathat szamunkra a lejatszodo
folyamatokrol. Viszont a természetben végbemend folyamatokban az izotopfrakcionalodas
igen kis mértékben megy végbe, ezért rendkiviil pontos mérdeszkdzokre, nagy érzékenységii
berendezésekre van sziikségiink az ilyen jellegti folyamatok nyomon kovetésére. A HEKAL-
ban egy erre alkalmas Thermo Finnigan gyartmanyu Delta plus XP stabilizitop-arany méré
berendezést alkalmaztunk a vizsgalat soran. A tomegspektrométer az izotoparanyokat Hp, N,
CO,, SO, formaban méri. A miiszer mérési pontossaga: 88C: +0,1%o. A berendezést foként
viz, vizben oldott szerves anyagok, méz izocukor vizsgélatara hasznaljak. Jelen esetben
rendhagyd modon, baktérium ¢&s annak tiptalajanak vizsgalatat végezzikk el. Ami a

késébbiekben 11j alkalmazasoknak adhat teret.
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4. EREDMENYEK

Tanulmanyomban tobb mddszert €s miszert alkalmaztam annak érdekében , hoyg a
TCE lebontasi folyamatainak szénizotdpos vizsgalataihoz megfeleldé modszertani eljaraskat
fejlessziink ki. Ezen moddszereket az el6z6 fejezetben mutattam be, munkdm eredményeit
pedig a kovetkezOkben részletezem. Elséként a TCE vizes oldatanak roncsoldsat tiztok ki
célul. Ezt kovetden végeztik el a modszerfejlesztés a baktériumtenyészetek vizsgdlatara.
Amely a késébbiekben radioaktivan nyomjelezett TCE vizsgalatat, kovetését teszi szamunkra

lehetové.

4.1. TCE vizes oldatanak roncsolasa

A roncsolasi vizsgalatok eredményei alapjan elmondhatd, hogy a TCE még igen erds
oxidalo sav jelenlétében sem bonthato le teljes mértékben. A kihozatal és a stabilizotop-arany
kozott kismértéki korrelacio volt megfigyelhetd, am ez a Sigma-Aldrich-t61 beszerzett TCE
stabilizotop-aranyatol eltérd, nagy szordst mutat. A vizsgélat paramétereit €s eredményeit a 4.

tablazat szemlélteti.

5. tablazat: A vizsgalat paraméterei és eredményei.

Teszt Oxidaloészer V oxidilé Vr1ce Crce 1dé Szén Kihozat 6 BC

kodja tipusai (ml) (ml) (g/L) (6ra) (mg) al (%) (%0)

TCE/2 Krémkénsav 5 10 0,13 2 0,04 17,55 n.a.

TCE/3 Krémkénsav 6 10 0,13 2 0,05 22,88 -284

TCE/4 Krémkénsav 7 10 0,13 2 0,02 7,05 -31,6

TCE/5 Krémkénsav 8 0 0,13 2 0,03 - n.a.
(Kontroll)

