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1. A munka elozményei, a Kitiizott célok

1.1 A téma aktualitasa, jelentosége

Az elmult évszazadban kornyezetiink szennyez6dése Oridsi mértékben megndvekedett. A hazai
kornyezetvédelemben a kilencvenes évek eleje 6ta alkalmazzak azokat a kdrmentesitési technol6-
gidkat, amelyekkel a foldtani kozegek és a felszin alatti vizek eredményesen kezelhetdk, illetve a
bekovetkezett karok mérsékelhet6k. Minden egyes szennyezett teriileten a helyi adottsagok alapjan
dontik el a szakemberek, melyik technol6gia a megfelels. Egyre elterjedtebbek az olyan médsze-
rek, melyeknél az €16 rendszerek folyamatait hasznéljuk fel céljaink eléréséhez.

A karmentesitési technoldgidk olyan természetes, vagy tervezett folyamatokbdl épiilnek fel,
amelyeket a szennyezett kornyezeti elemek, mint példaul viz, talaj vagy iiledékek mentesitésére
hasznélnak. A bioldgiai folyamatokat alkalmazé karenyhitési technol6gidk (bioremedidcid) a szer-
ves €s szervetlen szennyezOk széles korére kiterjednek, a bioremedidciét gyakran mads fizikai €s
kémiai kezelésekkel egyiitt alkalmazzak. A kiilonboz8 bioremedidcion alapuld technolégidknak
egy kozos feladatuk mindig van: a mikrobidlis anyagcsere serkentése és fenntartdsa.

Az dkoszisztémdban a mikrobdknak kiemelt szerep jut a szerves vegyiiletek lebontdsdban. Mar
az 1950-es években megéllapitottdk, hogy minden természetes uton keletkezett szerves vegyii-
let mikrobioldgiailag bonthaté (Kluyver és van Niel 1956). Ezt az elméletet Alexander (1965)
kiegészitette azzal, hogy a mikrobdk jelentds adaptacios képességgel rendelkeznek a szintetikus
vegyiiletek lebontdsdhoz is.

A természetben el6forduld szerves vegyiiletek bontdsdhoz a mikroorganizmusok nagyon széles
korii anyagcsere aktivitdssal rendelkeznek. Az anyagcsere diverzitds kiterjed szdmos antropogén
szerves vegyiiletre is, melyek gyakran szennyezik a kornyezetiinket. Ugyanakkor nem szabad el-
felejtkezni arrél sem, hogy az egyes mikroba fajok csak a kollektiv anyagcsere diverzitds egy
részével (és néha igencsak szlik tartomédnydval) rendelkeznek. A természetben a mikrobdk ke-
vert tenyészetekben jelennek meg, melyek a résztvevd fajok anyagcsere képességeinek egyszer
Osszeillesztésénél tobb, olykor joval bdvebb tulajdonsdgokkal jellemezhetdek; a bioremedidcids
technoldgidknak a célja a mikrobakozosség egy részhalmaza anyagcesere aktivitdsanak serkentése
(Hughes et al. 2002).

1.2 Célkitiizések

A nagy mennyiségben a talajba jutott gdzolaj mérgez0 hatdsu a talaj él6vilagara, ezért sziiksé-
ges olyan eljardsok kidolgozdsa, amelyekkel konnyen, gyorsan és megfeleld hatékonysaggal tudjuk
a szennyezést megsziintetni. Az egyik kindlkozé megoldas a talajban jelenlevé mikrobidta szénhid-
rogén degradicios aktivitdsdnak fokozasa. Mivel a szé€nhidrogének vizben nem oldhat6 vegyiiletek,
ezért fontos beavatkoz6 1épés, hogy a molekuldk a sejtek szdmdara hozzaférhet6vé valjanak.

Vizsgalataink célja volt, hogy gdzolajjal er6sen szennyezett talajbdl olyan mikrobdkat izolal-
junk, amelyek képesek tolerdlni a gdzolajat alkoto vegyiiletek jelenlétét, illetve potencidlisan részt
vesznek azok lebontdsdban, és/vagy kizardlagos szénforrasként is képesek azokat hasznositani.
Fontosnak tartottuk, hogy az altalunk izoldlt, a komponensek degradacidjaban részt vevd torzsek
koziil elsésorban azokra koncentrdljunk, amelyek az aromds vegyiiletek széles spektrumat képe-
sek hasznositani, €s azok nagy koncentrdcidit tolerdlni. A katekol 1,2-dioxigendz génjének kimu-
tatdsdhoz primerek tervezését tliztiik ki célul, hogy a gén jelenlétét ki tudjuk mutatni a vizsgalt
torzsekbdl.



1.2. CELKITUZESEK

Feliiletaktiv tulajdonsdga miatt a ciklodextrin (CD) a dsvadnyi olaj komponenseit a sejt szdmdara
jobban elérhetdvé teszi azaltal, hogy komplexet alakit ki vele, és igy nagyobb mennyiségben képes
a vizes fazisban jelen lenni. Ez a folyamat az d4svanyi olaj 0sszetev6inél mas-mas moédon jon létre,
fligg az adott 6sszetevs hidrofdbicitasatdl, illetve méretétdl, mivel a CD belsé iirege csak adott
méretli molekuldkat képes befogadni. Megfelel6 mennyiségli CD hozzaadédsdval, egy egyensulyi
folyamat eredményeként a sejtek szdmara az eddig nem elérhetd szénforrds hozzaférhetévé valik.

Vizsgdlatainkkal célul tiiztiik ki, hogy bebizonyitsuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin (HPCD)
segitségével gyorsithaté a gdzolaj mikroorganizmusok éltali lebontdsa, illetve hogy dsszehasonlit-
suk a HPCD, a Tween 80 és a keményitd hatdsat a gazolaj biodegradacidjara.

Az iizemanyagként alkalmazott szénhidrogén szennyezések — mint pl. a gdzolaj — mellett egy
masik jelentds szennyezd forrdsa a talajviznek a klorozott alifds szénhidrogének nem megfeleld
kezelése.

Célunk olyan molekularis médszer kidolgozasa és optimalizdldsa volt, amellyel a szennyezett
teriiletekrdl szarmaz6 mintdkbdl rutinszerden lehet kimutatni a reduktiv deklorindlasra jellemzd
szervezeteket, mint amilyen a Dehalococcoides sp., a Dehalobacter restrictus és a Desulfuromonas
chloroethenica.

Szandékunkban 4llt, hogy az eltérd sajatsagu, trikloretilénnel (TCE-vel) szennyezett teriiletek-
rol mintét véve feltérképezziik a jelen 1évd baktérium kozosségeket és meghatarozzuk a domindns
fajokat. Kerestiik annak az okait, hogy a jelenlév6 kozosségek Osszetétele minek a fiiggvénye,
az esetlegesen jelen 1évd deklorindld szervezetek utdn kutattunk. A teriiletekrdl szarmazo6 talaj-
vizekbdl mikrokozmosz kisérleteket allitottunk Ossze, melyek segitségével az dltalunk valasztott
modszerhez, a biostimuldciéhoz vélasztottunk megfeleld adalékanyagot. Ennek keretében anae-
rob koriilmények kozott, kiillonbozd elektrondonorok adagoldsdval serkentettiik a mikrobdkat a
szennyezd anyag reduktiv lebontdsara, hogy megallapitsuk, melyik adalékanyag bizonyul a legal-
kalmasabbnak a karmentesitéshez.



