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1 Bevezetés

Az elmult évtizedben igen jelentds, globalis szintli problémava nétte ki magat a milanyag
szennyezés. Egyre tobb szakirodalom foglalkozik a témaval és egyre tobb kutatas folyik a
milanyag hulladék keletkezésének megel6zésérol, Gjrafeldolgozasarol és kornyezeti hatasairol.

A dolgozatomban az utobbival fogok részletesebben foglalkozni.

Napjainkban évente korulbeltl 359 millio tonna muanyag keletkezik (httpl). A kutatok
becslése szerint, ha tovabbra is ilyen iitemben halad a miianyagok gyartdsa, 2050-re az 1,8
millidrd tonnét is elérheti az évenkénti termelés (Bergman et al, 2015). Européban jelenleg a
milanyag hulladékok kezelése az aldbbi modszerekkel torténik: 42,6 %-a keril energetikai
hasznositasra, 32,5%-a Ujrahasznositasra kerll, illetve 24,9%-a végzi hulladéklerakoban.
Fontos megemliteni, hogy ezen hulladékok egy része a hulladékkezelési modszereket elkertlve,
kdzvetlenul, vagy kozvetve a kdrnyezetbe, valamint az tengerekbe, cednokba jutnak (httpl).
Becsiilt adatok szerint jelenleg 5,25 millidrd tonna milanyag hulladék van a F6ldon és ebbdl
150 milli6 tonna szennyezi a vilag s6s- és édesvizkészletét. Ezen adatok tudataban lathatjuk,
hogy nem csak a tovabbi hulladékok keletkezésének a megel6zés a fontos, hanem a mar kikertilt
szennyezbanyagok felszamolasa, feldolgozésa is nagyon lényeges (Bergmann et al, 2015,
http2). Az esztétikai és a fizikai szennyezés mellett a milanyag rendelkezik egy olyan
masodlagos tulajdonsaggal, amely lehetévé teszi, hogy a feliiletiikon adszorbealjanak
kiilonboz6 kémiai szennyezdanyagokat, valamint hozzajuk kapcsolodva ¢élélény kozosseégeket
hordozzanak (plasztiszféra), tovabbi indirekt kdrnyezeti kockéazatokat okozva ezzel (Wiesner
et al, 2018).

Harom és fél éve foglalkozom a mikromiianyagok feliiletén kialakulé mikrobak6zosségekkel,
amely harom elnyert UNKP 6sztondij keretein belil valosulhatott meg. Jelen dolgozatom célja
a szennyviz hatasa alatt allé felszini viz plasztiszférikus kozosségének bemutatasa, illetve
baktériumok fajszintii identifikalasa mikromtanyag feliiletr6l. A kutatds soran tovabba célom
volt a plasztiszferikus kbzosség és a kornyezeti kdzeg (pl- felszini viz, szennyviz) kbzdsségének

0sszehasonlitasa.



Irodalmi attekintés

2.1 A mianyag

A muanyag az egyik legismertebb mesterséges anyag a vilagon, amelyet szdmtalan teriileten
hasznalnak. A milanyag kifejezés is mutatja, hogy nem egyetlen konkrét meghatarozott
anyagrol van sz0, hanem eltér6 tulajdonsagu anyagok 6sszefoglald neve. Annak ellenére, hogy
ezek az anyagok kiilonb6z6 jellemzokkel rendelkeznek, szerkezetiik igen hasonld. A miianyag
definicidjat tobbféleképpen is meghataroztdk. Az altalanosan elfogadott fogalom szerint a
milanyagok olyan makromolekulaju anyagok, amelyeket kizardlag mesterséges Gton, a
természetben eléfordulé makromolekulak kémiai atalakitdsaval vagy kis moltdmegii anyagok
polimerizacidjaval hoznak Iétre. A miianyag polimerbdl épiil fel, ami olyan hosszlanct szerves
kémiai vegyliletek halmaza amelyben sok ezer monomer elsérendii kémiai kotéssel kotodik
egymashoz. Kémiailag tehat a mlianyag egy olyan Osszetett rendszer, amely egy vagy tobbféle

polimerbdl és kémiai adalékanyagol tevddik dssze (Stoll, 2018; Szabd, 2009; Erdei, 2017).

2.1.1 Miianyag tipusai

A milanyagok kiilonboz6 dsszetételiiek, tipusonként fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonsagaik
eltérhetnek. Hulladékfeldolgozés és kezelés szempontjabol 7 6 tipus van (Pukéanszky et al.,
2011). A termékeken az Gjrahasznositas jele, az 6nmagaba forduld nyilas szimbolumban 1évo
szam ad arrdl tajekoztatdst, hogyan kezelheté az adott milanyag. A f6bb csoportokat az

alabbiakban mutatom be.

2.1.1.1 Polietilén-tereftalat (PET)

Ez a tipus a legszélesebb korben alkalmazott mlianyag. Elsddleges felhasznalasi teriilete a
csomagoldipar, azon belil pedig a palackok gyartasa, illetve a kozmetikumok, élelmiszerek
csomagolésa is szamottevd. Monomerje az etilén, olvadaspontja 110 és 130 °C koz6tt van. A
PET egy részben kristalyos polimer, nagy hdallosaggal, ezért a hiités gyorsasagaval lehet
szabalyozni a formdjat, keménységét. Jellemzdje az 4atlatszosdg. Szelektiven gytijtve

ujrafeldolgozhatd, melybdl leggyakrabban granuldtumot készitenek.

2.1.1.2 Nagy strtiséeii polietilén (HDPE)

A HDPE (high-density polyethylene) stirtisége legalabb 0,941 g/cm?®.Leggyakrabban a
csomagoldiparban alkalmazzak, kemenyebb csomagolasokra, példaul atlatszé tejespalack,
tisztitoszeres flakon, szemeteszsak. Emellett vizvezetékek eldallitasara is hasznaljak.
Monomerje az etilén, olvadaspontja 110 és 130 °C kozott van. A polietilének kdzil az egyik

legegyszeriibb a kémiai felépitése. Merev, szilard, nedvallé anyag.
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2.1.1.3 Polivinil-klorid (PVC)

A vildag harmadik leggyakrabban alkalmazott polimere. Altaldban vizelvezetési
alkalmazéasokban, hazépitési iparban csévekhez, pellet vagy gyanta forméjaban is piacra kerdil.
A vinil-klorid gyokos polimerizéciojaval allitjak el6, olvadaspontja 80 °C korul van. Kénnyt,
konnyen kezelhetd és formazhatdé milanyag. Kémiailag ellenalld, kemény, de hore lagyuld

anyag. Mivel bonyolult a szerkezete, ezért igen ritkan hasznositjak Gjra.

2.1.1.4 Alacsony suriiségii polietilén (LDPE)

Az LDPE (low-density polyethylene) siirisége 0,915-0,925 g/lcm® kozott valtozik.
Leggyakrabban foliagyartasra hasznaljak, valamint késziilnek beldle tasakok, bélések, szemetes
zsdkok, puhabb miianyag palackok és mez6gazdasagi folidk. Monomerje az etilén,
olvadaspontja 110 és 130 °C kdzott van. Kis strliségti és kis szakitoszilardsagu, viszont nagy

hajlékonysagi milanyag. Szelektiven gyiijtve anyagdban tjrahasznosithato.

2.1.1.5 Polipropilén (PP)

A maésodik leggyakrabban eldallitott és alkalmazott milanyag. Leggyakrabban szintén
csomagoldanyagként alkalmazzak, emellett a textilipar, vegyipar is alkalmazza. JelentOs
mértékben hasznaljak még kiilonb6z6 milanyag alkatrészeknél és az ir6szereknél. Monomerje
a propilén, olvadaspontja 165 °C koril van. Hore lagyuld, jol vakuumformazhat6, kemény

milanyag. Szelektiven gytijtve Gjrahasznosithato.

2.1.1.6 Polisztirol (PS)

Leggyakrabban épitdiparban hasznaljak, példaul szigetelés, pl. hungarocell formajaban. Ezen
kiviil hiitétaskak, véddeszkozok eldallitdsara alkalmazzadk. Monomere a sztirol, iivegesedési
hémérséklete 100 °C korul van. Hoszigeteld, savalld és vizallo is egyben. Kismértékben
deformalhato, kemény, merev miianyag. Jellemzden a lakossagi szelektiv hulladékudvarokban
lehet elhelyezni. Az EPS-t egyre gyakrabban dolgozzak fel és hasznaljak példaul porusképzo
anyagkent, vagy cementtel keverve a konnyiibeton alkotéelemeként. Egyes rovarok larvai is
képesek elfogyasztani (Rinke et al, 2022).

2.1.1.7 Egyéb miianyagok

Azokat a miianyagokat soroljuk ide, amelyek tulajdonsagaik vagy biodegradalhatosaguk miatt
a fent emlitett csoportokba egyértelmiien be nem sorolhatok. Ebbe a csoportba tartjuk szamon
az ugynevezett kompozit mlianyag hulladékot, melynek f6 jellemzdje, hogy a milanyagon kiviil

tartalmaz mas anyagot is, példaul papirt vagy aluminiumot (pl. tetrapack doboz). Az egyéb



muianyagok kozott taldlhatok a kornyezetvédelmi szempontbol legelonyosebb, az elmult
¢vekben kifejlesztett biomiianyagok, amelyek manapsdg mar minden fogyasztd és termeld

szamara elérhet6 arucikk a piacon (Puk&nszky et al., 2011; Palm et al, 2019).

2.1.1.8 Biomiianyagok

A biomlanyagokat két csoportra oszthatjuk. Vannak a bioalapu mianyagok, illetve a
biologiailag lebomlé miianyagok, azonban vannak olyanok, amelyeket mindkét csoportba
sorolhatjuk. A bioalapu jelz6 magaba foglalja azokat az anyagokat vagy termékeket, amelyek
részben vagy egészben biomasszabol, azaz jellemzOen novényekbdl szarmaztathatoak. A
leggyakrabban hasznélt ezek kozil a kukorica, cellul6z vagy cukornad alapu polimerek. A
bioldgiailag bonthaté miianyag viszont kiillonb6zé mikroorganizmusok altal keriil lebontasra,
amelyek képesek atalakitani vizzé, szén-dioxidda és komposzttd - amennyiben a lebontas
idealis. Ennek a tulajdonsaganak koszonhetéen ezek a mlianyagok komposztalhatok a tobbi
milanyaggal ellentétben. Az 1. 4brén jol lathato, hogy megkiiloboztetiink olyan miianyagokat,
melyek bioalaplak, azonban nem biodegradalhatok, ilyen a bioalapu polietilén (bioPE), a
szintén bioalapu polietilén-tereftalat (bioPET), a politrimetilén-tereftalat (PTT), illetve a
polietilén-furanoat (PEF). Biomassza alapd, illetve biodegradalhatd példaul a polibutilén-
adipat-ko-tereftalat (PBAT) és a polikaprolakton (PCL) is. A kutatds soran alkalmazott
politejsav (PLA) a bioalapl és biodegradalhaté is egyben, mint a polihidroxialkanat (PHA) és
a polibutilén (PBS) is. (Az abran tovabba lathato a polietilén (PE), a polietilén-tereftalat (PET),

illetve a polipropilén (PP) is, amelyek a biomiianyag csoportok egyikébe sem sorolhatok.)

bioalapu
bioalapu PE,
PLA, PHA,
PET, PTT, PEF kL
nem = biodegradalhat6
biodegradalhato
PE, PP, PET PBAT, PCL

biomassza alapu

1. &bra Biomiianyok csoportositasa anyagtulajdonsaguk és biodegradalhatosdaguk
alapjan (http4)
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A 2. abra bemutatja, hogy az egyes biomtianyagok termelése hogyan oszlik meg globalisan.
Lathatd, hogy vilagszinten 2,42 millié tonna biomiianyagot termeliink, melynek 62,2%-a
biodegradalhato, illetve 35,8%-a bio alapl, viszont nem biodegradalhatdé. Tovabba az is
leolvashatd, hogy az egyes tipusok hogyan oszlanak meg. A legtdbbet termelt biodegradalhato6

milanyag jelenleg a PLA, melyet a kutatas soran is alkalmaztam.