TCE/7 Krémkénsav, Ezist 5+15 10 0,65 48 0,96 80,99 -29,1
szulfat-kénsav

TCE/8 Krémkénsav, Eziist 5+15 10 0,65 48 0,48 40,80 -30,9
szulfat-kénsav

TCE/9 Krémkénsav, Eziist 5+15 10 0,65 48 0,48 40,57 n.a.
szulfat-kénsav

TCE/10 Krémkénsav, Eziist 5+15 10 0,65 48 0,60 50,84 -31,15
szulfat-kénsav

TCE/11 Krémkénsav, Eziist 5+15 10 0,65 48 0,96 81,43 -25,94
szulfat-kénsav

TCE/12 Krémkénsav, Eziist 5+15 10 0,65 48 0,64 53,99 -31,86
szulfat-kénsav

TCE/13 Kromkénsav, Eziist 5+15 0 0,65 48 0,05 - n.a.
szulfat-kénsav
(Kontroll)
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A 12. abran jol lathatd, hogy kombinalt oxidaloszer elegy alkalmazasaval, és hosszabb
roncsolasi id6vel a kezdeti 10-20 %-os kihozatal novelhetd. Egyes esetekben akar 80 %-0s
hatékonysaggal is sikeriilt lebontani a vegyiiletet. Am a kiugré értékeket kivéve, a hatdsfok
igen er6s oxidaloszer €s hosszantartd roncsolas kovetkeztében is csak 50 % koriili értékre
tehetd. Ezt a hatasfokot javithatjuk mas vegyszerek és katalizatorok adagolasaval. A kontroll
mintak értékeit a hozza tartozé modszer vart szén tomegéhez viszonyitottan szézalékosan

feltiintettem a diagramban (18.4bra).
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18. abra: TCE lebontasanak hatékonysaga
A roncsolas hatasfokat nem csak a kihozatal mérésével vizsgaltuk, hanem stabilizotop-arany

mérésének segitségével kivantuk meghatarozni a roncsolds teljességét, ugyanis nem teljes

roncsolas esetén jelentds izotopfrakcionalodas 1ép fel (19. abra).
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19. 4bra: Kihozatal és 6 *C

Ahogy az a 19. abran is jol lathatd, a mért stabilizotop arany-értékei igen nagy szorast
mutatnak, és a korrelacio is igen alacsony. Tovabba a kihozatal novekedésével sem kozeliti
meg a tiszta TCE stabilizotop-arany értékét, ami 33,2+0,04 %.. Ennek oka az alacsony
hatasfok kovetkeztében fellépd izotopfrakcionacio, esetleg a tomitésként hasznalt gumigylirii
roncsoléddsa is okozhatja az adatok torzuldsat. Ennek kikiiszobdlésére alkalmazhatunk
teflonbetétes, szeptummal ellatott, gumigyliri mentes reakcidcelldkat, ahol sem az
oxidaloszer sem az oldat (jelen esetben TCE) nem érintkezhet kozvetlen mas anyaggal, csak
teflonnal és tivegfeliiletekkel. A labor altal kifejlesztett reakciocella képe a 2. mellékleten

lathato.

4.2 Sejttébmeg és szarazanyagtartalma

A kiszaritott szaraz sejttomeg ¢és az oldat szarazanyagtartalmabol is vonhatunk le
kovetkeztetéseket. A szaraz sejttomeg vizsgalataval novekedési gorbét allithatunk fel, tovabba
a TCE baktériumokra gyakorolt hatdsat is vizsgalhatjuk. Tovabba ez a paraméter erdsen
befolyasolja az alkalmazandd *C jelzéanyag mennységét a kivant kimutatisi hatarok

eléréséhez. A vizsgélat soran 0,1 g/L TCE-volt jelen a tapoldatban.
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20. abra: DCW-0,1 g/L TCE esetén

Ahogy a 20.abra mutatja, hogy a baktériumok kezdeti gyarapodasa két 6ra utan megsziinik és
csOkkend tendenciat mutat. 5 ora elteltével a TCE tartalmu tapoldatban kisebb mennyiségii
baktérium figyelhetd meg mint a kiindulasi oldatban. Az adatok alapjan azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy 0,1 g/ TCE gatlo hatast fejt ki a Pseudomonas putida F1 baktérium
novekedésére. Ugyan novekedés megfigyelheté mindkét esetben, a kontroll mintaban az
novekedési fazis joval meredekebb, és az utdn is joval magasabb érték figyelhetd meg. A
csOkkenés koszonhetd lehet valamilyen tdpanyag kimeriilésének.