2. Anyag és modszer

Mintdink eltér6 foldrajzi helyzetdi, szennyezett teriiletekr6l szarmaznak. A szennyezett talaj-
bdl a torzsek izoldlasa gézolajos dusitd taptalajon tortént, igy eleve azokat a torzseket szelek-
taltuk, amelyek képesek a gdzolaj kiillonbozd komponenseit szénforrdsként hasznositani. A vizs-
galatokhoz a frissen izoldlt szervezeteken tul torzsgytijteményekbdl szarmazé mikrobdkat is fel-
hasznéltunk. A Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ -
Német Mikroorganizmus- és Sejttenyészet Gyijtemény)-bdl szarmaznak a Pseudomonas putida
DSM50202 és az Acinetobacter genospecies 11 DSMS590 torzsek. Az ELTE Mikrobioldgiai Tan-
sz€k torzsgytjteményébdl szarmazik az SM5T4 jeld torzs.

A helyszini és laboratériumi kémiai méréseket akkreditdlt laboratérium végezte, a BTX vegyii-
letek mérése a laboratériumban kidolgozott gazkromatografids moédszerrel tortént.

A mikrokozmosz kisérletek sordn a széndioxid-termelését zart rendszerben, OxiTop OC110
(WTW) segitségével mértiik. Az adalékanyag adagolasdnak (HPCD) hatdsat a benzol és a toluol
bontédsara teflon-dugdval zar6do tivegekben vizsgéltuk. A trikldretilén bontdsdnak vizsgalatdhoz
a mikrokozmoszokat 2 literes iivegedényekben éllitottuk Ossze, és 1égmentesen lezartuk, hogy a
levegdvel ne érintkezzen, a mintavételezés nitrogén géz ellendramoltatds mellett tortént.

A csiraszam becslés a klasszikus szélesztéses technikdval, tizes alapu higitdsi sor segitégé-
vel tortént, a biomassza novekedést pedig optikai denzitds meghatdrozassal kovettilk nyomon. A
kozosségi szénforras vizsgalathoz BIOLOG GN2 (Hayward, California, USA) lemezeket hasznal-
tunk. Az enzimaktivitds mérést Feist és munkatarsai éltal kidolgozott protokoll szerint végeztiik
el, de azt helyenként mddositottuk (Feist és Hegeman 1969).

A molekularis médszereket alkalmazo vizsgélatok kezdeti 1épése a mintakbol torténd nukle-
insav izoldldsa, amely kozosségi mintdk esetén elméletben a mintdban taldlhaté osszes é161ény
nukleinsavanak feltarasat eredményezi. A DNS izolalast UltraClean Soil DNA Kittel (MoBio), sz
RNS izolédlast RNeasy Mini Kittel (Qiagen) végeztiik, a gyart6 utasitdsai szerint. Az RNS reverz
transzkripcidjat random hexamer primerekkel végeztiik. Az amplifikdci6 sordn, a sziikséges vizs-
galatoktdl fiiggben, eltérd primereket vélasztottunk, melyeket az Escherichia coli 16S rRNA gén
nukleotid szekvencidja alapjan jeloltiink (Brosius et al. 1978), vagy a tervezdje altal adott nevét
alkalmaztuk.

A koz0sségi DNS-t vagy RNS-t tartalmaz6 mintak feldolgozasara tobb, alternativ mddszert is
alkalmaztunk. Az egyik ilyen volt a klonkonyvtér készitése, mely segitségével a kozosséget alkotd
mikrobdk 16S rRNS génjét szétvalaszthattuk egymadstdl és bazissorrendjiiket meghatarozhattuk.
Emellett tobb ujjlenyomat modszert is alkalmaztunk, mint a denaturdl6é gradiens gél elektroforé-
zis (DGGE) és a termindlis restrikcios fragment hossz polimorfizmus (T-RFLP). A DGGE-t IN-
GENYphorU (Ingeny) gélelektroforézis rendszerben végeztiik, a T-RFLP elemzéseket ABI Prism
310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) berendezésben GeneMapper program segitségével
végeztiik.

A filogenetikai fak készitéséhez az ARB-SILVA (?) internetes adatbazis segitségével, a MEGA3
programcsomagot (?) haszndltuk. Az eredmények kiértékeléséhez (fékomponens analizis) statisz-
tikai modszereket alkalmaztunk (SYNTAX 2000 programcsomag).



3. Eredmények

3.1 A gazolaj bontasanak serkentése laboratériumi koriilmények kozott

A gézolajos dusité lemezeken kapott csiraszdm alapjdn a szennyezés egy adott TPH koncent-
racio felett szintén egy nagysdgrenddel csokkentette a gdzolajat bontani képes mikroorganizmusok
mennyiségét. A gazolajos tdptalajokrol, telepmorfoldgiai kiilonbségek alapjan, Osszesen 45 darab
kiilonbozd torzset izolaltunk.
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3.1. abra. A izolalt és azonositott torzsek elhelyezkedése a filogenetikai fan. A fa neighbor-joining
modszerrel késziilt, részleges 16S rDNS szekvenciak alapjan. Az egyes elagazasoknal a bootstrap
értékeket (500 ismétlés) tiintettiik fel.

ARDRA analizis alapjdn kapott mintdzatok alapjan a torzseket csoportositottuk. Minden cso-
portbdl kivéalasztottunk egy csoportreprezentdnst, melynek bazissorrendjét meghatdroztuk. A ka-
pott szekvencidk alapjan internetes adatbazis segitségével (RDP II.) meghatdroztuk a torzseket,
melyek minden esetben tobb, mint 99%-o0s hasonldsagot mutattak legaldbb egy, mar tenyésztésbe
vont szervezettel. A legkdzelebbi rokon szervezetek és az 1j torzsek szekvencidjabdl filogenetikai
fat készitettiink (3.1. abra).

Az i1zoldlt és azonositott csoportreprezentdns torzsek esetében megvizsgaltuk a gédzolajbont6
képességiiket is. Azt tapasztaltuk, hogy a 15/1 (Alcaligenes sp.); az SMS5T4 (Acinetobacter cal-
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3.1. A GAZOLAJ BONTASANAK SERKENTESE LABORATORIUMI KORULMENYEK
KOzZOTT

coaceticus); a 6/111 (Rhodococcus erythropolis); a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/I11 (Micro-
bacterium sp.); a 9/V (Xanthomonas sp.) jOl bontotta a gazolajat, mig a 4/II1 (Stenotrophomonas
maltophilia) csak kis mértékben.