Egyéb 1.0% 19.2% PBAT
non-biodegradable) 3.5% PBS
18.9% PLA
® PET 6.2% i 1.8% PHA ®
® PA 9.1% . oS;z'iZen: 16.4% Keményits
BEF L= millio 32% Celluléz @
PEF ol 7 \ 1.2% Egyéb ®
®PTT 8.1% /‘
'YX XX ) o000
Bio alapu/ nem degradalhatd (35,8%) Biodegradalhat6 (62,2%)

2. abra 2021-ben Globdlisan termelt biomiianyagok felosztdsa, tipus alapjan (http4)

A PLA egy olyan kristalyos szerkezetii polimer, amelyet erjesztéssel és polikondenzacioval
vagy dilaktid polimerizacioval allitanak eld természetes anyagokbol, foként magas
keményitétartalommal — rendelkez6kbdl.  Leggyakrabban —egyszerhasznalatos —targyakat
készitenek beldle, ezen feliil pedig alkalmazzak hétkdznapi hasznélati targyak esetében,
textilidk, illetve kompozit alapanyagként is hasznaljak (Garlotta et al. 2011). A PLA
komposztélas soran korulbelll 12 hét alatt lebomlik. Amennyiben nem komposztaljak, égetése
soran tobb energiat termel, mint példaul a papir és az sem elhanyagolhat6, hogy nem
keletkeznek égetésekor illékony gazok, illetve az égéstermék is igen kis mennyiségi.
Artalmatlanitas esetén pedig nem keletkezik metan, tehat minden hulladékkezelési modszer
esetében egy jobb altenativanak bizonyul a hagyomanyosan alaklamazott hulladékoknal
(http6).

2.2 Mianvag, mint hulladék

Minden évben 100 milliard poliamid zacsko ker(l értekesitésre Eurdpaban. Ez 6 g/zacskoval
szamolva évente 600.000 tonna mianyag. Ez elosztva a lakosokra azt jelenti, hogy Europaban
minden lakos 200 zacskot hasznal évente, ami 1,2 kg milanyag. Az emberek 89%-a egyszer
hasznalja ezeket a zacskdkat. A szamitasok szerint csak ebbdl a tevékenységbdl 48.000 tonna

miianyag keriil a kdrnyezetbe évente.



A milanyag csokkentésének elve a hulladékhierchiara épiil. Az EU 2008/98/EK iranyelv a
hulladékokrol és egyes iranyelvek hatalyon kivili elhelyezésér6l szolo jogszabalyban
hatarozzdk meg a hulladékhiearchiat. A megfelelé felhasznalasi megoldas figg példaul a
milanyag jellegétdl, a helyi adottsagoktol, gazdasagi szempontoktol és egyéb tényezoktdl is
(http8).

A hulladékhiearchia alapjan a hulladékok kezelésének priorizalt 1épése a megel6zés. Ebbol a
szempontbol megfeleld megoldasnak tlinik a természetes nyersanyagforrasra €piilé vagy
biologiailag eldallithatd polimerek alkalmazasa. 1995-ben jelent meg az els6 nagy mennyiségi
természetes nyersanyagokbol készilt 100%-ban lebomlé miianyag a piacon. Ez megfelel a
2018/851 EU modosito irdnyelvnek, amely a korforgasos gazdasagrol, illetve a Kiterjesztett
gyartoi feleldsségrdl szol, miszerint minden gyartd koteles minimalis mennyiségli anyagot
hasznélni, ezzel is csokkentve a keletkez6 (mlianyag) hulladék tomegét (http8).

A kovetkezd szint az ujrafelhasznalas. Ez legfoképp ipari méreteknél fontos, hogy ne egyszer
hasznalatos miianyagokat alkalmazzanak, hanem folyamatosan ujra fel tudjdk hasznalni az
eldallitott miianyagokat. Telepiilési hulladéknal kevésbé jellemzd, bar egyre tobben torekednek
az egyszeri hasznalatra tervezett milanyagok tobbszor felhasznaldsra a haztartdsokban is. Az
utdbbi években elterjedt komposztalas is ide sorolhatd. A komposztalas mind ipari, mind
haztartési szinten elérhetd mddszer. A mlianyagok nagy része nem komposztalhatd, de ez alol
kivételt képez a biologiailag bonthaté miianyag, mely emiatt is emlitésre méltd. A komposztba
a legtobb szerves haztartasi hulladék belekerllhet, majd megfelel6 nedvességtartalom,
oxigénellatottsag, homérseéklet, illetve szén- €s nitrogénarany mellett bizonyos 1dd elteltével
végtermékként jelenik meg a komposzt. A komposzt egy fenntarthatd, megfeleld alternativa
lehet a tragyazasra. Mezbgazdasagban gyakran felhasznaljak a komposztokat talaj
mindségeének, szerves anyag tartalmanak novelésére. Amennyiben a milanyag termék nem
bomlik le teljes mértékben, a mikromilanyag szennyezOk jelen lehetnek, melyeknek
mez6gazdasagi célu felhasznalasa tovabbi kovetkezményeket vonhat maga utan, ezért ebben az
esetben ezt is monitorozni sziikséges.

A hulladékhiearchia harmadik szintje az Gjrafeldolgozés, anyagaban torténé hasznositas. Ez
gyakorlatban akkor tud megvaldsulni, amennyiben gazdasagilag €és kornyezetvédelmi
szempontbdl is kedvez6bb maga a hasznositas, mint mas hulladékkezelési eljaras alkalmazasa.
Ez egykomponensli hulladékok esetében alkalmazhatd, ezért a millanyag tervezésénél
figyelembe kell venni, hogy példaul a termék tartalya és feddje ugyanazon tipusu miianyagbol

legyen. Ez esetben a feldolgozas a tobbi technologiahoz képest egyszeriibb, a termék értéke



magas, viszont az eljaras is koltseges. Fontos megjegyezni a kémiai Ujrahasznositast, bar nagy
része jelenleg még csak kisérleti stddiumban van. A tudoményos kutatdsok azonban
egyértelmiien igazoljak, hogy ez az Gjrahasznositas jovoje. Az eljaras alapja, hogy a polimerbol
kis moltomegli komponenseket gyartanak, amelyek késébb felhasznalhaté a miianyagiparban
és egyéb ipari teruleteken is. Jelenleg hasznalt eljards az atészterezés, ezt a modszert
polikondenzécioval eldallitott miianyagnal alkalmazzak, mint a PET vagy poliuretan. A kapott

poliolokbdl djra poliuretan (PUR) habokat allitanak el6.

Az Europai Kozosseg elismeri az égetest, mint hulladékhasznositasi modszert, abban az
esetben, ha megfeleld hatasfokl és energetikai hasznositasra alkalmas. Egyes polimerek, mint
példaul a polietilén és a polisztirol igen nagy hdtartalommal rendelkezik, igy fliitoértékiik is igen
magas. Az égetés problémadja, az égés soran keletkezd 1égszennyezd és egészségkarositd gazok,
példaul a kiilonb6zo savak ¢és a rakkeltd dioxinok. Ennek kikiiszobolésére kiillonbozo
savtalanito és gaz- vagy porlevalasztd berendezéseket lizemeltetnek a hulladékégeték. Az innen
levalasztott anyagok altalaban veszélyes hulladékként kezelend6k tovabb. A milanyag hulladék
¢getése nem a legkorszeriibb mddszer a hulladékkezelésre kornyezetvédelmi szempontbol.
2019-ben kortlbelul 850 millio tonna CO> tliveghazhatasu gaz keletkezett a milanyag égetés
soran, amely nagyban hozzajarul a klimavaltozéashoz és a felmelegedéshez.

Az utolsd 1épcs6é a hulladék artalmatlanitasa. Ez jelenthet a lerakast, vagy olyan égetést,
melynek energetikai hasznositasa nem elég hatékony. Magyarorszagon jelenlegleg 72 lerakd
miikodik. Mianyag tipusok koziil leggyakrabban a PS vagy a PVC keril artalmatlanitasra
(Pukanszky et al., 2011).

2.3 Mianvag hatdsai a kornyezetre

A koolajbdl elballitott milianyag gyartasa légszennyezéssel jarhat, amely a kdrnyéket,
transzmisszio esetén pedig nagyobb teriiletet is szennyezhet. A milanyag tehat mar
eléallitasakor is terhelést jelenthet a kornyezetre (htttp8).

A miianyagszennyezéssel jar6 fizikai eés az esztétikai szennyezés szinte mindenki szdmara
kdzismert. A milanyag a masodik leggyakrabban keletkez6 hulladéktipus, ezen beliil is a PET
a leggyakrabban alkalmazott miianyag, melynek bomlasi ideje kb. 450 év. A tengeri hulladék
85%-4at mlianyag hulladék teszi ki, amelynek nagy része PET. A PET és egyéb viznél konnyebb
milanyagok a viz felszinén lebegve képesek tobb km?-es hulladékszigeteket létrehozni. Az
egyik legismertebb a Csendes-6ceanon kialakult, hozzavet6legesen 2500 km atmérdjti és 100
milli6 tonna tomegii ,,sziget”. Ezek a hulladékok az esztétikai szennyezésen tul is igen jelentds

mértékl hatassal rendelkeznek: a napfényt és az oxigént elzarjdk az él6lények eldl, tovabba
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szamos karos kémiai és bioldgiai hatasuk is ismert. Legfobb, ismert fizikai hatasuk az él61ények
fogyasztanak, a részecskék bejutnak a taplaléklancba és végul az emberi szervezetbe is,
melynek szintén élettani hatasai lehetnek.

A milanyag a polimerek mellet tartamaz mas adalékanyagokat is, ami az eléallitas soran rajuk
keriil, példaul a kiilonboz6 szinezéanyagok. Ezek az anyagok az emberi szervezetbe bekertlve
(a miianyag elégetésekor, belélegezve) elvaltozasokat okozhatnak. Az adalékok kdzé tartoznak
a biszfenol-A-t tartalmazé vegyiiletek, a ftalatok, és a triclosan is. Ezekrdl az adalékokrol
szdmos tanulmany szlletett mar korabban, ahol kimutattak toxikus hatasaikat. A PET esetében
a tobbszori Gjrahasznalattdl aprd, mikroméretii repedések keletkeznhetnek, igy pedig a karos
adalékanyagok bejutnak az élelmiszerbe, példaul a dietil-hexil ftalat (DEHP), amir6l a kutatok
bebizonyitottak, hogy jelentds hatassal van az emberi endokrin (hormonalis) rendszerre (EDC),
illetve dsszefuggésben all a kéros talsullyal (obezitds) is. Tovabbi jellemzéje, hogy képes
karositani a majat, a veséket és a tiid6t is. Szintén miianyag adalékanyagok k6zé sorolhatok a
kiilonboz6 lagyitoszerek, égésgatld anyagok, UV-stbilizatorok.

A 7-es (egyéb) tipusu miianyagok k6zé sorolandd a polikarbonat alapanyagi miianyag is,
melyhez gyakran adagolnak biszfenol-A-t, amit a kdznyelv BPA-ként is ismer. Igen veszélyes
adalékanyag, amely degenerativan hat mind a néi és férfi szaporodd szervekre, viselkedési
zavart okozhat, befolyasolja az immunrendszer miikodését és emberben bizonyitottan rakkeltd
hatasai is ismertek. Tovabba a BPA kiilonosen artalmas csecsemOkre nézve, hiszen a
szervezetiik nem képes kiszlirni ezt az anyagot. Ezen ismeretek tudatdban sziiletett a dontés,
miszerint 2011-t61 Eur6paban a BPA hozzaadasa cumisiiveghez tiltott (http10).

Szintén problémas a mianyagok egetése: a polivinil-klorid elégetésekor foszgén, vinil-klorid
illetve dioxinok szabadulnak fel, mely az emberi szervezetbe bekeriilve rakkeltd, mutagén
hatéstak is lehetnek. (Primpke et al., 2017). Ezert is ker(lt tiltdsra a kerti hulladékok égetes
Magyarorszagon. Sajnos azonban sok esetben tudni arrol, hogy ezek a miianyag hulladékok
itthon a haztartasi vegyes tiizelésli kazanokba is bekeriilnek, jelentds levegdszennyezést okozva
teleplléseinken.