A taptalaj szdrazanyagtartalmdnak vizsgalata is tobb informacioval szolgalhat
szamunkra. Amennyiben ismerjiik a kezdeti szarazanyagtartalmat, €s a koztes iddpontokban

vett mintak szarazanyagtartalmat, a baktériumok anyagcseréjérdl kaphatunk informaciot.
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21. abra: A széraz sejttomeg és a szarazanyag hiany kapcsolata

Ahogy a 21. abra is mutatja, kezdeti szarazanyag tartalomhoz viszonyitott ,hianyzo
szdrazanyag” mennyisége ¢€s a keletkezett sejttomeg értékei jol korreldlnak. Ezen adatok
alapjan nincs jelentds mértékii veszteség mas utakon a taptalajbol. Atlagosan a hidnyzo
szarazanyag mennyiségének 50%-at fedi le a sejttomeg. A hidny jelentds részét tovabba a
baktériumok 1égzésével tavozd CO; fedheti le, ami jelentds szervesanyagbdl szarmazo szén és

szarazanyag tavozasat jelenti az szilard/folyadék fazisbol.

4.3. Minta el6készitési modszer, kitermelés

A mérés pontossaganak egyik alapfeltétele, hogy a kiindulasi anyagmennyiség minél
nagyobb hanyadat juttassuk el a mérésig. Az preparalas soran a mintabol torténd veszteség
hibas mérést eredményezhet, izotopfrakcinalodas torténhet stb. A Pseudomonas putida F1
baktérium megkozelitdleg 50 % széntartalmi mikroba. Természetesen kisebb nagyobb
eltérések lehetnek a baktérium széntartalmaban, &m ez igen kis szazaléknyi eltérést jelent.
(Passman & Jones 1985). Ezek alapjan a bemért mintamennyiség felének szénnek kell lennie,

ezzel szamolva adtam meg a kitermelés szazalékos értekét, amelyet a 22. dbra mutat.
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22. abra: Kitermelés

A 22. abra alapjan is kijelenthetjiilk, hogy egy minta kivételével a feldolgozott
baktérium mintaknal 80 % feletti kitermelést sikeriilt elérni. A 100 % feletti értékek
adodhatnak a baktérium sajat tulajdonsdgabol, magasabb széntartalom a vartnal. Am a

jelentdsebb ,,tultermelés” szennyezddésre is utalhat.

4.4. §C eredmények

4.4.1. Baktériumok stabilizotép-aranya

Ahogy a 23. abra mutatja a baktériumok stabilizotop-aranya kissé eltéré eredményeket
mutat, am egy szlik tartomanyon belill ingadozik. Figyelembe véve a biologiai folyamatok
sokszintiségét, kiilonbozo életfolyamatokban, fazisokban fellépd enzimmiikddéseket, ez nem

meglepd.
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23. abra: Baktérium 6°C

Tovabba a 24.abran lathaté BoxPlot abran megfigyelhetd kiilon a Kontroll és TCE-vel
kezelt baktériummintak csoportja. Jol lathatd, hogy a kontrollcsoport interkvartilis terjedelme
joval sziikebb tartomanyban mozog, egy-egy kiugro értéket kivéve jol behatarolhat6 értékeket
kozelit meg. Ez viszont nem mondhato el a TCE-vel kezelt baktériumok 8'°C aranyérél.
Megfigyelhetd, hogy joval szélesebb tartomanyban mozog az interkvartilis terjedelem és
atlaguk is pozitiv iranyba tolédott el. Am szélséértékeik ugyanazon hatarokon helyezkednek
el. Ezen eredmények a nem radioaktiv nyomjelzésnél lehetnek hasznosak. Feltételezhetéen
baktérium stabilizotop-ardnya a tapoldat egyik komponenséhez, anndl jobban részesiti azt
elényben. Kbzismerten vannak nehezen és konnyebben felvehetd szénforrasok a baktériumok
szamara. Ezek tanulmanyozasaban segitséget nyljthat a stabilizotop-arany vizsgalata.