A kiilonbozé mikrobakndl eltérd hosszisagu lag fazist tapasztaltunk, azaz més és mas id6-
tartam kellett ahhoz, hogy alkalmazkodjanak az 4j kornyezethez és meginduljon a lebontés. Ez
alapjan harom csoportot alakitottunk ki, az els6be tartozik a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/111
(Microbacterium sp.); a 9/V (Xanthomonas sp.); a kovetkezd csoportba tartoznak a 15/1 (Alcali-
genes sp.); az SMS5T4 (Acinetobacter calcoaceticus) és a 6/111 (Rhodococcus erythropolis), és a
harmadik csoport egyetlen tagja a 4/I11 (Stenotrophomonas maltophilia).

A gazolaj bontasara képes torzsek az elemzett aromds vegyiiletek legaldbb egyikét szintén ké-
pesek voltak szénforrasként hasznositani. A benzolt és a toluolt mindegyik hasznositotta, a xilol
izomerek keverékét a 15/1 — Alcaligenes kivételével szintén képesek voltak bontani. Nagyobb el-
téréseket tapasztaltunk a fenol, a ftalsav €s a klérozott aromds vegyiiletek vizsgalatakor. A fenolt
sem az el6bb emlitett 15/1, sem a kevésbé altalanos aromas bontd 9/V — Xanthomonas és 4/111 —
Stenotrophomonas torzs nem volt képes hasznositani. Hasonl6 eredmény kaptunk a ftdlsav eseté-
ben is, azt csak a 15/1 — Alcaligenes volt képes hasznositani. Az dsszes kldrozott aromds vegyiiletet
csak a 6/II1 — Rhodococcus, az SM5T4 — Acinetobacter és a 36/111 — Microbacterium volt képes
hasznositani.

o

3.1.1 Az aromds gyfirtit hasito enzimek aktivitisdnak meghatarozasa

Az enzimaktivitds méréséhez két torzset, a Rhodococcus erythropolis 6/111-t és az Acinetobac-
ter calcoaceticus SM5T4-t valasztottuk ki, amelyek megfeleld novekedést mutattak folyékony tap-
kozegben. Referenciatorzsként a torzsgytijteménybdl szairmazé Pseudomonas putida DSM50202-t
hasznaltuk.

A benzollal torténd indukci6 sordn, ahogy azt az irodalmi adatok alapjan varni lehetett, csak az
“orto” anyagcsere utvonal aktivalddott, tehat csak a C120 enzimek aktivitdsat lehetett detektélni.
Az enzimaktivitasbeli sorrend a 168 6ras inkubécids idejti vizsgalatokndl a kovetkezOnek adodott:
Pseudomonas putida DSM50202 > Rhodococcus erythropolis 6/111 > Acinetobacter calcoaceticus
SM5T4.

Az irodalmi adatok alapjin eldzetesen arra lehetett szamitani, hogy a toluollal torténd inkuba-
ci6 hatdsdra a "meta’” lebontdsi ttvonal aktivalédik (Farhadian et al. 2007). Ezzel szemben mind-
harom torzs esetében a C120 enzim aktivitasat lehetett detektalni, tehat az ”orto” lebontasi utvonal
aktivalédott. Az enzimaktivitdsbeli sorrend ugyanaz volt, mint amit a benzol lebont4sa soran kap-
tunk, tehat: Pseudomonas putida DSM50202 > Rhodococcus erythropolis 6/111 > Acinetobacter
calcoaceticus SM5T4. Megfigyelhetd azonban, hogy mindhdrom torzsnél kisebb enzimaktivitast
kaptunk a toluol lebontdsakor, mint a benzolnal.

3.1.2 A C120 enzim génjének kimutatdsa PCR segitségével

A primertervezésnél els6sorban arra torekedtiink, hogy az altalunk izolélt térzsekbdl ki tudjuk
mutatni a kivant gént, ezért a csoportspecifikus primerek tervezésére helyeztiik a hangsulyt. Ennek
megfeleléen Rhodococcus és Acinetobacter fajokra specifikus primereket készitettiink.

Hogy a C120 enzim génjének diverzitasat szemléltetni tudjuk, az altalunk izolalt torzsekbol
nyert, illetve a kordbban GenBankbdl letdltott szekvencidk alapjan torzstat készitettiink.
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100 Acinetobacter calcoaceticus NCIB8250 ORF7
Acinetobacter calcoaceticus SM5T4
Acinetobacter sp. ADP1

Acinetobacter lwoffii K24

Pseudomonas mendocina ATCC 25411

Pseudomonas stutzeri JD4 Gram - baktériumok
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960
Pseudomonas balearica L5401
Pseudomonas putida

Pseudomonas putida mt-2

99 Pseudomonas putida C-1 —

4100‘? Streptomyces setonii
Nocardia farcinica IFM 10152

1001 Rhodococcus opacus 1CP
“ Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259
2 Nocardia sp. H17-1 Gram + baktériumok
1001 Rhodococcus erythropolis 6/111
58— Rhodococcus erythropolis CCM2595
0.1

3.2. abra. Torzsfa a C120 katabolikus gén alapjan. Piros szinnel vannak kiemelve az altalunk
azonositott szekvenciak, mig a fekete szinnel jelzett torzsek szekvenciai a GenBank adatbazisbél
szarmaznak. A fa neighbor-joining médszerrel késziilt. Az egyes elagazasoknal a bootstrap értékeket
(500 ismétlés) tiintettiik fel.

6o Acinetobacter calcoaceticus SM5T4
99 Acinetobacter calcoaceticus A2
Acinetobacter sp. ADP1
78— Acinetobacter lwoffii ATCC 17925

Pseudomonas balearica TG-3

Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas mendocina ICMP 13540

Pseudomonas putida ATCC 12633A

51| Psuedomonas putida KT2440

89 Pseudomonas putida mt-2 1
Streptomyces setonii ATCC25497A ———

Rhodococcus rhodochrous SSCT49

Nocardia sp. H17-1

Nocardia farcinica IFM 10152

Rhodococcus opacus GM 14

Rhodococcus erythropolis

100' Rhodococcus erythropolis 6/11T

Gram - baktériumok

100
Gram + baktériumok

50

3.3. abra. Torzsfa a 16S rRNS gén alapjan. Piros szinnel vannak kiemelve az altalunk azonositott
szekvenciak, mig a fekete szinnel jelzett torzsek szekvenciai a GenBank adatbazisbdl szarmaznak. A
fa neighbor-joining médszerrel késziilt. Az egyes elagazasoknal a bootstrap értékeket (500 ismétlés)

tiintettiik fel.

A torzsfan (3.2. dbra) jol latszik, hogy a Gram pozitiv és a Gram negativ mikrobdk a katabo-
likus gén alapjéan élesen elkiiloniilnek egymastdl. Ha ezt osszevetjiik ugyanezen fajok 16S rRNS
génje alapjan késziilt torzsfaval (3.3. abra), akkor megfigyelhetjiik, hogy a Gram-fest6dés szerinti
elkiiloniilés mellett a f6bb csoportok elhelyezkedése is hasonld.