A milanyagok tovabbi jelentés kdrnyezeti kockazatuk abban is rejlik, hogy képesek megkotni
kiilonb6z6 szennyezbanyagokat is. Ilyenek peldaul a hidrofob aromas szénhidrogének. Ezek
koziil kiemelendd a policiklikus aromés szénhidrogének csoportja, melybe tobb szdz vegyiilet
tartozik, valamint ezek kozul tobb vegydlet is bizonyitottan mutagén, karcinogén hatasu
(Cignotti et al, 2019).
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2.4 A mikromilanyag

A fent bemutatott kdrnyezeti hatdsokon tul ismeretes, hogy nehezen, de a milanyag képes
kiilonboz6 fizikai, kémiai és bioldgiai hatasra apr6zodni, igy mikromiianyagok jonnek létre,
melyek tovabbi kockazatot jelenthetnek. A mikromiianyag kifejezés alatt olyan aprdé méretii
mianyag részecskéket értiink, melyeknek maximalis mérete 5 mm, a minimalis pedig a
mikrométeres tartomanyban van. Az Eurépai Elelmiszer-biztonsagi Hatosag hatarozta meg ezt
a definiciot, mely anyagéban és formajaban nem korlatozza, csak méretében, miszerint 0,1 um

¢és 5 mm atmérd kozott lehet.
2.4.1 Mikromiianyag csoportositdsa, keletkezése

A mianyagokat méret és keletkezés szerint csoportosithatjuk. Méret szerint 3 csoportot
kilénboztetnek meg (1. tablazatban). 1-5 mm k6zo6tti miianyagokat hivjuk mikromiianyagnak.

1 pm-1 mm kOz6tt mini-mikromianyagokrdl, illetve 1 um alatt nanomtianyagokrol beszéliink.

Meéret Megnevezés
<1lum nanomilanyag

1 pum-1mm mini-mikromtianyag
1-5mm mikromiianyag

1. téblazat: Mikromiianyag csoportositasa (Stoven et al, 2015)

A mikromiianyagon kiviil beszélhetliink mezo- és makromtianyagrol, melynek mérettartomanya
5-25 mm kozott, makro esetén pedig 25 mm felett van (Stoven et al., 2015). Keletkezés szerint
megkiilonboztetiink elsddleges és méasodlagos mikromiianyagokat. Els6dlegesnek nevezziik az
olyan reszecskéket, amik a kdrnyezetbe kikertilve mar 5mm-nél kisebbek. Ide tartozik tobbek
kozott az iparban a csiszolas és a tisztitas folyamatabol eredd, illetve a kozmetikabol kikertild
részecskék melyek mar mikroméretiiek. Tovabba az olyan miianyag granuldtum, ami a
csomagolasok és a foliak gyartasa soran keletkezik. Ezek a mikromilanyagok rendszerint a
keletkezes helyén valamint a feldolgozasuk kdzben kertilhetnek a Iégtérbe és egyéb kornyezeti
elemekbe.

A masodlagos mikromiianyagok alatt azokat a miianyagokat értjiilk, melyek kornyezetbe
kertilésekor nem ilyen apré méretliek, hanem ez az allapot valamilyen fizikai, kémiai vagy
bioldgiai bomlas utjan kovetkezik be. Ha a miilanyag a vizben (vizfelszin alatt) van, akkor
nagyon lassan indul el ez a bomléasi folyamat. Ezzel ellentétben a vizfelszinen ez a folyamat
sokkal hamarabb kovetkezik be, a felszinen ugyanis az erds UV sugirzas és a magas
hémeérsékeltingadozas hatdsara legyengiil a milianyag, majd aprdé részecskékké mallik. A
részecske lestllyed a viz aljara és a hideg viz, valamint a ndvekvé nyomas hatasara tovabb

degradalodhat kisebb részecskekké. A viz mélyén a tulajdonsagai megvaltoznak és nagyobb
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kémiai stabilitasra tesz szert, igy a mikromlianyag é¢lettartama jelentésen megndvekszik.
Amennyiben szarazf6ldon indul meg ez a bomlasi folyamat, abban az esetben az el6bb
leirtakhoz képest is gyorsabban kovetkezik be, melynek eredményeképp gyorsabban

képzddnek mikroméretii részecskék (Primpke et al., 2017).
2.4.2 Mikromiianyagok forrasai és alkalmazdasai

Az elsédleges mikromilayagoknak legjelentGsebb forrasa sz&mos kutatés szerint a kozmetikai
ipar, azon beliil is foként a tusfiirdokben és a folyékony szappanokban jellemzé hasznélatuk. A
napi fogyasztas alapjan a felhasznalt mennyiség 2,4 mg/f6-re jon ki. Ez korulbeltl 1,25
kg/f6/évnek felel meg. Europaban minden kozmetikai terméket figyelembe véve, évente 500
millié lakossal szamolva 3125 tonna mikromiianyagot juttatunk ki a csatornarendszereken
keresztil a héaztartdsokbol. Magyarorszagra megfeleltetve még nincsenek adatok, ezért
dolgozatomban a németorszagi helyzet kerll bemutatasra. Itt a kovetkezOképp alakul a

mikromiianyag felhasznalasa (2. tablazat).

A mikromiianyag forrasa Becsult mennyiség Németorszagban (t)
kozmetika 500

moso0, tisztito, apold a haztartdsokban | nincs pontos adat

moso, tisztitd az iparban <100

felulet koptato <100

orvostudoméany nincs pontos adat

miuszaki alkalmazas 100000

2. tablazat: Elsodleges mikromiianyag forrdsai (Ahrens et al, 2015)

A masodlagos mikromilanyagok nagy része a hulladékok apr6z6dasabol jon Iétre. Ezen kivill
szintetikus szélak, ruhak, egyéb textilek, a termelés, a feldolgozas, illetve a gumiabroncs kopéas
a lehetséges forrasai. Becslések szerint Europaban évente a termelési hulladék 6-10%-a keril a
vilag vizeibe, ez a mennyiség 3,4-5,7 millio tonna. A ruhazatbdl és mas textilbdl szarmazo
miulanyagszalak egy ideje a hasonl6 kutatasok kozéppontjaban allnak, ennek ellenére még a mai
napig szamos hianyossag van az adatokat illetéen. Eddigi adatok szerint Europaban korulbelil
500-2500 tonna szintetikus mikroszal keletkezik évente. A 3. tablazat dsszefoglalja, hogy a
masodlagos mikromiianyagok milyen tevékenységbdl adodoan keletkeznek, illetve milyen

mennyiségben, Németorszagra nézve. (Ahrens et al., 2015).

Forras Mennyiség Németorszagban (t)
milanyag hulladék apr6zdodésa ,megszamlalhatatlanul nagy mennyiség”
gumianroncs kopasa 60000-110000

granulatum veszteség 21000-210000

miiszal 80-400

3. tablazat: Masodlagos mikromiianyag forrasai (Ahrens et al, 2015)
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2.4.3 Mikromiianyagok hatasa az élo szervezetekre

Ahogyan korabban bemutattam, a miianyagok méretiikben és anyag Osszetételiikben is igen
valtozatosak lehetnek. Mivel kilénbdzé anyaghol készllhetnek, ezért a képz6do
mikromiianyag is mas-mas tulajdonsaggal rendelkezhet. A koérnyezetben jelen 1évé
mikromiianyag jelentés kockazatot jelenthet a szarazfoldi és a vizi ¢l6lényekre is egyarant

(Bordds et al, 2016).

Napjainkban irtak le egy kizarolag milanyagok altal okozott betegséget tengeri madarak
esetében, mely a plasztikozis nevet kapta. A plasztikozis a madarakban 1évé milanyag
hulladékok lenyelését, a gyomor felsértését kovetd hegesedés. Ez az elsé olyan tanulmany,
amelyben kifejezetten a milanyag okozza a fibrozist a madaraknél. A tanulmény szerint eltérd
kort madarak esetében is kimutattak, tehat a fiatal madarak is ki vannak téve a plasztikozis
nevezetll betegségnek. A mikromilanyag részecskék begyulladhatnak, a tartds gyulladas
kovetkeztében pedig megkezdddik a hegesedés és a szovetek eltorzulhatnak. Ezaltal a madarak
sebezhetébbé valnak a kiilonbozé fertézésekkel szemben, tovabba a taplalék felvétele és
megemésztése nehezebbé valik, igy megallhat a novekedés, akar halal is bekdvetkezhet. A
kiilonb6z6 természetes anyagok, mint példaul a habkd ilyet nem képes okozni a madarakban, a

betegség kifejezetten a miianyag szervezetbe jutasakor kovetkezhet be (Horton et al, 2023).

A kisebb él6lények, példaul a planktonok az altaluk elfogyasztott részecskéket képesek a
taplaléklancon keresztill magasabb trofitasi szintekre is eljuttatni. A halak, tengeri teknésok,
madarak és vizi eml6sok emésztérendszerébdl is izolaltak mar mikromilanyagokat. Ennek a
kdvetkezménye, hogy csokken a bevitt taplalék mennyisége és ez pedig az élettartam
csokkeneséhez vezet. A vizsgalatok kimutattak, hogy ezekben az allatokban a
milanyagrészecskék felhalmozddésa visszadklendezést, gyomor és bélrendszeri betegségeket
okozhat és ezen tényezOk sok esetben halalhoz vezethetnek. A részecskék fizikai és élettani
sérilést vélthatnak ki, amely a nagyobb tengeri é16lényeknél is betegséghez, puszuldshoz
vezethet. A szennyezett tengeri teriileteken vannak olyan él6lények, melyeknél a testik
témegének 80%-4t teszik ki ezek a mikromitianyagok. Igy az elfogyasztott miianyag részecske
a taplaléklancon vegig megy, végil pedig az emberi szervezetben is felhalmozodhat,
amennyiben ezeket az él61ényeket elfogyasztjuk (Primpke et al., 2017).

A mikromilanyag, mint human egészségiigyi veszelyforrds 1950 korul kezdett megjelenni,
amikor sok mas anyagbol késziilt terméket felvaltott a miianyag. Legel0szor az élelmiszerekben
talalt mikromiianyag részecskék keltették fel a kornyezetkutatok érdeklédéseét. Kimutattak ilyen

anyagokat szamos élelmiszerbdl, példaul a vizbdl, a sorbdl, a mézbdl és az étkezési tengeri
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¢lolényekbdl.  Gyartastechnologiaban  mikromiianyagokkal a  kozmetikai  iparban
talalkozhatunk, példaul a fogkrémekben és a tusfiirdokben is megtalalhatok ezek a részecskék,
melyet a nagyobb tisztitdsi hatasfok érdekében alkalmaznak. Az elébb emlitett kozmetikai
termékek akar 10 % mikromiianyagot is tartalmazhatnak. A mikromtianyag jelenlétét az emberi
szervezetben elséként human székletmintabol mutattak ki, amely igen nagy felhaborodast, a
milanyagokkal szembeni ellenérzést keltett vildgszerte (Naegelen, 2019). Azdta tébb mas
human mint&ban is bizonyitottak jelenlétiket.

A kutatok szerint minden ember szervezetébe évente atlagosan 5 mg mikromiianyag keriil. A
10 pm-nél kisebb mikromtianyagok a belélegezve bekeriilnek a szervezetbe, majd a 1égutakon
at a horgdbe érkezik. Ha olyan részecske kertiil belégzésre amely nagyobb, mint 2,5 pum, az
mélyen lerakodik a tiidéholyagocskdkba. Ez a lerakodéas erds Osszekottetésben van a
nyalkahartyaval és befolyasolja a garatban miikodd Ontisztitdé mechanizmust, amely por
talterheléshez vezet. A lerakodott mikromtianyagok képesek sejtes, oxidativ stresszt okozni,
ezzel elOsegitve az oxigén gyokok képzését. Emellett lehetové teszi, hogy a bearamlo
intracellularis Ca?* makrofagok a membrancsatornakon keresztiil atirjak a legfontosabb
tartalmu géneket, példaul az a-tumornekrézist, majd eldidézik a sejtek karosodasat. A késébbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy az alveolaris makrofagok is képesek bizonyos helyzetben
hidrofob részecskékként viselkedni. Ilyen példa, amikor polisztirol van jelen a szervezetben,
majd a mikromiianyag részecskék a tiidé hamjaiba behatolnak és az alveolaris makrofdgokon
at a nyirokkeringés legfontosabb részeibe tarolodnak, illetve a vér tavoli nyirokcsomoiba is
elszallitodik és felhalmozddik (Naegelen, 2019).