A P.putida F1 8"C stabilizotop-aranya a vizsgalatok alapjan -25,94+0,73 %o-nek
adodott. Hasonlé tanulmanyban a heterotrof Desulfotomaculum acetoxidans stabilizotop-
aranya -25.4+ 0.9 %o (Londry et al. 2004).
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24. abra: Kontroll és TCE-vel kezelt mintak 6°°C aranya

4.4.2. A tapoldat stabilizitop-aranya

Ahhoz, hogy kovetkeztetéseket tudjunk levonni a baktérium ¢&s életfolyamatai
kovetkeztében 1étrejovo izotopfrakciondciora, tudnunk kell az altala felhasznalt tapoldat vagy
annak szerves-szarazanyagtartalmanak stabilizotop-aranyat. Ahogy a 25. és 26. abra mutatja

a tapoldat 8'3C és 6N aranya viszonylag egy jol meghatarozott érték koriil mozog. (8"3C:-

23,6+0,46; 5™°N: 3,9+0,78. Kisebb-nagyobb eltérések megfigyelhetsk.
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25, abra: Tapoldat & 3¢
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26. bra: 6°N

Az eredmények alapjan a frakcionalodasi tényez6t allapithatunk meg, amelyet alabb
részletezek. A baktériumok esetében 8°N eredményt a felhasznalhaté kis mintamennyiség
kovetkeztében nem kaptunk.

A két valtozé (815N és 613C) egylittes abrazolasaval (27. ébra) az anyagok egy jol
elkiilonithetd halmazba sorolhatok. A mintdk jelentds része egy pont koriil szorddik, néhany

esetben nagyobb eltérés megfigyelheto.
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27. 4bra: Tapoldat 6"°N és §"3C
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4.4.3. Baktériumok-médium stabilizotdp-arany kapcsolat

Mivel a baktérium a tapoldat szervesanyag tartalmabol képes felépiteni Gnmagat, ezért
a médium stabilizotop-aranya nagyban befolyasolja a baktérium-stabilizotop aranyat is.
Viszont az izotopfrakcionalodasi folyamatok kovetkeztében a két érték eltérhet egymastol, ez
kiilonboz6 szervezetekben eltérd mértéki lehet. Ahogy a 28. é&bra is mutatja, az
izotopfrakcionalodési folyamatok jelen vizsgalatban is megfigyelhetdk. A frakciondlodasi
tényez6 atlagosan 1,11-ra tehetd.

A baktérium mintdk esetében nem mérhettiink 5°N aranyt, am a kovetkezd
vizsgalatokban érdekesnek bizonyulhat ez a vizsgalat is. Mivel valoszintisithetden a N
izotopok esetében is megfigyelhetd izotdpfrakiconalodas, és ezen adatokat egy kétvaltozos
diagramon abrazolva valoszintsithetden két, jol elkiilonitheté teriiletet fednének le a tapoldat

¢és a baktérium mintak.

22,24
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28. abra: A médium és P.putida F1 stabilizotép aranya
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A 29. abran a TCE-vel kezelt Pseudomonas putida F1 és tapoldatanak stabilizotop-
aranyanak kapcsolata lathat6. Megfigyelhetd, hogy az értékek kozott jelentds korrelacid
mutatkozik. A megfigyelt negativ korrelacié oka az lehet, hogy amikor a baktérium a
tapoldatbol egyre negativabb stabilizotop-arany szenet vesz fel (azaz a konnyebb
szénizotopokat preferalja), akkor nyilvanvaléan az oldatban egyre pozitivabb lessza
visszamarado6 oldott szénfrakcio izotdparanya (azaz a fel nem hasznalt nehezebb izotépban
dusul a tépoldat) .