3.2 A szénhidrogének bontasanak serkentése ciklodextrin adagolassal

A vizsgalatok sordn azt elemeztiik, hogy a tapleveshez adagolt HPCD milyen mértékben noveli

a lebontott gdzolaj mennyiségét.
A haromszoros gdzolaj mennyiséget (1200 mg/1) tartalmazé tdpoldatban egy hét elteltével tobb
CO; képzddott (233 mg), mint az egyszeres, (400 mg/l) illetve a kétszeres (800 mg/l) gazolaj
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koncentraci6 esetén (125 illetve 204 mg). Ugyanakkor a szdmadatokbdl az is j6l lathatd, hogy
haromszoros gazolaj koncentracié nem eredményezett hdromszoros CO,-produkciot.

A nagyobb koncentraciéban adagolt gazolaj késleltette a lebontdsi folyamatok megindulésat,
azaz feltehetGen gatl6 hatdst valtott ki a mikroba szaméra. Az utdna kovetkez6 szakaszban a bon-
tasi sebesség nagyjabol azonos. Ezutdn mind a harom gazolaj koncentraciondl a bontési sebesség
lassulasat figyelhetjiilk meg. Az 1x-es €s a 2x-es koncentraciokndl ez a lassul6 bontdsi sebesség a
48. illetve 96. 6ratdl figyelhetd meg, de a 3x gdzolaj koncentréacid esetén is lassulds tapasztalhatd
a 144. 6randl.

A ciklodextrin adagolds hatdsdra minden esetben megnétt a CO, produkcié. Legkisebb mér-
tékben az 1:1 moélardny esetén, legnagyobb mértékben pedig a 1:2 mdélardnyndl nétt meg a szer-
vesanyag hasznositds. Nemcsak a CO,-produkcié mennyisége valtozott meg, hanem a bontés se-
bességének az iliteme is. Az 1:0,5 illetve 1:2 ardnyban adagolt ciklodextrin mindkét esetben tovabb
novelte a kezdeti bontds sebességét, és a lebontott gdzolaj komponensek mennyiségét is. Ez a 1:0,5
aranyban alkalmazott kezelés sordn a 96. ordra érte el a maximumot, és utdna kovetkezett be a cik-
lodextrin szénforrasként torténd hasznositdsa, a 1:2 ardny esetén ez a maximum mdr a 48. 6rdnal
tapasztalhat6 volt, ami utdn nem tortént jelentés CO,-produkcid.

Az adott mennyiségtli ciklodextrin mas-mas hatast valtott ki a kiilonbozé mennyiségli gazolaj
bontdsara. A 3x gizolaj mennyiség esetén a lag fazis hosszabb lett, a CO,-produkci6 pedig jelen-
tésen csokkent. A masik két esetben (1x, 2x gdzolaj mennyiség) a lag fazis megrovidiilt és egy
intenzivebb bontési sebességet tapasztaltunk.

Osszesitve a legnagyobb kezdeti bontdsi sebességet a 2:1; 1:2 illetve 1:0,5 ardnyoknl tapasz-
taltuk, igazan jelentds hatékonysdg novelést pedig az 1x, azaz alacsony gizolaj koncentracidknal
lehetett elérni.

Amikor mikrobak6zosség gdzolajbont6 képességét igyekeztiink HPCD-vel serkentetni, a cik-
lodextrin 100 mg/l gézolajkoncentracid esetén lerdviditette a lag fazist és novelte a széndioxid
termelést. Bar a nagyobb gdzolaj koncentracio esetén is tapasztaltunk véltozast a kezeletlen mik-
rokozmoszokhoz képest, az nem olyan nagy mértékd, mint a 100 mg/I koncentricié esetén. Ennek
oka lehet, hogy a bemért CD mennyiségét tigy allitottuk be, hogy ebben az esetben a gidzolaj:CD
arany 1:1 legyen.

A kozosségi vizsgdlatokndl a HPCD hatékonysagat Osszevetettilk mds, dltalanosan elterjedt
feliiletaktiv anyag, a Tween 80 hatékonysdgaval is. Megallapitottuk, hogy a Tween 80 elsddle-
ges szénforrasként hasznosult, mivel a gdzolaj bontdsdnak lassuldsat eredményezte. Feltételezhetd,
hogy a k6zosség a Tween 80-t részesitette elényben szénforrasként. A keményitd azonban alter-
nativ szénforrdsként sem hasznosult, mert keményitdvel bedllitott mikrokozmoszokban a gizolaj
bontdsanak ardnya nem tért el a kontrolltdl.

Az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4 torzsnél a ciklodextrin adagolds hatdsara minden eset-
ben nétt a bioldgiailag lebomlott benzol ill. toluol mennyisége. A mikroorganizmusok csak a vizes
fazisbol tudjdk a benzolt felvenni (Prenafeta-Boldu et al. 2002), ezért az oldhatdsag a bontast korla-
tozo6 tényez0 lehet. Amikor HPCD-t adtunk a tdpoldathoz, akkor a benzol latszélagos oldhatdsaga
megndtt, mert zarvanykomplex képzddott a HPCD molekuldkkal.

Adott mennyiségli ciklodextrin nem tud bizonyos mennyiség feletti benzollal zarvanykomp-
lexet képezni, ezért az egyre ndvekvd benzol koncentracié a HPCD-nel kezelt mikrokozmoszok
esetében is csokkend hatdsfokot eredményezett. Ugyanezt a tendenciat tapasztaltuk a toluol ese-
tében is, azzal a kiilonbséggel, hogy a toluolnak még a benzolndl is joval kisebb a vizben vald
oldhatdsédga, ezért a ciklodextrin hatékonysiga sem volt olyan jelentds.
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Amikor a kétféle aromds vegyiiletnek a keverékét adagoltuk szénforrasként, akkor megfigyel-
hetd volt, hogy ugyanolyan végkoncentraciéndl a bioldgiailag lebomlott szennyezdanyagok ara-
nya megnovekedett a csak toluolt vagy csak benzolt tartalmazé mikrokozmoszokhoz viszonyitva.
A kezelés hatdsdra a tendencia nem valtozott, a HPCD megndovelte a bioldgiailag lebomlott szén-
hidrogének ardnyat, de a nagy koncentracidk esetén ez a hatds nem volt olyan jelentds, mint kis
koncentracioknal.

3.3 A halogénezett szénhidrogének bontasanak serkentése mikrokozmosz kisérletekben

3.3.1 A kiilbnbozd teriiletekrdl szarmazo mintak 6sszehasonlitdsa

A klérozott alifds szénhidrogének anaerob koriilmények kozott, energiaszerzd anyagcsereuta-
kon torténd hasznositdsuk sordn elektronakceptorként szerepelhetnek. Ehhez azonban megfeleld
mennyiségii elektrondonorra van sziikségiik. Az idedlis adalékanyag a deklorindl6 szervezeteket a
lehet$ legcélzottabban serkenti, specidlisan az 6 populdciéjukat tdmogatja.

Legbiztosabban a Dehalococcoides sp. szervezeteket tudtuk kimutatni nested PCR segitségé-
vel, és a Dehalobacter restrictus 16S TRNS génjének kopidit is detektaltuk mar 103-os nagysag-
rendtdl.