Az elmalt évben tobb cikk is napvilagot latott, amely targyalja, hogy a csecsemdk vérében,
székletében illetve a méhlepényben is feldusulhatnak a mikromiianyagok. A New York-i
Egyetem vizsgalta, hogy a csecsemék széklete tizszer annyi PET-részecskét tartalmazott, mint
a felnétteké. Valoszintisithetd, hogy a kiilonb6z6 muianyag edények, cumisiivegek, cumik
okozzak a felddsulast. A publikacioban irnak arrol, miszerint négy egészséges méhlepényben,
mind a magzati és anyai oldalan is kimutattdk a mikromlianyagokat. A kutatok szerint a
méhlepényben 1évo részecskéket az anya lélegezte be vagy fogyasztotta el, méretiik nagyjabol
10 pm, igy az konnyen a csecsemdk véraramaba is bekeriilhetett. Ahhoz, hogy megismerjiik
ezek negativ élettani hatasait, kockazatukat, illetve lehetnek-e mérgezd, egészséget karosito
hatasuak, tobb vizsgalatot, kutatast is sziikséges a jovoben elvégezni (Ragusa et al., 2020).
Manapsag igen nagy figyelmet kap a mikromiianyag, tobbek kozott a korabban felsorolt

kutatasok allitdsai miatt. Ebbdl kovetkezik, hogy egyre tobb tanulmany késziil a témaban,
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azonban a mikromiianyagok vizsgalatara jelenleg nincs egységesitett modszer, igy ezek
0sszehasonlitdsa nehezen megvaldsithatd. Kilén modszert alkalmaznak felszini viz, talaj,
illetve szennyvizminta esetén. A tanulmanyok hatdsara egyre tobb hatarérték sziletik a

mikromiianyagokra, killéndsen az élelmiszeriparban (Stoven et al, 2015).
24.4 Mikromiianyag, mint biologiai vektor

Korabban mar emlitettem, miszerint a mianyagok feliiletén egyfajta élettér alakulhat ki.
Plasztiszféranak nevezziik az olyan 6koszisztémakat, amelyet miianyagok alkotnak, tovabba az
életteret, amely a miianyag feliiletén alakul ki. (Sahagun et al, 2013). A mikromiianyag
részecskék nagy fajlagos feliiletiiknek koszonhetden konnyen adszorbealjadk az egyes
anyagokat, sét a részecskék képesek a kiilonb6z6 baktériumokat és virusokat is szallitani. Ezt
a muanyagok felilletén kialakulé biofilm teszi lehetévé. A biofilm mikroorganizmusok
Osszetapadasat jelenti egy €16 vagy élettelen feliileten, amely egy tobbrétegii nyalkas lerakddas
formajaban jelenik meg. Egy kocsonyas bevonat tartja 0ssze Oket, amely a fajok sajat
anyagcsere-termékeibdl (az extracellularis polimerekb6l) és vizbdl allnak. Ezaltal sokkal
kénnyebben kommunikalnak egymassal a mikroorganizmusok, sokkal ellenalloébbak —
perzisztensek - a kiilonboz6 koriilményekkel szemben, illetve nagyobb eséllyel alakulhat ki az
antibiotikum rezisztencia is. Szerves, illetve szervetlen anyagok is lerakodhatnak, a réteg pedig
folyamatosan novekszik (Biro et al, 2017). A kockazatuk abban rejlik, hogy a kialakult biofilm
olyan baktériumokbdl is allhat, melyek negativ hatassal vannak az élészervezetre nézve.
Tovabbi aggodalomra ad okot, hogy a mikromilanyag részecskék hosszl ideig képesek lebegni,
igy megvan a lehetdsége annak, hogy a biofilmet képzd mikroorganizmusok nagyobb tavot is
megtegyenek (Primpke et al. 2017), ami tovabbi kdrnyezetegészségiigyi problémakhoz jarulhat

hozza. Dolgozatomban ez utdbbi indirekt hatas vizsgalatat tiiztem ki célul.
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3 Anyag és modszer

3.1 A mintavételi helyszin

A valasztott helyszin a Szentendrei sziget. Harom mintavételi pontot valasztottam a szennyviz
hatésa alatt allé felszini viz vizsgalata céljabdl. A mintazas elve, hogy legyen egy mintavételi
pont a szennyviztisztitd kifolydjaban, a szennyviztisztitd kifolyoja elétt, a Dunaban, illetve
szintén itt, a szennyviztisztito kifolydja utan. A mintavételezés, illetve az altalunk alkalmazott

a mianyag mintatartok (Un. plastic colonizer) kihelyezése az alabbi helyszineken tortént:

SZENTENDRE (’/1'

1. kép A Szentendrei sziget miiholdas térképe, a mintavételezés helyszinei (Google Maps)

Az elso helyszin a szennyviztisztitd telep kifolyoja eldtt van (térképen 1.) a Szentendrei sziget
partjan egy kompkikoté Gszo platformjan. A mésodik helyszin a szennyviztisztitd telep
kifolyoja, amely Szentendre telepiilés déli hataranal helyezkedik el (térképen 2.) A harmadik
helyszin a szennyviztisztitd telep kifolyoja utan, a Lupa-sziget kozelében volt, szintén egy Uszé

platformon (térképen 3.)

3.2 Szentendrei szennyviztisztito telep

A Szentendrei szennyviztisztito telep jelenleg a DMRV Zrt. tulajdonéat képezi. Hidraulikai
kapacitasa 950,4 m®/nap, bioldgiai terhelése 10.119 LE. A szennyviz-agglomeréciohoz jelenleg
a kovetkezd telepiilések tartoznak: Szentendre, Leanyfalu, Pomaz, Csobanka, Dunabogdany,
Tahitétfald, Pocsmegyer, Visegrad-Szentgyorgypuszta, Kisoroszi és Szigetmonostor. A
szennyviztisztitd felépitésében az els6 szakasz egy fizikai, mechanikai tisztitofazis, mely a
racsok segitségével tavolitja el a nagyobb, illetve szalas darabokat. A racsokat homokfogo, olaj-

¢s zsirfogd koveti, majd egy eldiilepitd. Ezt kovetden egy automatikusan szabalyozott
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zsiliptolozar biztositja a kovetkezd szakasz egyenletes terhelést. A fizikai fazis kovetden
kovetkezik a bioldgiai tisztitast, mely soran egy aerob eleveniszapos medence kezdi az
ammonia, illetve a szervesanyagok lebontasat, illetve a denitrifikaciot. Kiegészitoként
foszforeltavolitashoz vegyszereket alkalmaznak, majd a bioldgilag tisztitott szennyviz fazis-
elvalasztasa kezdddik. A tisztitasi folyamatokbol kikeriilt f6l6siszap gravitacios stritésre kertil,
ezt kovetéen pedig viztelenitésre, majd iszapkezelésre széllitjdk. A mintatartot a kezelt
szennyviz, tehat valamennyi tisztitasi folyamaton atment szennyviz €él6vizbe (Duna) vald

bevezetése el6tt, a kifolyoba helyeztem (1. mellékelt kép) (httpl3).

3.3 Plastic colonizer médszer

A plastic colonizer egy, a konzulensem és a tanszék &ltal tervezett felszini vizek plasztiszférikus
kdzosségeinek mintazasara alkalmas miianyag mintatarto és vizsgalé mddszer (Szabo et al.
2021). Osszedllitasahoz kereskedelemben kaphat6 rozsdamentes acél anyagl és gomb alak
(Easy Filter 6,5x6 cm) teasziirOket haszndlat elott, alufélidba csomagolva sterileztem
autoklavban, 121 °C-on 15 percig. Sterilezés utan mindegyik sziir6be 3 g biologiailag bonthatod
politejsav (PLA) szivdszalat vagtam, 5 mm-nél kisebb darabokra (2. mellékelt kép). A felszini
vizbe helyszinenként két-két plastic colonizer, tovabba a szennyviztisztitd kifolyojaba egy
plastic colonizer kerult kihelyezésre. A mintatartot horgaszzsindrral, a vizfelszin ala (kortlbeldl
30 cm mélységbe) rogzitettem. Ahhoz, hogy biztosan a viz felszine alatt maradjanak a
mintavételi eszkozok, azokat 6lomsulyokkal a fenékhez rdgzitettem.

3.4 Kisérlet kivitelezése

A cél a hdrom mintavételi helyszinen a kdzeg (tisztitott szennyviz, Duna) mikrobiologiai
mintazasa, illetve a mikromilanyag mintatartdo begyiijtése volt. A kutatds 2022-ben vette

kezdetét. A mintazas helyszineit, annak id6pontjait a 4. tAblazat mutatja be.

1. Fels6 pont (szvt. 2. Kifolyo 3. Als6 pont (szvt. utan)
elétt) (tisztitott
szennyviz)
Kihelyezés | 2022.11.04. 2022.12.22. 2022.11.11.
Begyiijtés | 2022.12.12. 2023.01.24. nem sikerult
1. hénapot
kovetoen
Begyiijtés | 2023.01.24 - nem sikerult
2. hénapot
kovetoen

4. tablazat: Mintatartok kihelyezése, illetve begyiijtése az egyes mintavételi pontokon
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2022. november 4-¢én keriilt kihelyezésre a szennyviztisztitd telep kifolyoja elétti mintavételi
pont (tovabbiakban: felsé pont). 2022. november 11.-én helyeztem ki a szennyviztisztito telep
kifolyoja utani mintartdt (tovabbiakban: alsé pont). Az szennyviztisztito telep kifolydjaban a
mintavevo kihelyezésére ekkor még nem kaptam engedélyt, igy erre késobb keriilt sor. A
kifolydba végll 2022. december 22.-én helyeztem ki a plastic colonizert. Terveim szerint a
harom mintatartd kihelyezése egy iddpontban tdrtént volna, azonban az eldbb felsorolt
koérulmények miatt ez nem volt lehetséges. A plastic colonizerek a felsd, illetve az als6 pont
esetében kb. 2 honapig voltak kint a helyszinen. Az elsé visszagytijtés 2022. december 12.-én
tortént, 1 honappal a kihelyezés utan, ahol a fels6 pontot sikeriilt visszagytjteni, azonban az
alsé ponton a mintatartd ismeretlen okbol eltiint. Ezzel egyid6ben ide Gjabb mintatartot
helyeztem ki. A masodik visszagyiijtés (2023. januar 24.) soran a szennyviztisztito telep
kifolygjat gylijtottem be 1 honappal a kihelyezés utdn, illetve a kifolyd eldtti ponton 1évo
elsével parhuzamosan kihelyezett mintavevoét is sikeriilt begytjteni két honappal a kihelyezés
utédn, a kihelyezést kovet6 2. honapban. Sajnos az alsd pontot ebben az esetben sem sikertlt
visszagyljteni a mintatarold ismét eltiint. Minden begytijtésnél a k6zegbdl is vettem mintét (3.
mellékelt kep).

3.4.1 Baktérium izolatumok és mikrobiom meghatérozas

A plastic colonizerek laborba érkezése utdn az elsd 1épés a milanyagdarabok steril vizes
lemosasa volt, a szemcsék és a nem biofilm eredetii €16 szervezetek eltavolitasa miatt. A
lemosott mikromiianyagokat egy Erlenmeyer-lombikba tettem, majd steril, bidesztillalt vizet
toltottem ra (100 ml) és szintén steril razogyongyoket tettem hozza, ez segitette a
milanyagdarabok feliiletén megkotott baktérium kozossség levalasztasat. Annak érdekében,
hogy a mikromiianyagok feliiletérél a bidesztillalt vizbe keriiljenek az adszorbealt baktériumok,
korulbelul fél oran at volt sziikseges rézatni a mikromiianyagot tartalmaz6 lombikokat 120

RPM-en, szobahémérsékleten. Ezt a mliveletet a baktériumok izolalasa kovette.