Jol lathato, hogy az R? érték mindkét esetben joval magasabb, mint 0,6. Ami jelentds
mértéki korrelacionak mondhat6. Viszont a TCE mentes mintdk eredményei nem mutatnak
ilyen mértékt kapcsolatot. Ez akdr az alacsony szamti mérés ¢€s esetleges mérési hibakbol is
adodhat. Két kiugrdan eltéré eredmény kovetkeztében a kontroll mintak R? értéke joval 0,5

ala csokkent, viszont ezen értékek nélkiil az R? 0,51 (30. abra).
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29. abra: P.putida F1 és tapoldatanak (o aranya (TCE kezelt)
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30. abra: : P.putida F1 és tapoldatanak 61°C aranya

Ahogy a 30. abra is mutatja a kontroll mintak k6z6tt mar nem volt jelentds negativ
korrelacio, illetve a ksi mintaszdm miatt ez nem volt kimutathatdé szignifikdnsan. Az
eredményekben mutatkozé anomaliak felderitésére tovabbi vizsgalatok, tobbszords ismétlések

sziikségesek.

4.5 Radiokarbon tesztmérések eredményei

A radiokarbonméréseknél els6ként a tapoldat komponenseinek és egy valds Putida
baktérium-tapoldat minta sorozatban a kezdeti, kdzbens6 és végsé allapotban a baktériumba
beépiilt szén mérésére keriilt sor. Mivel az eredetileg felhasznalt szervesanyagokbol épitik fel
magukat a baktériumok, ezért fontos a médium radiokarbon tartalménak ismerete is. A
stabilizotop mérésekbdl valoszinlisithetd, hogy a tipoldat szervesanyagtartalma és a
baktérium biomassza radiokarbon tartalma igen hasonld eredményeket ad. A vizsgalatok
soran a kordbbi fejezetekben emlitett elokészitési és feltarasi modszert alkalmazva vizsgaltuk
a kazein-pepton és agar tapanyagok YC tartalmat is, melyek fontos bemeneti paraméterek
lesznek a kés6bbi *C jelzéses kisérletek tervezéséhez.

Az 5. tablazatban kozolt AMS C mérési eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy
a fejlesztések soran kidolgozott **C minta-el6készitési és mérési modszer igen jol

reprodukalhatéan adta a nemzetkdzi referencia anyagra (IAEA-C7) vart Yc fajlagos aktivitas
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( 100 pMC = 0,226 Bq *C/ 1 gC) értékeket. Tehat a kidolgozott szerves anyag elékészitési
modszer, s az alkalmazott méréstechnika kivaloan teljesiti a kutatasi célul kitiizott analitikai
pontossagi paramétereket.

A baktérium tenyésztés taptalajanak f6 alkotoelemeit (agar-agar ¢és kazein) is
megvizsgaltam a C tartalmuk tekintetében. A vizsgalt agar és kazein minta szenének
fajlagos *C tartalma meglepéen azonos volt (107,1 pMC). A baktérium nélkiili kezdeti
tapoldat foként ezekbdl az Osszetevokbol késziilt, de nyilvanvaldan tartalmazott egyéb
széntartalmu (esetleg szennyezd) anyagokat is, mert ennek a teljes szervesanyag tartalma mar
kissé eltérd C aktivitast mutatott (108,8 pMC). A kezdetben bevitt, elétenyésztett baktérium
torzs egy mas taptalajon nevelkedhetett, hiszen ennek fajlagos '*C tartalma kezdetben
jelentésen eltért (100,4 pMC), a tapoldat szenéhez képest. A baktérium szenének Yc
koncentracidja a kezdeti alacsonyabb szintrél a vizsgalt tapoldatban valdo novekedés és
anyagcsere soran egy magasabb értékre emelkedett (hiban beliil 103,0 pMC), hiszen a
magasabb fajlagos *C tartalmi tapoldatbol épitkezve novekedett.

6. tablazat: Referencia anyag, a tapoldat és kinyert baktérium minték **C eredményei.