Az altalunk vizsgalt 6t teriilet szennyezettsége jelentdsen eltért. Harom teriilet (a J, a B és
a T egyes kutjai) er6sen szennyezett volt, mig a masik kettd (K és a A) kisebb koncentracidoban
tartalmazta a szennyezd halogénezett szénhidrogéneket. Az egyes teriileteken mds-mds anyag a {6
szennyezd, a K teriileten a cDCE, a J és a T teriileteken a TCE, mig a B teriileten a PCE. Nagy
az oldott vas tartalma az A teriiletnek, illetve a B teriilet egyes kutjainak. Jelent6sebb nitrat- €s
nitrit tartalom csak a J és a T teriileteken volt, a legnagyobb szulfition tartalma a K teriileten 1év$
kutaknak volt, a legkisebb értéket a J teriilet kutjai esetén mértek.

Génusz-specifikus PCR-ek segitségével minden mintdndl megvizsgéltuk, hogy mely dehalores-
pirdl6 szervezetek voltak jelen a teriileten. A T teriiletrdl egyetlen, dltalunk vizsgalt dehalorespi-
raciora képes szervezetet sem mutattunk ki. Ezzel ellentétben a B teriilet minden kuitjabol képesek
voltunk a Dehalococcoides sp-t mar 10° nagysagrendben kimutatni és a Desulfuromonas sp. teszt
is minden esetben pozitiv volt. A Dehalobacter sp. jelenlétére utald tesztek eredménye nem volt
egyértelm, de feltételezziik, hogy minimdlis mennyiségben, a kimutathatsagi hatar kornyékén
ezek a szervezetek is jelen voltak. Az A teriiletrdl szdrmazo kutak mintéi esetében a Dehalococcoi-
des sp.-t csak nested PCR segitségével tudtuk detektalni, ami azt jelenti, hogy a mintdban ezeknek
s szervezeteknek a mennyisége nagysdgrendileg 10° és 107 sejt/l kozott volt. Ezen kiviil még a
Desulfuromonas sp. kimutatasara szolgal6 tesztek eredményei voltak pozitivak. A J és a K terii-
letekrdl szdrmazé mintdk joval heterogénebb képet mutattak. Voltak olyan kutak, amelyek mér a
DHCI teszt sordn is pozitivak voltak, voltak olyanok, ahol csak a DHC?2 teszt lett pozitiv, de voltak
olyan kutak is, melyekbdl nem tudtunk Dehalococcoides sp-t kimutatni. Hasonl6 heterogén ered-
ményt kaptunk a Desulfuromonas sp. esetében is. A J kutak 60% volt pozitiv, a K kutak esetén ez
az arany 40% volt. A K teriileten egy kitbdl sem volt kimutathat6 a Dehalobacter sp., a J teriilet
esetében csak a J18.2 kitbdl sikeriilt pozitiv eredményt kapnunk.

Az egyes mintdk baktérium k6zosségének osszetételét gyors ujjlenyomat modszerrel, T-RFLP-
vel vizsgéltuk. A f6komponens elemzés alapjan rajzolt biplot abrabdl (3.4. abra) megéllapithatjuk
melyek azok a TRF-k amelyek a legjelent6sebb kiilonbséget eredményezik az egyes T-RFLP min-
tazatok kozott. JOI latszik, hogy alapvetéen harom olyan csics van, melyek mentén megoszlanak
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3.4. abra. A vizsgalt teriiletek talajviz mintaibol szarmaz6 T-RFLP mintazatok fokomponens

elemzése. A szines teli korok az egyes mintakat jelolik, a kereszt jelek a szamokkal az adott TRF-eket
mutatjak.

a mintdk, ez a 384 bp, 386 bp és a 201 bp hosszi TRF-k. Ezen harom cstcs alapjan a teriiletek
hdrom nagy csoportra oszlanak. A T teriilet és a K teriilet elsGsorban a 386 bp-hoz tartozik, mig a
J és az A teriilet a 201 bp-hoz. A 384 bp-hoz a B teriilet mintdi tartoznak, egy két mas teriiletrdl
kil6gé mintaval egyiitt.

3.3.2 A megfelel6 adalékanyag kivdlasztisa mikrokozmosz kisérletekben

A mikrokozmosz kisérleteknek a célja olyan adalékanyag keresése volt, mellyel a bioldgiai le-
bontést serkenteni tudjuk. Két kitbol vettiink talajvizmintat,a K7 és a J1 8. 2-b6l. A biotikus kont-
rollhoz (K) nem adagoltunk semmit, mig a masik harom tipus esetén 500-500 mg/l szdrazanyag-
koncentrdcioban adtuk az A, B és C adalékanyagot. A kisérletsorozat 318 napig tartott, mintavétel
a?24.,az 54., a 155. és a 318. napon tortént.

A B és C mikrokozmoszokban, melyeknél jelent6s bomlasi folyamatokat tapasztaltunk, a ké-
miai paraméterek mellett vizsgaltuk a bioldgiai paraméterek véltozasait is.

A Dehalococcoides sp.-t mar a kiinduldsi mintdkbdl is kimutattuk, a 318. napra a K és a B mik-
rokozmoszokbdl mér csak a nested PCR segitségével mutattuk ki, mely azt jelenti, hogy ezeknek a
szervezeteknek az ardnya csokkent a kozosségen beliil. A masik két dehalorespirdlé szervezet a K7
kiinduldsi mintdkban nem volt kimutathat6, mig a J1 8. 2 mintdkban igen. Az 54. napra mindegyik
mikrokozmoszban visszaszorult az ardnyuk, nem voltak kimutathatéak, de a 318. napra a Deha-
lobacter sp. mindegyik mikrokozmoszban djra kimutathatéva valt, és a Desulfuromonas chloro-
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3.5. abra. A mikrokozmoszok T-RFLP mintazatanak fokomponens elemzése

ethenica is detektalhatd letta J18.2/K és a K7/B és K7/C mikrokozmoszokban. Az 54. napos
visszaszoruldsa ezeknek a szervezeteknek magyardzhaté a mikrokozmosz Osszeéllitdsa soran tor-

pays

ténd ohatatlan zavardssal. A Dehalococcoides sp. folyamatos jelenléte arra utal, hogy kimutatasa
nem elégséges feltétele a PCE eténig torténd redukcidjanak, ellentétben Hendrickson és munkatar-
sai (2002) megallapitasdval. Tobb dehalorespirdld szervezet egyiittes vizsgalata/kimutatdsa ezért
megbizhat6bb eredménnyel szolgélhat.

A Shannon féle diverzitdsindexek alapjan a kezelés hatdsara diverzitds novekedést tapasztal-
tunk, azaz a kozosségben kimutathaté mikrobdk szama nott.

Ujjlenyomat modszerekkel kovettiik nyomon a mikrobakozdsség véltozasat. A 318. napon a
rDNS alapu vizsgalatokat rRNS alapu vizsgalatokkal is kiegészitettiik. A sikeres J18.2/C mik-
rokozmosz 318. napi RNS-ébdl a T-RFLP mellett klonkonyvtarat is készitettiink, hogy meghata-
rozzuk a k6zOsség tagjait. Az azonositds utan meghataroztuk ezeknek a szervezeteknek a TRF-jeit,
amelynek segitségével azonositani tudtuk a kdozosségi T-RFLP mintdzat fontosabb csucsait is (3.5.
abra).