3.4.1.1 Baktérium izolalas

A steril koriilmeények megorzése érdekében ezeket a 1épéseket laminris box alatt végeztem. A
razatas vegén keletkezett, valamint a vizminta vételezésb6l szarmazé vizsgalando oldatot
hatarhigitasos modszerrel higitottam. Erre azért van sziikség, mert a vizben és a mikroplasztik
feliiletén nagy szamu baktérium képes megtelepedni és a higitasokkal csokkentjiik az 1 cm®-
ben 1évé baktériumok szamat, a megszamlalhatosag és az elkiilonithetdség (izolalas)

érdekében. A maddszer alapja, hogy az Erlenmeyer-lombikban 1évé folyadék 10°%-on, azaz a
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kiindulasi higitasu alapoldat. Ebbdl kiindulva minden Gjabb higitasnal tizedannyi lett az
alapoldat mennyisége: A kémcs6vek 9 cm? bidesztillalt vizet tartalmaznak, igy, ha belekeriil az
1 cm® minta az el6z6 higitasbol, akkor pontosan tizedannyi alapoldatot tartalmaz, mint az el6z6
higitas. A higitasi sort tehat a lombikkal kezdtem, a pipetta segitségével, ekkor pontosan 10 cm?
folyadékot szivtam fel, mert a 10 higitast 100 cm3-re, egy Ujabb Erlenmeyer-lombikba
végeztem. A sort 1 cm? tovabbpipettazasaval folytattam a kémcsovekbe, egészen 107 higitasig.
A higités sterilezett hegy(i automata pipettaval tortént. Ezt kovetden lemezt 6ntéttem minden
egyes higitasbol 101-t61 107-ig: Lemezontésnél 1 cm? tettem a steril, feliratozott petri-csészébe,

majd kézmelegen hozzatntéttem a kivalasztott taptalajbol.

Kisérletemben kétféle taptalajt alkalmaztam: LB, illetve az R2A. Az R2A taptalaj készitéséhez
analitikai mérlegen meértem ki 0,5 g protedz peptont, 0,5 g élesztd kivonatot, 0,5 g casamino
savat, 0,5 g gliikdzt, 0,5 g oldhatd keményit6t, 0,3 g Na-piruvatot, 0,3 g dikalium-foszfatot,
0,05 g magnézium-szulfatot és végil 15 g agart. Az LB taptalaj esetében a kovetkezOket
mértem ki: 10 g pepton, 5 g élesztkivonat, 10 g natrium-klorid. Mindkét esetben mértem
méréhengerrel 1000 cm? desztillalt vizet, majd ezeket az anyagokat egy nagy lombikba téve
iivegbot segitségével Osszekevertem és mikrohulldmt siitdben a szilard anyagok teljes
feloldodasaig melegitettem. A kész taptalajt kisebb lombikokban taroltam és sterileztem. A
sterilezés automata autoklavban, 120 °C 1,2 atmoszfeéra nyoméason, 20 percen at torténik.
Hasznalat el6tt, az elkésziilt agaros tatalajt ujra kell melegiteni. Ha az agaros taptalaj megfeleld
hémérsékletii (kézmeleg) kezdédhet a lemezontés a petri-csészébe. Eppen annyit kell hozza
onteni a mar kimért higitasokhoz, hogy a petri-csésze aljat ellepje, majd a homogenizélas
érdekében kissé elkeverni. A petri-csésze tetejét rarakva hagytam megszilardulni, amint ez
bekovetkezett, fejjel lefelé az inkubacids szekrénybe tettem. Azért sziikséges fejjel lefelé

forditani, mert igy a csészében keletkez6 para nem csapodik ki az liveg tetejére.

Az inkubalas 28 °C-on, 48 éraig tortént. 48 dra elteltével megjelentek a taptalajon a baktérium
telepek (4. mellékelt kép), amelyeket leszamoltam. Az elsé higitasnal (10™) a negyedelést
alkalmaztam, azaz a csészét négy felé osztottam és egy negyed megszamolasa utan az
aranyossagot feltételezve megszoroztam néggyel. A 10 higitasnal jellemzden tllzottan
egymasra nottek a telepek, ezért leggyakrabban a 1072 és a 107 higitasbol oltottam tovéabb a
kivalasztott (izolalt) baktérium telepeket, legtobb esetben 10°-nél tovabb nem is nétt ki
baktérium a taptalajokon. Az identifikalni kivant telepet Ggy valasztottam ki, hogy a t6bbit6l

morfoldgiailag — szinben vagy alakban — eltér6, jol elkiilonithet6 legyen.

20



Amennyiben kivalasztottam a meghatarozni kivant baktériumokat, a nagyobb tisztasag
¢érdekében szélesztettem Oket a baktérium telepnek megfeleld tatalajt tartalmazd Petri-
csészékbe (azt a taptalajt alkalmaztam, amelyen kinbttek korabban a telepek). A szélesztés
oltékaccsal tortént, a klasszikus bioldgiai mddszerek szabalyai szerint, sterilen. Az atoltast
kovetden ujabb, 28 °C-o0s inkubalasra kerilt sor. 24 ¢6ra elteltével a baktérium telepek
jellemzéen ismét kinéttek (5. mellékelt kép. Amennyiben a telepeket tisztanak (*egyfajinak’)

lattam, akkor kezdodott a molekularis identifikalas.

3.4.1.2 Identifiklas

Az identifikalas els6 1épése a DNS kinyerése, melyet a Zymo Quick DNA Miniprep Plus Kit
alkalmazasaval végeztem el. 0,5 ml-es centrifugacsébe (eppendorf tube) 200 ul DNA Elution
Buffert pipettdztam, majd a néhany napos baktériumtorzset oltokacs segitségével beletettem,
majd vortex-el homogenizaltam. Ammenyiben a folyadék mar teljesen homogén volt,
hozzéadtam a 200 pl Red buffert és a -20 °C-on tarolt Proteinase K-t. A Proteinase K egy széles
korben alkalmazott nukleinsavkészitmény fehérjek emésztésére, amely eléri a kivant hatést,
anélkiil, hogy az izolalni kivant DNS integritasat veszélyeztetné. Ujabb 10-15 méasodperces
vortex utan 10 percig 55 °C -on inkubaltam. Az inkubalast kovetéen hozzaadtam az eddig
keletkezett oldattal megegyezé mennyiségli (420 pl) Genomic Bindig Buffer-t. Ujabb
homogenizalas utan az oldatot atpipettdztam az Ugynevezett Zymo-Spin oszlopba, amelynek
lényege, hogy ezen a sziirén a DNS megfeleld kezelés mellet képes megtapadni, de az egyéb,
identifikalashoz szlksegtelen anyagokat kimossa, igy egy gylijtocsObe Osszegytlik. Ha
megtortént a pipettazas 12000-es RPM-en 1 percig centrifugaltam, majd a gytijtécsovet eldobva
egy Uj gyiijtéesé alkalmazasaval ramértem pipettaval 400 pl DNA Pre-Wash Buffert, majd
ismét ugyanazon a fordulatszamon 1 percig lecentrifugéltam. A gytjtécsdvet ebben az esetben
Kitritettem, majd 700 ul DNA Wash Buffert pipettazunk ra a szlirére és szintén 12000-es RPM-
en Gjabb 1 percig cetrifugaltam. Ujabb DNA Wash Buffert pipettaztam, jelen esetben 200 pl-
ert, majd szintén centrifugalas kovetkezett. A kovetkez6 1épés a gylijtécsé eldobasa utdn a
szlirdn kinyert, fennmaradt DNS leoldasa, melyhez egy centrifugacsovet tettem a sziir6 ala és
rdmértem kozvetleniil a szlirére, a sziir6 megsertése nélkil 50 pl DNA Elution Buffert. Ahhoz,
hogy a leoldas bekdvetkezzen 5 percig szobahémérsékleten allni hagytam, majd maximum
sebességen, 13500-as RPM-en 1 percig centrifugaltam. Ekkor a DNS a centrifugacsébe kertilt.
Amennyiben minden 1épés sikeres volt, megfeleld6 DNS-t kaptam, amelynek a jelenlétét

gélelektroforézissel ellendriztem.
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A gelelektroforézist az identifikalas soran tébbszor is alkalmaztam, hogy ellenérizziik a DNS
jelenlétét és minéségét. Eldszor is sziikségem volt gélre a futtatdshoz, melyet az alabbi modon
készitettem el: 70 ml SB bufferbe analitikai mérlegen mért 0,7 g agardzt mértem, ezt mikréztam
1+0,5 percig, majd amikor mar nem forrt hozzaadtam pipettaval 3,5 pl Eco Safe oldatot, amely
majd megfesti a DNS-t. A gélt egy tankba ontéttem, ami a fésiik behelyezésével 30 perc
elteltével megszilardul, a fésiit kivéve pedig megkaptam a zsebeket. Ezutdn kezdédhetett a
zsebek feltoltése. Az ellendrizni kivant oldatbol 4 pl-t pipettdztam, majd 1 pul DNA loading
dye-al megfestettem, hogy lathatd legyen az izolalt DNS. Az elsé zsebbe 3 pl GeneRulert
pipettaztam, ez az ugynevezett létra, amely minden esetben pozitiv eredményt mutat, ehhez
lehet hasonlitani a sajat DNS-link hosszusagat. Végul egyendrammal megfuttattam a betdltott
gélt, 100 volton koriilbeliil 40 percig. Az id6 elteltével az UV fény ala betéve lathato, hogy
sikertilt-e a toltéssel rendelkez6 DNS Kinyerése, illetve a szin er6ssége alapjan megallapithato,

hogy ez milyen minéségii (6. mellékelt kép).

Amennyiben sikeres volt a DNS kinyerése, kdvetkezett a 16s rDNS PCR 6sszeéllitasa. Ehhez
szlikség van PCR mastermix-re. El6sz6r 32,95 pul MQ vizet mértem ki, majd bele pipettaztam
az alabbi anyagokat: 5 pl Taq buffer, 0,5 u | 8f forward primer, 0,5 pul 1492r reverse primer, 10
pl dNTP, 025 pl Taqg polimerase és végul 0,8 il DNS templat, igy a végén 50 pl termékem lett.
Nem egyesével mértem ki a PCR csdvekbe az anyagokat, hanem kiszamoltam, mennyire van
sziikség, az alapjan, hogy mennyi baktériumot kivanunk identifikalni. Ezt centrifugacsbe
mértem ki, majd vortex és lepdrgetés utan pedig pippettaval adagoltam a PCR csovekbe, ezt
kovetden pedig egyesével hozzaadtam a 8§ ul DNS templatot. A Taq polimerase egy hdstabil
DNS-polimeraz, amely képes ellenéllni a hdciklushoz sziikséges magas homérsékletnek is, a
primerek (8f és 1492r) alkalmazasaval pedig az amplifikacid szikséges szakasza hatarozhatd
meg. Esetiinkben a kb. 1500 bazispar hosszl 16S szakaszra van szlkség, ezért alkalmazzuk
ezeket a primereket. Ezt a folyamatot egy masfél 6ras PCR program kdvette, melynek Iényege
hogy el6szor 94-95°C-ra heviti a DNS-t, hogy hidrogénkotések felbomoljanak, igy a kettOs
szalak szétvalnak. Ezt nevezik denaturalasnak. A DNS szalak szétvalasa utan a homérséklet
csokken, igy a primerek hozza tudnak csatlakozni a DNS szélakhoz, azaz megtorténik a
kapcsolodas. Az utolso 1épés a meghosszabbitas, melynek 1ényege, hogy a DNS-polimeraz
végigmegy a DNS-szalon, ahol lemasolja a bazisparokat, létrehozva ezzel a hianyz6 szélat. Ez
a folyamat esetlinkben 32-szer ismétlddik, igy a végére tobb millidszoros kopiaszamban késziil
el az identifikacié szempontjabol Iényeges 1500 bazispar hosszusagu riboszomalis DNS

szakasz. A hdmérséklet az 5. tablazatban 1évé moédon valtozik:
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Homérséklet Iddtartam

95°C 3 min

94 °C 30 sec “

52 °C 30 sec -32X
72°C 1 min J

72 °C 10 min

4°C (']

5. tblazat: 4 PCR médszerhez alkalmazott hdprofil

Amennyiben befejez6dott a program, ujabb gélelektroforézissel ellendriztem a DNS mindségét,
majd kovetkezett a PCR tisztitds, amelyet a NucleoSpin Extract Il. DNS Clean-up Kit-el
végeztem. A Kit segitségével a terméket megtisztitom a kiilonb6z6é enzimekt6l, igy tiszta PCR
terméket kapok. A korabbihoz hasonld, sziirével ellatott centifugacsovet alkalmaztam. A PCR
termékbodl 25 pl-t kimértem, és hozzaadtam dupla mennyiségii NT(I) buffert, majd
centrifugaltam 30 masodpercig, 11000-es RPM-en. Ezt kdvetden a gylijtécsovet kiontdttem,
majd hozzaadtam pipettaval 650 pul NT3 buffert és szintén lecentrifugaltam 11000-es RPM-en
fél percig. Kiontottem a benne 1évé anyagot, majd ujabb 1 percig centrifugaltam. Egy tiszta
centrifugacsovet tettem a sziirds csé ala, és figyelve arra hogy a sziirére rd, de a megsértése
nélkiil, pipettaztam 30 pl NE buffert. 5 percig szobahdmérsékleten pihentettem, majd 1 percig,
11000-es RPM-en centrifugéaltam. Ekkor a DNS a szirérél leoldodva a centrifugacsében volt
megfigyelhetd. Ismét gélelektroforézissel ellendriztem a munkalatokat, a DNS mindségét és a

lanc hosszUsagat.