AMS mérés |Minta koéd | Minta C-14 pMC +/- pMC

kodja HEKAL leirasa (%) (1 sigma)
IAEA-C7 nemzetk6zi referencia

DeA-4979  |C7a anvag (4953 BMC) 49,43 0,18
IAEA-C7 nemzetkdzi referencia

DeA-4980 |C7b anvag (49.53 BMC) 50,02 0,19

DeA-4978  |agar A tapoldat alapanyaga 107,09 0,25

DeA-4981 | kazein A tapoldat alapanyaga 107,13 0,26

DeA-5076 |DE-BE3 | A Kiserlet elejen Osszeallitott 108,79 0,39
tapoldat, baktérium nelkul

DeA-5077 |DE-BE6 |~ Devitt bakterium szerves 100,40 0,43
anyaga, a tenyésztés elején

DeA-5078 |DE-BEg |A Devitt bakterium szerves 103,16 0,35
anyaga a tenyésztés kdzepén

DeA-5079 | DE-BE 12 | Devitt bakterium szerves 102,76 0,35
anyaga a tenyésztés végén
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OSSZEGZES

A tanulmany az ENVIKUT projekt keretein beliil nyljt tdamogatast a Debreceni
Egyetem kiilonbozd kutatdcsoportjainak szamara. A moddszerfejlesztési és tesztelési fazis
elengedhetetlen a nagyszdmu minta pontos analitikai vizsgalatdhoz. Ezen folyamatok soran
derithetiink fényt a felmeriilé problémakra, nyerhetiink alapvetd informaciokat.

Elétanulméanyom soran fény deriilt arra, hogy a TCE még igen erés oxidalo sav
hatdsdra sem bonthatd le teljes mértékben, ezt a kitermelési és stabilizotop adatok is
alatamasztjak. Ez megerésiti azt a tényt, hogy jelenléte a természetben hossza tava lehet
ennek a perzisztens vegyiiletnek. Szervetlen savak mellett katalizatorok sziikségesek
lebontasahoz (ezek lehetnek: Ag, Al Fe).

A baktériumok szaraz tomeg vizsgalata alapjan elmondhat6, hogy nem csak az emberi
szervezetre, de akar egy igen ellenallo, viszontagsagos koriilmények kozott novekedni képes
mikroorganizmusra is gatlo hatast fejt ki a vegyiilet.

Radiokarbon méréseknél, radioaktiv nyomjelzett anyagokndl fontos, hogy jelentds
mennyiségli veszteség ne 1épjen fel. Ez a bioldgiai folyamatoknal nem egyszert feladat, mivel
a mikroorganizmusok 1égzése soran jelentds mennyiségli CO, tavozik a rendszerbl. Am a
vizsgalatok alapjan jol lathato, hogy a szervesanyag veszteség a tapoldatbol jo ardnyban
lefedhet6 a baktériumok tomegével.

A baktériumtenyészetek eldallitasa, tisztitasa és elOkészitését kovetden kezdhetdé meg
a feltaras. Ismerniink kell, hogy a bemért mintamennyiség hany szazalékat vagyunk képesek
analizalni. Ez jelen esetben magasabb, mint 80 %, ami j6 aranynak mondhatd. Minél
kevesebb a veszteség, annal bizonyosabb, hogy a mérés a minta teljes egészére reprezentativ
lesz.

A 3C eredmények is viszonylag alacsony, sziik tartomanyon beliili ingadozést
mutatnak, &m néhany kiugroé érték megfigyelhetd. A baktériumok stabilizotop-aranya -25,94+
0,73. Ez nagyban fligghet a taptalaj 0sszetételétdl. Mivel a mikrobak ebbdl épitik fel magukat.
Ez kiilonb6z6 vizsgalatokban hasznosabb lehet, mint jelen esetben. Am itt is megfigyelhetd,
hogy a TCE valamilyen hatast gyakorolhat a P.putida Fl-re. A tapoldat és a baktérium
stabilizotop-aranyanak ismeretében az izotopfrakciondlodasi folyamatokrol kaphatunk

informaciot.
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A fejlesztések soran kidolgozott **C minta-elékészitési és mérési modszer igen jol