Annak érdekében, hogy a tobbi mikrokozmosz k6zosségének dominéns tagjait is meghataroz-
zuk a DGGE mddszert valasztottuk, hogy gyorsan szekvencia-informaciokhoz jussunk. A DGGE
elemzés a mikrokozmoszok 318. napjan vett mintadkbol RNS és DNS alapon egyarant késziilt.

A T-RFLP mintazatok f6komponens elemzése (3.5. dbra) alapjan jol latszik, hogy a kiindulasi
mintdk kozosségszerkezete jelentdsen eltér a kezelt mikrokozmoszok kozosségeitdl. A domindns
szervezet a kiinduldsi mintdkban a 202 bp TRF-fel rendelkez6 mikroba, melyet a késébbi vizsga-
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3.6. abra. A J18. 2 és a K7 mikrokozmoszok 318. napi mintajanak RNS és DNS alapu vizsgalata
DGGE-vel.

latok segitségével azonositani is tudtunk (Acidovorax sp., DGGE 27. csik). Ennek helyét az 318.
napi kezeletlen mikrokozmoszokban a 386 bp hosszii TRF-fel rendelkez6 mikroorganizmus vette
at, melyet szintén meghatdroztunk (Pseudomonas sp., DGGE 2.,3.,4.,5.,7. és 8. csikok). Az is egy-
értelmd, hogy az egyes kezelések a két mintdndl nem azonos mikrobapopulédciét serkentettek. A
J18.2/C mikrokozmoszokban, illetve a K7/B és K7,/C mikrokozmoszokban néhédny uj szerve-
zet jelent meg, melyek egyértelmien jellemzoek a kozosségre. Ilyenek a 102 bp, 221 bp, 223 bp
(Clostridium spp.,c88; c206; c107 klonok), 231 bp (Leuconostoc spp.) hosszi TRF-fel jellemzett
mikrobdk. A fékomponens elemzés érdekessége, hogy a J18.2/B mikrokozmoszokra egyértel-
miien jellemzd a 244 bp-ral jeldlt szervezet (Trichococcus sp.,c147 klon). Ez a szervezet ugyan
a tobbi mikrokozmoszban is megtaldlhat6, de ebben a kdozosségben domindns szerepet jatszik. A
388 bp-ral jellemzett klon (Sulfurospirillum multivorans, 316 kl6n) els6sorban a J18. 2/C mik-
rokozmoszok kozosségének meghatirozo tagja.

A J18.2/K mikrokozmoszban a kiinduldsi mintdhoz hasonléan az Acidovorax sp. volt a
egyetlen és domindns, az ujjlenyomat modszerekkel kimutathat6 torzs. Egy év mulva, a kisérlet vé-
gén jelen voltak az Acidovorax, a Clostridium , a Pseudomonas €s a Trichococcus génuszba tartozo
szervezetek. A kozosség Osszetétele jelentGsen nem valtozott, a domindns szervezetek ugyanazok
maradtak.

A K7/K mikrokozmoszban az els6 54 napon tapasztaltunk jelentds szulfatredukciot és azzal
parhuzamosan a VC és a cDCE mennyiségének csokkenését. A szulfatredukcid sebességének no-
vekedése lehet az anaerobitds kialakuldsdnak az eredménye, mely a teriileten nem val6sulhatott
meg olyan mértékben, mint a laboratériumi koriilmények kozott. Az 54. nap utdn a folyamatok
ledllnak. A Tolumonas ausensis-szel 98%-s hasonldsdgot mutaté szervezetet (DGGE 13;14; és 22
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csikok) sikeriilt kimutatni. A 7. ausensis toluol termeld szervezet, anoxikus kornyezetbdl izolaltak.

A K7/A¢és J18.2/A mikrokozmoszokban a folyamatok a biotikus kontrollhoz hasonléak, a
reduktiv deklorinécié folyamatat nem gyorsitotta az adalékanyag.

A tobbi adalékanyagok hatdsdra a biotikus kontrolltdl igen eltérd kozosség alakult ki, a f6
kiilonbség a fermentdld szervezetek aktivitdsaban mutatkozik meg. A B anyaggal kezelt mikrokoz-
moszban a 318. napon a Trichococcus sp. fermentalo anyagcserét folytato és a Sulfurospirillum
multivorans (c316 klén) dehalogénezd szervezet is jelen volt.

A K7/B kezelés sordn a reduktiv deklorinicié folyamatat észleltiik, a tipikus anyagcsereter-
mék, a cDCE mennyisége megndvekedett az 54. napra, majd a TCE Kkiiiriilése utdn a 155. napra e
vegyiilet koncentracidja is lecsokkent. Fontos megjegyezni, hogy ebben az dsszedllitisban a szul-
fatredukci6 és a deklorindci6é parhuzamosan zajlik. A 155. napra elfogy a rendszerbdl az adaléka-
nyag, mely az 0sszes bioldgiai folyamat ledlldsahoz vezet. Ebben a mikrokozmoszban is megtaldl-
tuk a A Tolumonas ausensis-szel hasonlésagot mutaté szervezetet.

J18.2/B kezelés esetében a deklorinicié folyamata a K7 mikrokozmoszhoz hasonl6an tor-
tént, csak sokkal nagyobb mértékben. Valdszintileg a legjelentésebb elektrondonor a molekularis
hidrogén lehetett, mind a deklorinéld, mind a szulfatredukalé mikrobédk esetében, de még a meta-
nogén szervezetek szdmadra is. Az 1. €s 25. csikokbdl szdrmazé DNS bazissorrend megegyezett a
klénkonyvtéar c10-s klonjdval. Mind DNS, mind RNS alapon kimutathat6 volt, ami arra utal, hogy
a biomasszdja jelentds volt és aktiv anyagcserét is folytatott.

A K7/C kezelésnél a TCE ugyancsak redukalodott cDCE-vé, 4m a ¢cDCE mennyisége nem
csokkent a tovabbiakban, tehat e vegytilet redukaldsa megallt. A C szerves anyag a 155. napra
szintén kiliriilt, mely a folyamatok lealldsdhoz vezetett, de addig is elsGsorban a szulfitredukcid
volt domindns folyamat, és nem a reduktiv deklorinaci6. A DGGE 20. csikjabdl szarmazé DNS
szekvencia alapjan kimutattunk egyPedobacter heparinus DSM2366 torzzsel 91%-s hasonldsa-
got mutatd szervezetet. A Pedobacter heparinus pszichrofil szervezet, amely kiilonb6z6 cukrokat
képes szé€nforrdsként hasznositani, és bontja a heparint is.