Ammenyiben megfelel6 volt az Gjabb gélelektroforézissel ellenérzott DNS, akkor a kovetkezd
lépés a szekvenald6 PCR 0Osszeédllitdsa volt, mely ugyancsak egy mastermix készitésével
kezdddik. Egy 0,5 ml-es centrifugacsébe eldszor kimértem azokat az anyagokat, amelyek
minden esetben ugyanazok és szorzassal kiszdmoltam az 6sszes meghatarozni kivant
baktériumfajra szlikseges mennyiseéget. Egy egységre a kovetkezOképp alakulnak a
mennyiségek: 3,5 ul MQ viz, 1 pl BigDye 1,5 pl BigDye buffer, 0,5 pl forward elsédleges
(esetlinkben 8f) azért hogy a baktérium fajspecifikus DNS szakaszat (16S) amplifikalni tudjam
PCR-rel, majd vortex és leporgetés utan utoljara hozzaadtam egyesével a 3,5 pl tisztitott DNS
templatot. A korabban mar alkalmazott hémérsékletszabalyoz6 PCR kesziiléekkel dolgoztam,

korulbell 2 6ras programban, melynek héprofiljat az 6. tAblazat mutatja be.
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Homérséklet Idotartam

96 °C 1 min

96 °C 10 sec

51°C 5 sec > 28X
60 °C 4 min

4°C (']

6. tabldzat: Hoprofil (tisztitott PCR)

A szekvenalas el6tti utolsé 1épés az alkoholos kicsapatas, amelyre azért van sziikseg, hogy tiszta
PCR terméket kapjunk. El6szor egy acetat mixet allitottam Gssze a kovetkez6 anyagokbol gy,
hogy minden szekvenalni kivant baktérium mennyiségére szdmoltam. Egy templat esetén az
alabbi mennyiségre volt sziikségem: 14,5 ul MQ viz, 62,5 pl 95%-os etanol oldat és 2 pl 3
molos natrium acetat. A keveréket vortexeltem, hogy megfeleld elegyet kapjak, majd
leporgettem annak érdekében, hogy a PCR cs6 aljara keriiljon az acetat mix. Ezt kovetéen
egyesével pipettaztam a szekvenald PCR termékhez. 5 percig szobahémérsékleten pihentettem,
majd nagy teljesitményti, allithatd6 hdmérsékletli centrifugdval dolgoztam és eldszor 3220 g 30
percig 4 °C-on centrifugaltam. A PCR csoveket kilritettem és Ujra ramértem pipettaval 180 pl
70%-o0s etanol oldatot. Szintén 3220 g és 4 °C bedllitasaval, ezdttal 20 percig centrifugaltam,
majd minden nedvességet Kilritettem bel6le. Ahhoz, hogy minden nedvesség tavozzon,
inkubaltam 50 °C-on korulbeltl 10 percig, illetve amennyiben szikséges tovabb is. Végso

Iépésként pedig 20 pl Hi-Di formamide-ot pipettdztam minden PCR cs6be a termékhez.

A szekvenalast az Eurofins BIOMI Kft. végezte. A mddszer elméleti héttere, hogy a
szekvenalasi reakcio tartalmaz fluoreszcens festékkel jel6lt nukleotidokat. A reakcid soran
kiillonb6z6é hossziisagu lancok keletkeznek, amelyeknek - a fluoreszcens festéknek
kdszonhetden - a végén 1€év0 bazisparjai jelolve lesznek. A DNS lanc végére beépiild nukleotid
az 6t jellemz6 hullamhosszon fog fluoreszkalni, amely bazisparonként eltérd, ebbol kovetkezik,
hogy ismertté valik szamunkra, hogy az adott lanc milyen bazisparra végzddik. Az eltérd
hosszUsagu egyszali DNS-lancot leolvassa a szekvenald készulék, az alapjan, hogy milyen
fluoreszcens jelet adnak. Minden jel egy bazissal hosszabb szalr6l érkezik, igy a leolvasott
nukleotid sorrend megegyezik a DNS szekvencidjaval is (Sanger modszer). A szekvenciékat a
feldolgozashoz a MEGA-7 szamitogépes szoftverbe illesztve ,,.fasta” formatumban kaptuk meg
a 16S rDNS szakasz bazisainak sorrendjét, amely az adott baktériumfajra specifikus. A
kiszerkesztett, j0 mindségli 16S rDNS szakaszt az interneten elérhetd EzBiocloud oldalra
feltdltve megkaphatjuk az izolatumhoz tartozd legktzelebbi baktériumfajt. Amennyiben az
egyezdseg 98% feletti, akkor az izolalt baktériumot az adatbazisban szerepld fajjal azonosnak
tekintjuk.
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3.4.1.3 Torzstarolas

A fent leirt molekularis modszerekkel egyutt minden izolalt térzs esetében a 24/48 éras
baktériumtorzsekbdl hosszu tava tarolasa érdekében valasztottam le, -80 °C-os tarolésra. Ez
azert fontos, hogy esetleges hibanal, illetve valamilyen szempontbdl érdekes baktériumfaj
esetén Ujra el tudjam végezni az identifikalas folyamatat, illetve késobb is fel tudjam hasznalni
6ket, pl. teljes genom meghatarozashoz. A médszerhez 30%-os glicerol oldat szlikséges, melyet
35 ml 85%-os glicerolbdl és 65 ml desztillalt vizbdl készitettem el. 1 ml-es kriogéncsdbe 700
pl 30%-o0s elkeszitett glicerol oldatot pipettaztam, majd oltokacs segitségevel a petri-csészében
1év6 baktérium telepet beletettem. Vortex-el homgenizaltam, majd a -80 °C-os hiitébe raktam,

igy ha sziikséges tobb honapig is megdrzi a benne 1évé DNS-t.

3.4.2 Kozossegi mikrobiom elemzés 16S rDNS amplikon szekvenéalassal

A mintéak laborba érkezését kovetden a koncentraltabb minta érdekében sziirésre volt sziikség.
A mikromianyag minta esetében sziikség volt a millanyag minta athelyezésére egy steril,
bidesztillalt vizzel t6ltott (100 ml) Erlenmeyer lombikba, illetve szintén steril razogyongyoket
tettem hozz&. A lombikot pedig 30 percen keresztil razattam, hogy a miianyagdarabok feliiletén
1év6 baktérium telepek levalasztodjanak. A szlirés egy Millipore szlirén keresztiil tortént (7.
mellékelt kép) 0,22 mikrométeres MCE membranon keresztlll. Lényege, hogy egy Kisebb
szivattyl segitségével atszivattylzza a vizet, igy a sziirépapiron fennmarad a meghatarozni

kivant mikroorganizmus kdz0sség.

3.4.2.1 A baktérialiskozosséq izolalasa

A laboratoriumi munka ¢€ldsejttel foglalkozo részét ismét steril kornyezetben végeztem, ez
pedig laminaris boksz alatt valdsult meg. Mivel ebben az esetben szilard darabokkal dolgoztam
(szlir6papir), ezért a DNS izolalasdhoz a DNeasy Power SoilP Pro Kit-et hasznaltam. Els6
Iépésben a szlir6papirt apré darabokra vagtam, majd a powerbead pro centrifugacsdbe
helyeztem és ramértem 800 pl Solution CD1 oldatot. A centrifugacs6ben apro, steril részecskék
vannak, igy Osszekeverés, vortex utdn a szlirdpapiron 1évé meghatiarozni kivant DNS a
centrifuga csébe keriil. Ekkor 10 percen keresztiil, maximum sebességen vortexeltem. Ezt
kovetden centrifugaltam a mintat tartalmazo centrifugacsdveket maximum rpm-en egy percen
keresztiil. A feliiliszot egy steril centrifugacsObe pipettaztam at, amely 500-600 pl mennyiségii
volt ekkor. Hozzaadtam 200 pl Solution CD2-t, majd révid vortex utan Gjra centrifugaltam

maximum sebességen, egy percig. Hozzaadtam 650 ul Solution CD3-t, majd a kapott elegybdl
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650 ul-t MB centrifugacsébe pipettaztam és centrifugaltam tjabb egy percig. Hozzaadtam 500
pl Solution EA-t, majd Gjabb 1 percig centrifugdltam maximum sebességen, majd a
gylijtécsovet Kilrritettem. Ismét pipettdztam Solution C5-6t, majd Gjabb centrifugélas utan a
gyljtocsovet kiliritettem. Ezt a 1épést megismételtem két perces centrifugalassal is annak
érdekében, hogy kizarolag a DNS maradjon fent a sz{ir6n. 50 ul Solution C6-0t pipettaztam
hozzd a DNS leolddsa érdekében egy uj, steril centrifugacsébe helyeztem az MB
centrifugacsovet, majd utoljara egy percen keresztil centrifugéltam és megkaptam a leoldott
DNS templatot. A DNS jelenlétét a korabban leirt modszerrel, gélelektroforézissel
ellendriztem. Amennyiben megfeleld eredményt kaptam, kovetkezhetett az amplikon

szekvenalas.

3.4.2.2 Amplikon szekvenalas

Az amplikon szekvenalas az Uj-generacios szekvenalasi mddszerrel tortént. Az 0j-generacios
szekvenalds lényege, hogy az elbézetesen elOkészitett DNS-szakasz szeparalt klonlis
amplifikaciot kovetden paralell szekvenaljuk, igy a hatalmas mennyiségli adathoz jutunk,
melyeket analizalva a DNS nukleotidsav-sorrendjér6l kaphatunk informéaciot, viszonylag rovid
id6 alatt. Az Uj-generacios szekvenalds soran az elérheté DNS szakaszok koziil a fajszintii
identifikalas soran szintén szekvenalt 16S rDNS szakasz alapjan hataroztuk meg a k6zosség
alkotd mikroszervezeteket.

Az elsé 1épés a DNS-fragmentécid, mely soran tobb bazispar hosszuséagura tordelik a DNS-
szakaszt, melyet mechanikai erével, illetve enzimatikus emésztéssel segitik eld. Ezt kovetden a
fragmentumokbdl génkonyvtarat hozunk létre, mely soran eltérd nukleinsavsorrenddel
rendelkezé fragmentumokra PCR-rel univerzalis adaptereket kapcsolunk, igy a reakcioban
primerként funkcionalnak. A DNS fragmentumokat sokszorositani kell, hogy a
fluoreszcenciajelek a DNS mennyiségének ndvekedésével lathatova valjanak. A sokszorositas
minden esetben szeparaltan kell torténjen, mely a DNS- templatok immobilizalasaval megy
végbe. Az amplifikaciot kovetéen megfelelé mennyiségii templatklaszter jon Iétre, melynek
DNS-végein lehetévé valik az univerzalis szekvendld primer kapcsolodésa, a szekvenalési
reakcio elindulasa. Ezt kovet6en a szekvenalas célja a DNS szakasz nukleotidsorrendjének

leolvasasa, mely a fényemisszio segitségével detektalhato (Babay et al, 2015).