reprodukalhatdan adta a nemzetkdzi referencia anyagra (IAEA-C7) vart *C fajlagos aktivitas
értékeket, tehat a kidolgozott szerves anyag elOkészitési modszer, s az alkalmazott
méréstechnika kivaloan teljesiti a kutatasi célul kitlizott analitikai pontossagi paramétereket.
A baktérium tenyésztés taptalajanak f6 alkotdelemeit (agar-agar és kazein) megvizsgalva az
agar és kazein mintdk szenének fajlagos *C tartalma meglep8en azonos volt. A baktérium
nélkiilli kezdeti tapoldat foként ezekbdl az OsszetevOkbol készilt, de nyilvanvaloan
tartalmazott egyéb széntartalmu (esetleg szennyezd) anyagokat is, mert ennek a teljes
szervesanyag tartalma mar kissé eltérd '*C aktivitist mutatott. A kezdetben bevitt,
el6tenyésztett baktérium torzs egy mas taptalajon nevelkedhetett, hiszen ennek fajlagos **C
tartalma kezdetben jelentésen eltért (7%-al alacsonyabb volt), a tapoldat szenéhez képest. A
baktérium szenének **C koncentracioja a kezdeti alacsonyabb szintrél a vizsgalt tapoldatban
vald novekedés és anyagcesere soran egy magasabb értékre emelkedett, hiszen a magasabb
fajlagos **C tartalmi tapoldatbol épitkezve nvekedett.

A kutatdmunkam sordn kidolgozott szén-izotop elokészitési és mérési modszerekrdl
valoés mintakon tesztelve bizonyitottam, hogy megfeleléen érzékenyek és reprodukélhatoak
ahhoz, hogy sikeresen alkalmazhatoak legyenek az ENVIKUT projektben a TCE lebontasos

baktériumtenyésztési kisérletek preciz szén-izotopkovetéses tanulmanyozasahoz.
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KITEKINTES, JAVASLATOK

A kutatas szempontjabol ajanlott lehet ECsy érték (effektiv  koncentracio)
megallapitasa a TCE P.putida F1-re gyakorolt hatasanak vizsgalatabol. Ez a koncentracié az
LDsp értékhez hasonldan arrél ad informaciot, hogy a baktériumtomeg 50 %-os gatlasdhoz
mekkora vegyszer koncentracio sziikséges. Ez a tovéabbiakban alkalmazni kivant
bioremedidcios eljarasok soran fontos lehet, hogy hol alkalmazhaté a mikroorganizmus
hatékonyan.

Fontos lehet a rendszerbdl eltavozd gazok vizsgalata is. Amennyiben a baktérium
felveszi, és lebontja, vagy beépiti szervezetébe a triklor-etilént, akkor ez CO, forméjaban
megjelenhet az eltavozd gazokban. Igy ilyen médon is nyomon lehet kovetni a TCE-bl
szarmazé *C izotépot. Viszont amennyiben nem CO; ként tavozik a rendszerbdl a
nyomjelzett anyag, akkor lehetséges, hogy pusztan elillan, fotolizis soran bomlastermékei
tavoznak stb.

A stabilizotop és radiokarbonmérések 11j alkalmazasi teriileteket nyithatnak a HEKAL
AMS Ilabor szdmdara. A nagypontossagu izotOpanalitikai mérések kiilonféle biologiai,
gyogyszeripari, orvosi alkalmazasoknak adhatnak teret. Ilyen példaul a vérben megjelend,
lassan kiiiriil6 gyogyszer hatéanyagok Yc nyomjelzésének lehetdsége. Kiilonbozd

mikroorganizmusok vizsgalata, a Pseudomonas putida F1-en tal.
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ROVIDITESEK GYUJTEMENYE

TCE Triklor-etilén

DCE Diklor-etilén

PCE Perklor-etilén/Tetraklor-etilén

HEKAL Hertelendi Ede Kornyezetanalitikai Laboratorium

ATOMKI Atommagkutat6 intézet

MTA Magyar Tudomanyos Akadémia

Yc Radiokarbon

CO; Szén-dioxid

°H Tricium

AMS Accelerated ~ Mass Spectrometer  (Gyorsitds
tomegspektrométer

GPC Gas Proportional Counter  (Gazproporcionalis
szamlalo)