J18.2/C mikrokozmoszoknal a reduktiv deklorindci6 folyamatdanak minden fazisa tapasztal-
hat6, még etdn és etilén képzddést is detektdltunk, és szerencsére a VC nem halmozddott fel. A
szennyezdanyag kevesebb, mint 10%-a maradt vissza a 155. nap utdn. A szulfat kiiiriilése, a pH és
felteheten a redoxpotencidl eltolédédsa ezeket a folyamatokat lassitotta, é€s a deklorinal6 folyamat
maradt csak, mely els6sorban molekuldris hidrogént haszndl elektrondonornak. A mikrokozmosz-
ban tobb fermentaciora képes szervezet is jelen volt. A Clostridium génusz tobb torzse is megje-
lent, a Leuconostoc (c41; c198 klénok) fajok szintén kimutathatéak volt, és a Trichococcus sp. sem
tlint el a kezelés hatdsdra. Csak ebben a mikrokozmoszban volt jelen a c10 klén. Szerepér6l nem
sokat tudunk, ugyanis eddig még nem vontdk tenyésztésbe, de a csoportot mostanaban kezdik mé-
lyebben leirni. Ezen kiviil szintén megjelent a Sulfurospirillum multivorans is. A DGGE 26. csik
takarta szervezet csak ebben a mikrokozmoszokban van jelen, de ott sem mutat aktivitast (nincs
csik ugyanazon a magassdgon az RNS alapu mintdban). A legktzelebbi tenyésztésbe vont rokon
szervezet a Paludibacter propionicigenes (96%). A klénkonyvtar c10-s klénja mind DNS, mind
RNS alapon kimutathaté volt. A ¢l klén a Myxococcales rendbe tartozik. Kozelebbi besoroldsa
nem lehetséges, mert nincs kozeli rokona a tenyésztésbe vont mikrobdk kozott. A c¢3 klon esetén
szintén nincsen kozeli rokon szervezet, amelyet tenyésztésbe vontak volna, ezért csak a nagyobb
taxon szerinti besorolédsa lehetséges. Legkozelebbi rokonsagot a Victivallis vadensis tipustorzzsel
mutat (94%), mely a csoport egyetlen tenyésztett torzse. A c172 klén 92%-s bazissorrend egyezést
mutat a Pelosinus fermentans R7 torzzsel, igy itt sem sikeriilt faji szinten meghatdarozni a klént.
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3.4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A ¢c229 kloén szintén az Acidaminococcaceae csaladba tartozik, de azon beliil az Aminobacterium
nemzetséggel mutat kdzelebbi rokonséagot.

Mindezek a bioldgiai valtozdsok aldtdmasztjdk a kémiai eredményeket. Feltételezziik, hogy
a nagy mennyiségi szerves adalékanyagot gyorsan elkezdték bontani a jelenlévd aerob mikroor-
ganizmusok, amely kovetkeztében elfogyott az oxigén és lecsokkent a redoxpotencidl. Mivel a
rendszer zart, ezért nincs oxigén utanpotlas. Ezt kovetéen anaerob folyamatok indultak be. Els6
1épésként az adagolt szervesanyag fermentaldsa tortént meg, mely kovetkeztében molekuléris hid-
rogén, valamint szerves savak termelddtek. Utobbiak okozhattdk a pH csokkenését mér az 54.
napon a kezelt mikrokozmoszokban.

A Bés a C adalékanyag-kezelés hatdsara mas mikrobakozosség alakult ki, bizonyos szerveze-
tek csak egyik illetve masik tipusi mikrokozmoszban voltak jelen. A mikrokozmoszok hatékony-
saga is kiilonbozott, a C kezelt kisérletben gyorsabban bomlott le eténig illetve etanig a szennyezés.
Ez magyardzhat6 azzal, hogy a két adalékanyagot a mikrobdk masképpen hasznositjdk, illetve mas
mikrobdk hasznositjdk és emiatt eltérd anyagcsere-termékek keletkezhetnek.

3.4 Uj tudoményos eredmények

1. Tizenot baktériumtorzset azonositottunk, majd meghatdroztuk, hogy milyen aromds szénhid-
rogéneket képesek egyediili szénforrdsként hasznositani. Ugyancsak vizsgaltuk gédzolajbont6
képességiiket a széndioxid termelés mérésével.

2. Kimutattuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin egyarant gyorsitja és serkenti a gdzolaj bon-
tasat az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4-nél és a szennyezett teriiletr6l szdirmazé mik-
robakozosségnél. Megallapitottuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin adagoldsa noveli a
benzol és toluol bonthatésigat is az Acinetobacter calcoaceticus SMS5T4 torzsnél.

3. A C adalékanyag serkentette a legjobban a trikldretilén lebontdsat a laboratériumi mikrokoz-
mosz kisérletek sordn, igy a TCE az 54. napra kiliriilt; az anyag tehat alkalmas lehet terepi
viszonyok kozott torténd felhasznédldsra is.

4. Klérozott alifas szénhidrogénnel szennyezett teriiletek mikrobakozosségének diverzitisvizs-
gdlata alapjan megallapitottuk, hogy a mikrobak6zosség Osszetétele a teriiletre jellemzd ké-
miai paraméterekkel szoros Osszefiiggést mutat.

5. Megiéllapitottuk, hogy — a katekol 1,2 dioxigendz enzim diverz jellege miatt — nem lehet 4lta-
lanos, minden baktérium enzimjének kimutatdsdra alkalmas primert tervezni, ezért célzottan
a Pseudomonas, az Acinetobacter és a Rhodococcus nemzetség enzimjének kimutatdsira
alkalmas primereket terveztiink.

6. A dehalorespirald szervezetek mellett a fermental6 szervezetek is fontos szerepet jatszanak
a halogénezett szénhidrogének lebontdsaban, mert az Gsszetett szerves anyagokat azok ala-
kitjdk at a dehalorespirdl6 szervezetek szamdra felvehetd form4ja vegyiiletekké.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

A szénhidrogén-szennyezett teriiletekrdl szairmaz6 mintdk csiraszdm becslései arra engednek
kovetkeztetni, hogy bizonyos koncentracié alatt a gazolaj akér serkentbleg is hat a mikrobakdo-
z0sségek novekedésére. Adott koncentricid feletti értéknél a csiraszam csokkenését tapasztaltuk,
melynek oka lehet tobbek kozott a gdzolaj alkotok toxikus hatdsa, vagy az oldott oxigén mennyi-
ségének csokkenése is. Hasonl6 eredményeket mér tobbszor leirtak a szakirodalomban is (Singh
és Ward 2004).

Az OxiTop respirometrikus mérérendszerrel végzett vizsgilatok sordn a csoportreprezentans
torzsek kétharmada képes volt novekedni, és aktiv anyagcserét folytatott, ha szénforrasként gazola-
jat adagoltunk. Ilyen torzsek voltak a 15/1 (Alcaligenes sp.); az SM5T4 (Acinetobacter calcoaceti-
cus); a 6/l (Rhodococcus erythropolis); a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/111 (Microbacterium
sp.),a 9/V (Xanthomonas sp.), és a 4/111 (Stenotrophomonas maltophilia).