A szekvenalast az Eurofins BIOMI Kft. végezte. A szekvenalads eredményeit megkapva

feldolgoztam Oket a krona program segitségével.
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4 Eredmények bemutatasa, értékelése

4.1 Az izolalt baktériumtorzsel 16S rDNS szekvenalasanak eredménye

A 7.tablazatban a 16S RDNS szekvenalas eredményeit mutatom be PRV jel6lést kaptak a fels6
pontrél szarmazo felszini vizb6l (Dunabol) vett mintak, illetve PRP jel6lést pedig ugyaninnen,
a felszini vizbe plastic colonizerben kihelyezett mikromiianyag mintak kaptak az. AZ SZSZV
jelolés a szennyviztisztito telep kifolydjanak vizmintajat jeldli, illetve a SZEP jeldlést pedig a
szennyviztisztito telep kifolydjaba a mikroplasztik mintavevében kihelyezett mikromiianyag
kapta. A kotdjel utani elsé szam a visszagytijtések szamat jeloli, illetve az utolso szam pedig az
izolatumok sorszamat adja meg. Ezen feliil a tiblazatban azokat az adatbazisban szerepld
baktérium fajok neveit tintettem fel, amely a legnagyobb egyezdséget mutatta az altalam
feltoltott szekvencidk és az adatbazisban szerepld szekvencidk kozott. Tovabba a tablazatban

szerepel, hogy melyik tipusu taptalajon siker(lt kitenyészteni az adott fajt.

Minta jele | Baktérium faj neve Egyezés (%) | Minta Taptalaj
PRP-12 Klebsiella pneumoniae 99.63 Mianyag R2A
PRP-13 MRY13-0052 Pseudomonas sp. | 100.00 Mianyag R2A
PRP-14 Acidovorax defluvii 100.00 Mianyag R2A
PRP-22 Bacillus sonorensis 100.00 Mianyag LB
PRP-23 Flavobacterium pectinovorum | 100.00 Mianyag R2A
PRV-21 Bacillus tequilensis 100.00 Viz R2A
SZEP-21 Bacillus atrophaeus 100.00 Milanyag LB
SZEP-22 Pseudomonas synxantha 100.00 Milanyag LB
SZEP-23 Raoultella terrigena 100.00 Milanyag R2A
SZSZV-21 | Comamonas terrigena 100.00 Viz LB
SZSZV-22 | Aeromonas media 100.00 Viz R2A

7. tablazat: 16S rDNS szekvenalas eredménye
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4.2 16S rDNS szekvanalas eredményeinek kiértékelése

Az eredményeim Kkiértékelése soran szakirodalmi kutatast vegeztem az azonositott fajok
esetében. A célom ezzel az esetleges huméan (fakultativ) patogének felkutatasa, illetve egy
rovid, informativ 0sszegz6 készitése, mely soran ismertetem, hogy milyen baktériumfajokat
sikeriilt azonositani a mikromiianyagok feliiletérél, illetve a hordozd kozegbdl. A leirdsom
minden esetben arra a fajra vonatkozik, amelyként az izolalt térzset azonositottam. A leirasban

szereplo tulajdonsadgok nem biztos, hogy a torzsre is jellemzoek, de valdszintiek.
Klebsiella pneumonie:

A normal bélfléra tagja, azonban opportunista patogén. Abban az esetben okozhat
megbetegedést, ha a bélfloérabol elvandorol egy masik helyre, ahol patogenitast mutat. Ha bejut
a tiid6be, tidégyulladast okozhat, de feljegyezték mar hugyuti fert6zés okozojaként is. Hasonld
tlneteket produkal, mint a Streptococcus pneumonie, ide tartozik a 14z, nehézlégzés, mellkasi
fajdalom. Legyengult immunrendszer esetében okozhat sulyos problémakat is. A betegség
antibiotikummal kezelhetd, azonban rendelkezik természetes, illetve szerzett antibiotikum
rezisztenciaval is. Gyakran mutat rezisztenciat ampicillinre, penicillinre, gentamicinre (Paczosa
etal., 2016).

MRY13-0052 Pseudomonas sp.:

A Pseudomonas nemzetség tagjaként tartjadk szamon. A szekvenciat sikerult beazonositani az
EZBiocloud adatbazisa alapjan, ahol 100%-os egyezdséget mutatott egy olyan fajjal, amelyet

még nem irtak le hivatalosan és nincs elnevezve.
Acidovorax defluvii:

Leggyakrabban vizi 0koszisztémakbol, talajbdl, illetve novényekrdl izolaljak. Az utdbbi
években tobb figyelmet kapott, hiszen feltiint n6vényi patogénként, illetve ritkan allatban és
emberben is okozhat fert6zést. Patogenitasa foként a mezdgazdasagban termelt novények
betegségeiben nyilvanul meg. A baktériumot feljegyezték mar lebontd képessége miatt is,
hiszen a kiilonb6z6é aromas vegyiileteket képes volt lebontani, ezen tulajdonsdga miatt pedig

hasznéljak biologiai lebontasoknal, illetve olajszennyezések kezelésénél is (Kim et al., 2018).
Bacillus sonorensis:

Szintén talajbol, vizbol és ndvényekrdl izolaltak, tovabba vannak feljegyzések élelmiszerbdl
vald izolalasra is. A fajt egyre gyakrabban alkalmazzak a biotechnol6gidban, illetve az

orvostudoményban is. Termelnek olyan enzimeket, amelyek résztvesznek a fermentacio
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folyamataban, ilyen példaul a poliszacharidokat hidrolizal6 celullaz enzim, melynek termelése
igen hatékony ebben az esetben. Ezen felul feljegyezték a nehézfémek fémionjai eltavolitaséra
alkalmazott fajként is, azonban ez a teriilet még nincs teljesen feltérképezve (Mohapatra et al.,
2005).

Flavobacterium pectinovorum:

Talajban, vizben és &llati, ndvényi szovetekben is megtalalhato. A baktérium fontos szerepet
jatszik a pektin lebontaséban. Az éltala termelt pektindz enzim hasznos az élelmiszeriparban és
a mezdgazdasagban is egyarant. El0segiti a ndvények fejlodését, illetve a talaj mindségének
javitasaban is részt vesz. Az elmult években tobb kutatas is napvilagot latott, amely a faj
genomjanak, illetve enzimeinek elemzérésre iranyul. Ezen hatasain kivil viszont kérokozéi

lehetnek a névényeknek, példaul a citrusfélékben (Kim et al., 2012, Liu et al., 2019).
Bacillus tequilensis:

Elnevezése a tequilabol jon, hiszen elsdként egy tequila lizem kornyékén izolaltak Mexikoban.
Szamos enzimet termel, példaul lipdzokat, proteazokat és amilazokat is. A termelt enzimek
fontos szerepet jatszanak az élelmiszeriparban, hiszen tartésitasra is alkalmasak. A lipaz enzim
példaul a tejtermékek izét és texturajat is javitja. Az amiladzokat széles kdérben alkalmazzéak a
sOr- és kenyérgyartasban. Ennek a fajnak antiobiotikum-termel6 képessége is ismert, képes
teicolanint termelni, amely hatasos egyes gram-pozitiv baktériumok ellen (Flores-Gallegos et
al., 2015, Sanchez-Pena et al., 2021).

Bacillus atrophaeus:

Leggyakrabban vizbdl és talajbol izolaljak. Igen gyakran alkalmazzak a Bacillus anthracis
helyettesitdjeként a laboratoriumi kutatdsokban, ugyanis a patogenitason kiviil szamos
tulajdonsaguk hasonl6. Ezen kivil hasznéljak takarmanygyartasban, hiszen héstabil enzimeket
termel, illetve proteolitikus aktivitasa is lehet. A faj igen ellendlld a szélsOséges kornyezeti
hatasokkal szemben, mint példaul a hdmérséklet és a szarazsag, ezért biotechnologiai

folyamatokban is hasznos lehet alkalmazni (Zhang et al., 2017).
Pseudomonas synxantha:

Floureszcens rizoszféra baktérium. Ezt a taxondmiai nevet kdzzétették, azonban a Nemzetkozi
Baktériumnomenklatura szabalyai szerint még nincs hivatalosan leirva. Mycobacterium gatlé
hatasa ismert. A Mycobacterium tuberculosis okozza a tuberkolozis fertézést, mely egy

globalis, sulyos megbetegedés az emberre nézve (Mukherjee et al., 2014). A fajnak ismert
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kiilonbozd szervesanyag lebontd hatasa. Képes lebontani kiilonbozd szerves vegylileteket,
példaul vizsgalték dinitrotuloul, illetve didecil-dimetil-ammonium-klorid biol6giai lebontésa
esetében (Nishihara et al, 2001, Monti et al, 2005). Ezen felll készult mér kutatas azzal
kapcsolatban, hogy az egyik legismertebb szennyezdanyagokat, a BTEX (benzol, toluol,
etilbenzol, xilol) vegyuleteket mas baktériumfajjal (Pseudomonas putida) egyuitt,

konzorciumban tenyésztve képes bioldgiai uton lebontani (Shim et al, 2005).
Raoultella terrigena:

Természetes kornyezetben van jelen, leggyakrabban talajbol, vizbdl izolaljak. Fakultativ
human patogénkent tartjak szamon, hiszen legyengiilt immunrendszer esetében sebfertézést
okozhat, azonban igen ritkan fordul el6 f6ként magas mortalitasu probléma esetén (Feizabadi
et al., 2010). Ezen felul biotechnoldgiai alkalmazésa is ismert, hiszen képes acetéttal, laktattal

metabolizmusra és a gliikézt is felhasznalja, mint szénforras (Nagata et al., 2013).
Comamonas terrigena:

Szintén talajbol, vizbdl irjak le a leggyakrabban, tovabba szennyvizekbdl is izolaltdk mar.
Nozokomialis  baktérium, képes fert6zéseket okozni korhdzakban, egészsegugyi
intézményekben, tehat fakultativ human patogénként is tartjdk szamon. Hugyuti fert6zést,
meningitiszt, endokarditiszt is okozhat. Tovabba rezisztenciat mutat tobb antibiotikumra is,

példaul a cefalosporinokra, kinolokra (Khan et al., 2013).
Aeromonas media:

Leggyakrabban édesvizi kornyezetbdl izolaljak. Képes tobb olyan enzimet is termelni, amely a
szerves anyagok lebontasaban igen hatékony. Azonban ezt a fajt egy opportunista kérokozoként
tartjdk szamon, hiszen legyengilt immunrendszer esetében képes kiilonb6z6 betegségeket
okozni, mint a sebfert6zés, tiidégyulladas, gasztrointesztinalis megbetegedés. Rezisztenciat

mutathat egyes antbiotikumokra, mint a penicillin és az amoxicillin (Tsai et al, 2019).

4.3 Amplikon szekvendlas eredménye

Az amplikon szekvenalas eredményeit az alabbi tablazatok mutatjak be. A k6z6sség dominans
torzsei, rendjei és nemzetségei lathatok szazalékos megoszlasban. A téablazatban azok
szerepelnek, amik legaldbb 1%-os abundanciaval kolonizaljak a mikromiianyagot, illetve a
kdzeget, amelybe a colonizereket kihelyeztem. Minden szinten a legmagasabb abundanciaval

rendelkezd torzset/ rendet/ nemzetséget kiemeltem.

1. visszagyiijtés: felszini viz (Duna) eredetii kozosség (szvt. elott):
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A 8. tablazat a Duna vizének k6zosségét mutatja be az elsé visszagyiijtés mintajabol a felsd
mintavételi pontbdl (PRV-1). A tablazatbdl leolvashat6, hogy térzs szinten a Proteobacteria
dominél, mig rend szintjén a Pseudomonales domindl, nemzetség szintjén pedig az

Acinetobacter.

TOrzs Rend Nemzetség
Actinobacteriota 1% | Frankiales 1% NA 1%
Armatimonadota 2% | Armatimonadales 2% Armatimonas 2%
Bacteroidota 1% | Flavobacteriales 1% Flavobacterium | 1%
Cyanobacteria 5% | Chloroplast 5% NA 5%
Proteobacteria 7% | Burkholderiales 1% Rhizobacter 1%
Enterobacterales 2% Rheinheimera 2%
Pseudomonadales 4% Acinetobacter 4%
Verrucomicrobiota 1% | Verrucomicrobiales 1% NA 1%

8. tablazat: feszini viz eredetii kozosség dsszetétele

1. visszagyiijtés: felszini vizben 1év6 miianyagot kolonizalé kozosség (szvt. elétt):

A 9. tdblazatban az els6 mintavételezés alkalmaval begy(ijtétt Dunaban 1évé mikromiianyot
koloniz&ld kozosség (PRP-1) lathatd. Ebben az esetben is a Proteobacteria torzs szinten a
legdominansabb, azonban itt a Burkholderiales rend fordul el6. Nemzetség szintén a Nitrospira

van jelen a legtobb szazalékban, amely a vizi k6z6sseg esetében nem volt kimutathato.