LSC Liquid Scintillation Counting (Folyadékszcintillacios
szamlalo)

DNAPL Dense Non-Aqueous Phase Liquids (nehéz, vizzel
nem elegyedo6 folyadékok)

H>0, Hidrogén-peroxid

TiO; Titan-dioxid

KMnQO4 Kalium-permanganat

LDsgg Letalis dozis, az egyedek 50%-an
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1. Melleklet: Az ENVIKUT projekt csoportjai

2.Melléklet: Reakciocella (ATOMKI)
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I. SZAMU FUGGELEK

Munkémat az MTA-ATOMKI Hertelendi Ede Kornyezetanalitikai Laboratoriumaban
végeztem. Célom a témavezetéim uUtmutatasanak segitségével egy megbizhatd modszer
kidolgozésa raioaktivan nyomjelzett triklor-etilén mérésére Pseudomonas putida F1
baktériumban. Ehhez els6ként modszerfejlesztést kellett megvaldsitani a mintak megbizhato

kezelésére, feldolgozasara és mérésére. Feladataim elsdsorban a kovetkezok voltak:

- Triklor-etilén roncsolasanak vizsgalata

- Baktériumtomeg elvalasztasa a tapkozegtol

- Baktérium valamint tiptalajanak radiokarbon és stabilizotop-arany mérése

- Izotopfrakcionalodasi folyamat vizsgdlata a mérési eredmények segitségével

- Radiokarbon mérések elokészitése, elozetes vizsgalatok lefolytatasa

A munka el6tanulmyanként szolgdl, a késObbiekben megvalosuld, radioaktiv
nyomjelzéssel végrehajtott vizsgalatokhoz. Ezen vizsgalat alapadatokat és megbizhatd
eredményeket szolgaltat a késébi vizsgalatok lefolytatasahoz, bizonyitja, hogy a modszer

alkalmas lehet a raioaktivan nyomjelzett vegyiilet nyomon kovetésére a rendszerben.
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1. SZAMU FUGGELEK

Vizsgalatom eldtanulmanyként szolgal a mesterképzési diplomamunkdmhoz. Az itt
végrehajtott kisérletek segitségével végezhetdk el a konkrét, radioktivan nyomjelzett TCE-vel
elvégzendd vizsgalatok. Diplomamunkamban tovabb folytatom az izotdpfrakcionalddasi
folyamat vizsgalatat, és végrehajtom a radioaktivan nyomjelzett TCE nyomon kovetését. Ahol
az ENVIKUT projekt keretén beliil kivanjuk meghatarozni, hogy a baktérium képes-e
felvenni és metabolizalni a vegyiiletet. Ehhez volt sziikséges a jelen tanulmany lefolytatasa,
hogy bebizonyithassam, hogy a mdédszer megfelelden alkalmas a vizsgélat lefolytatasara.
Diplomadolgozatom tovabbi feladatai:

- Radioaktivan nyomjelzett TCE-vel végrehajtott vizsgalat végrehajtasa

- Izotopfrakcionalodas vizsgalata Nitrogén esetében

- Passziv transzport lehetdségének vizsgalata

- Sejtalkotok vizsgalata, amennyiben lehetséges

- ECsp érték meghatarozasa
Ezen vizsgalatok, mint a passziv transzport és az ECsy érték, fontosak lehetnek a
bioremediacois munkak soran. Az ECs érték segitségével megallapithatjuk, hogy milyen
koncentraci6 tartomanyban alkalmazhat6 a baktérium.
Vizsgalatom témadja irodalmi feldolgozasban nagyban hasonl6 a diplomamunkédm témajahoz,
am az eredményeim csak eldtanulmanyként szolgalnak ahhoz. Diplomadolgozatom konkrét

eredményeit a radioaktivan nyomjelzett TCE-vel végrehajtott vizsgalatok képzik.
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