ToOrzs Rend Nemzetség
Bacteroidota 3% Cytophagales 1% NA 1%
Flavobacteriales 2% Flavobacterium 2%
Nitrospirota 5% Nitrospirales 6% Nitrospira 6%
Proteobacteria 14% | Burkholderiales 9% Dechloromonas 5%
Thauera 1%
NA 3%
Pseudomonadales 1% Acinetobacter 1%
Xanthomonadales 4% Dokdonella 4%

9. tablazat: felszini vizben lévo plasztiszférikus kozosség osszetétele (1. begyiijtés)
2. visszagyiijtés: felszini vizben 1évé miianyagot kolonizalo kozosség (szvt. el6tt):
A 10. tablazat a masodik mintavételezés alkalmaval begyijtott Dunaban 1évo plasztiszférikus

kdzOsséget mutatja be. Torzs szinten a Cyanobacteria a dominans, mig nemzetseg szintjén a

Phreatobacter, ami a Rhizobiales rendbe tartozik.

Torzs Rend Nemzetség
Cyanobacteria 5% | Chloroplast 5% NA 4%
NA 1%
Proteobacteria 5% | Rhizobiales 4% Phreatobacter 4%
Burkholderiales 1% Hydrogenophaga 1%

10. tablazat: felszini vizben lévé plasztiszférikus kozosség dsszetétele (2. begyiijtés)
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Tisztitott szennyvizminta eredetii kozosség (szvt. kifolyoja):

A 11. tablazat a kezelt szennyviz kdzosségét (SZSZV) mutatja be. Az eddigiektdl eltérden

ebben az esetben az Arcobacter nemzetség a dominans, amely a Campylobacterales rendbe és

a Campylobacterota torzsbe tartozik, melyek szintjeiken szintén a gyakoriak.

Torzs Rend Nemzetség
. . Candidatus
0 0
Acinetobacter 8% Microtrichales 7% Microthrix 7%
NA 1% NA 1%
Campylobacterota 10% | Campylobacterales| 10% | Arcobacter 10%
Lactobacillales 4% Trichococcus 4%
Firmicutes 5% .
irmicu 0 Peptos_treptococcale 1% Romboutsia 1%
s-Tissierellales
Patescibacteria 1% |NA 1% NA 1%
Burkholderiales 4% NA 4%
Proteobacteria 6% Enterobacterales 1% Aeromonas 1%
Pseudomonadales 1% I[Agl_tococcus] 1%
ubricus group

11. tablazat: kezelt szennyiz eredetii kOz6sseg 0sszetétele

Kezelt szennyvizben 1évé miianyagot kolonizalo kozosség (szvt. kifolydja):

A 12. tablazat a kezelt szennyvizbe kihelyezett mikromiianyag feliiletét kolonizal6 kdzosséget

(SZEP) mutatja be. Torzs és rend szinten a Dunaban 1év6 elsé begylijtés plasztiszférikus

kdzosségéhez hasonléan a Proteobacteria és a Burkholderiales dominal, azonban eltérd

szzalékban. Nemzetség szintjén a Thiothrix dominal, amely az el6z6 begytjtések egyikénél

sem volt jelen kimutathatd szazalékban.

TOrzs Rend Nemzetség
. . Microtrichales 5% | Candidatus Microthrix | 5%
0
Actinobacteriota 11% NA 6% NA 5%
Clostridiales 3% Clpstrldlum sensu 3%
stricto 1
Firmicutes 17% _ _
Lactobacillales 3% | Trichococcus 3%
Peptostreptococcales- 119 Intestinibacter 1%
Tissierellales ° 'Romboutsia 10%
NA 7%
NA 3%
Burkholderiales 21% |NA 204
Proteobacteria 35% Sphaerotilus 9%
Pseudomonadales 2% | Acinetobacter 2%
Thiotrichales 11% | Thiothrix 11%

12.tabldzat: kezelt szennyvizben lévé mikromiianyag fellletét kolonizalo kdzosseg
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4.4  Amplikon szekvenalas eredményeinek kiértékelése

Az eredményeket értékelését tobbféleképpen végeztem a kiilonbozé kozosségek
Osszehasonlitdsa céljabdl. A PRV1 minta, vagyis az els6é begyijtés alkalmaval vizsgalt viz
kdzeg, a PR1P pedig a felszini vizben 1évé mikromiianyag mintat jeloli a felsé ponton. A PRP2
a masodik begytijtés alkalmaval vett minta jel6lése, amely a mikromiianyag feliiletét kolonizalo
kozosséget jelenti a felsé ponton. Végul az SZSZV mintakdd a kezelt szennyvizkozeg, illetve
a SZEP pedig a kezelt szennyvizbe kihelyezett plasztiszférikus kozosség mintajat jeloli. A 3.
abra az ot kozOsség diverizasat mutatja meg a Shannon-féle diverzitds szerint. A Shannon-
index egy olyan mérték, amely megmutatja az egyes bioldgiai rendszerek diverzitasat a fajok
szama és azok relativ gyakorisagat figyelembe véve. A Shannon-féle diverzitas értéke a
leggyakoribb fajokra val6 koncentralas esetén alacsonyabb, mig a fajok egyenld ardnya esetén

magasabb, ezért a Shannon-index kiilondsen érzekeny a ritka fajok jelenlétére vagy hianyara.

N © Po

o o )

1 1 1
PRV1 - 1% PRVL
RP1P - = RP1P
PRP2 - () 3 : PRP2
ooy * S ey
SZEPV -

3. dbra: a Shannon-féle diverzitas az egyes mintakra nézve

Az abrén jol latszik, hogy a legdiverzebb kdzdsség a két honapon at felszini vizben 1évo
mikroplasztik fellletén kialakult mikrobiom (PRP-2). Ezt koéveti a Duna természetes
kdzosségének diverzitasa (PRV). Ugyanitt az els6 honapot kovetd begytijtés plasztiszférikus
kozossége (PRP-1) kevéssé diverz, mint amelyik két honapon keresztll volt a felszini vizbe
kihelyezve. Valdszintisithetd, hogy egy honapos kihelyezése alatt nem alakult ki rajta a teljes
kolonizaci6. Legkevésbé diverz kozosségnek pedig a kezelt szennyvizbe kihelyezett
mikromiianyag feliiletén 1év6 kozosség mondhato (SZEP).

A kovetkez6, 4. bra az egyes nemzetségek abundancijat mutatja be a kdzosségekre nézve.
Lathato, hogy az Acinetobacter nemzetseg mindegyik minta esetében jelen van, azonban
egyeértelmiien a felszini vizminta (PRV) esetében a legdominansabb. A nemzetség fajait foként
talajbol izolaltdk, azonban van olyan faj is, amelyet szennyvizbdl mutattak ki, igy a kezelt
vizben a jelenléte igazolhatd. Az Arcobacter faj csak a viz, illetve kezelt szennyviz mintaban
van jelen kimutathatdé mennyiségben, szdmara a plasztiszféra nem bizonyult megfeleld

életternek. A Candidatus Microthrix egy igen gyakori mikroorganizmus az eleveniszapos
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szennyviztisztito rendszerekben, ezt jol igazolja, hogy sokkal nagyobb abundanciaval van jelen
a kezelt szennyvizben (SZSZV), illetve a kezelt szennyvizbe kihelyezett mikroplasztik feluletén
(SZEP), mint a Dunaba kihelyezett mintak esetén. A Flavobacterium nemzetség a felszini viz
eredeti plasztiszférikus kozosségben dominal. A nemzetség fajait foként édesvizi
baktériumokként tartjak szamon. A Phreatobacter nemzetség a felszini viz plasztiszferikus
kdzosségein kimutathatdk, azonban az &bran lathatd, hogy a 2. hénapban visszaszoritja a
Flavobacterium nemzetséget és abundansabb lesz a Phreatobacter. A Sphaerotilus nemzetség
csak a kezelt szennyvizbe kihelyezett mikromiianyag feliiletén volt jelen. Ezt a nemzetséget
ugynevezett szennyvizgombakeént is leirjak, hiszen koldniakat képeznek a szennyvizekben.
Tagjai széalasak, pélcika alaklak és kialakitanak egy olyan burkot, amely védelmet nyujt
szdmukra az aramld vizben. A Thriotrix szintén csak a kezelt szennyviz plasztiszférikus
kozosségen volt jelen kimutathatd szazalékban. A nemzetség tagjai szulfidforrast tartalmazé
vizekben fordulnak el6, illetve szamos eleveniszapbdl, szennyvizb6l mutattak ki. Rad alakuak,
szintén burkolt filamentumokat képeznek, szabad végiikon pedig gonidiumokat képeznek. Az
hogy ez utdbbi két nemzetség tagjai valdban biofilm alkodk, vagy csak szalas szerkezetlik miatt

akadtak fel a mikromiianyag feliileteken tovabbi vizsgélatot igényel.

1.00 -

0.75- Genus

Acinetobacter
Arcobacter
Candidatus Microthrix
Flavobacterium

0.50 - Phreatobacter
Rheinheimera
Romboutsia
Sphaerotilus

Thiothrix

|| Trichococcus

Abundance
L

0.25-

0.00-

PRV1 PR1P PRP2  SZSzV SZEP

4. bra: A nemzetségek abundanciaja az egyes mintakra nézve
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Osszefoglalas

A kutatasbol levonhatd kovetkeztetés, hogy a plasctic colonizer madszer in vivo alkalmazhato.
A moadszer bizonyitottan alkalmas felszini viz, tovabba nagyobb aramlasi sebességgel
rendelkezd szennyviz kifolyd mintdzasara, mikromtianyagok hosszabb idejii kihelyezésére,

illetve begytijtésére.

A feldolgozott publikéaciok alapjan a mikromtianyagok feliiletén kialakul a biofilm, melyet jelen
kutatasom is alatdmaszt. Sikeresen izolaltam tobb kiil6boz6 fajt is mikromiianyag feliiletérdl,
tehat a kutatds sordn elsajatitott modszer alkalmas baktériumok fajszintii identifikdlasara.
Voltak koztik olyanok is, amelyek patogenitast is mutatnak az emberre nézve. Ez indirekt
kdrnyezeti kockazatot is jelenhet, hiszen kis méretiiknek kdszonhet6en transzportalodhatnak,
megkdtddhetnek kiilonbozo feliileteken, igy a plasztiszféran 1év0 mikroorganizmus is
szallitodik.

Tovabbi levonhatd kovetkeztetés, hogy mas kdzosség kolonizéja a mikromiianyag feliiletét és
mas a kdrnyezeti viz kdzegét. Sikerllt olyan nemzetséget is kimutatni (Phreatobacter), amely
csak a mikromianyag feliiletén 1évé kozosségben volt jelen, ezéltal bizonyitva azt, hogy a
nemzetség szamara ez valoban egy jol ,,belekhat6” életteret jelent. Ezen felul a kezelt szennyviz
és a kezelt szennyviz plasztiszférikus kozossége is kiilonbdz6. Tobb olyan nemzetség is volt
(Sphaerotilus, Thiotrix), amely csak a kezelt szennyviz plasztiszférikus kdzdsségen volt jelen
kimutathatd sz&zalékban.

A Sphaerotilus nemzetség esetében mivel egy szalas baktériumrdl van szo, érdemes lenne
megvizsgalni, hogy valéban biofilmet képez a baktérium, vagy csak mechanikailag rdakadt a
mikromiianyag mintdra és ezért sikeriilt azonositani. Tovabba javasolnam a MRY13-0052
Pseudomonas sp. esetében a fajleirast, amennyiben egy masik kutatocsoport még nem kezdte

meg.

Kutataisommal a mikromtianyag okozta szennyezések, illetve direkt és indirekt kockazatai

felméréséhez kivantam hozzajarulni.
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7 Mellékletek

2 .kép: Plastic colonizer

1 .kép: A szennyviztisztit6 telep kifolydjaba

helyezett mintatarto

3. kép: Plastic colonizer begyiijtése, e .
kd7ed mintavételezése 4. kep: Kindtt baktériumtelepek, R24 5. kép: Kindtt, atolott baktériumtelepek,
g taptalajon . .
R2A taptalajon

6. kép: Gélelektroforézis

7. kép: Millipore sziirdé
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