A gézolajat bontani képes torzsek koziil a benzolt és a toluolt mindegyik mikroba szénforras-
ként tudta hasznositani. A xilolokat szintén minden torzs képes volt lebontani a 15/1 (Alcaligenes
sp.) kivételével. A fenolndl és a klérozott aromas vegyiileteknél méar nem volt ennyire egyonteti az
eredmény, de pl. a 6/II1 (Rhodococcus erythropolis) az 6sszes klorozott aromds vegyiiletet képes
volt bontani.

Az aromds vegyiileteket bontani képes mikrobacsoportok vizsgédlatara kidolgoztunk egy olyan
mobdszert, amellyel enzimaktivitds vizsgalat sordn meghatarozhat6 az aktivalt anyagcsere tutvonal,
€s az, hogy a vizsgalt izolditum hogyan bontja a szennyezd anyagot adott referencia torzsekhez
képest. A tenyésztéses modszer alternativdjaként pedig molekularis bioldgiai technikdra (PCR)
alapozva sikeriilt olyan vizsgélatokat tervezni, amellyel a f6 nemzetségek koziil (Pseudomonas,
Rhodococcus, Acinetobacter) tenyésztés nélkiil is konnyen megéllapithatd, hogy melyik van jelen
a teriileten. A kimutatott gének béazissorrendjének megéllapitdsaval pedig arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy ezek a gének elsésorban kromoszémalisan lehetnek kédolva.

A 3:1 mdlardnyban alkalmazott ciklodextrin gitolta az olaj lebontédsat. A 2:1 ardnyban torténd
alkalmazas a hatékonysdgot nem, viszont a bontds kezdeti sebességét jelentGsen megnovelte. A
legnagyobb hatékonysag-novekedést a ciklodextrin 1:2 és 1:0,5 ardnyu alkalmazdsakor értiik el.
A kiilonb6z6 ardnyok alkalmazdsanak egyidejd sikeressége feltehetGen azzal magyardzhatd, hogy
a két esetben a CD mas tipusd molekuldkkal is zarvanykomplexeket képzett. A HPCD mdéshogy
képes zarvanykomplexet képezni példdul a monoaromds €s a poliaromds vegyiiletekkel (Szejtli
1988), azonban e feltételezést szamos tovabbi vizsgalattal kell még alatdmasztani.

A klérozott szénhidrogének okozta szennyez6dések bioldgiai kdrmentesitése tobbek kozott
azért jelent komoly kihivast a szakemberek szaméra, mert az ilyen tipusd szennyezéseket hatéko-
nyan bontani képes mikrobdk koziil szamos anaerob anyagcserét folytat, és tenyésztése, valamint
vizsgalata is igen nehézkes és idGigényes. Els6ként egy olyan molekuldris médszert dolgoztunk
ki, amellyel a szennyezett teriiletekrdl szirmazé mintdkbdl rutinszertien lehet kimutatni a reduktiv
deklorindlasra jellemz6 szervezeteket, mint amilyen a Dehalococcoides sp., a Dehalobacter rest-
rictus és a Desulfuromonas chloroethenica. Ennek a vizsgédlati médszernek a segitségével megal-
lapitottuk, hogy azokon a teriileteken, ahol bomldstermékeket mér a kiinduldsi mintdban nagyobb
mennyiségben tudtunk detektalni, ott tobb tipusu €s tobb kiitbdl szarmazé dehalorespirdld szerve-
zetet tudtunk kimutatni, mint az aktiv bontasra nem utalé mintak esetében.

Az altalunk is vizsgélt mikrobdkrdl mara mar tudott (Smidt é€s de Vos 2004), hogy csak egy-
szerli szerves vegylileteket, és/vagy molekularis hidrogént fogadnak el elektrondonorként. Ezért
feltételeztiik, hogy a teriileten taldlhaté mikrobak6zosség mas tagjai — melyek ezeket az egyszeri
vegyiileteket anyagcseréjiik sordn elddllitjak — is befolydsolhatjdk a bontdsi folyamatok hatékony-
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sagat. Ennek vizsgalatara kiilonb6z6 adalékanyagokkal mikrokozmosz kisérleteket allitottunk be.

A mikrokozmosz kisérletek legfontosabb eredménye, hogy bizonyitotta a helyszini beavatkoza-
sok 1étjogosultsdgat. A harom valasztott adalékanyagbdl kettd, melyek Osszetettebb szervesanyag
keverékkel rendelkeztek, mindkét mintandl képesek voltak a bomldsi folyamatok meginditdsira. A
két minta kozott a legfontosabb kiilonbség a szulfatkoncentracié nagysaga volt. Ennek kovetkez-
tében a két mintdnal a bomlasi folyamatok eltértek egymastol. A nagy szulfatkoncentracié elekt-
ronakceptort nyujtott a szulfatredukalo szervezeteknek, melyek az adagolt elektrondonor segitsé-
gével még aktivabbak lettek, elnyomva a deklorindlé baktériumokat. Ugyanakkor a szulfat hidnya
esetén a deklorindl6 szervezetek el tudtak szaporodni, mert az elektrondonorokként szolgal6 szer-
ves anyagokat mas nem hasznositotta (Révész et al. 2006). A deklorindlé szervezetek masik kom-
petitiv csoportja, a metanogének, elsdsorban molekularis hidrogént hasznalnak elektrondonorként
(Zinder 1993), a metdn képz6dése azonban csak a bontdsi folyamatok meginduldsa utdn volt ta-
pasztalhatd, ezért valészintisithet, hogy az adagolt szerves anyagbdl molekularis hidrogén csak
késobb keletkezett megfeleld mennyiségben.

A miik6d6 mikrokozmoszoknal részletes kozosségi elemzést is végeztiink. Altalanossagban el-
mondhatd, hogy a beavatkozds hatdsara a kozosség szerkezete minden esetben jelentGsen atalakult.
Az adalékanyagok hatasdra a fermentativ anyagcserét folytatd, az dsszetett szénforrasokat lebontd
mikrobacsoportok keriiltek eldtérbe ( pl. Leuconostoc, Trichococcus, Clostridium, Acidaminococ-
caceae). A deklorinécids folyamatok meginduldsdhoz, a dehalorespirdl6 szervezetek aktivdldsahoz
egyszerl szerves savakra és molekuléris hidrogénre van sziikség. Ezeket az Gsszetett szerves ve-
gyiiletekbdl a fermentacidra képes szervezetek kiilonboz6 anyagcsere titvonalakon llitjdk els. A
fermentdcidt végzd mikrobacsoportok azonban egymadssal helyettesithetdk, rendszertani besorold-
suk a folyamat szempontjabdl irrelevans. Az eredeti, bennsziilott mikrobidta meghatdrozza ugyan,
hogy mely fermentdl6 baktériumok képesek az adalékanyag hatdsara elszaporodni, de ez a biodeg-
radacié folyamatdnak sikerét nem befolydsolja. Kérdés, hogy a fermentacié végterméke, mely a
kornyezetben feldisul, hogyan befolydsolja a lebontési folyamatokat. Feltehet6éen ennek nagyobb
szerepe van a TCE sikeres lebontdsdban, hiszen a dehalorespirdl6 szervezetek a lehetséges elekt-
rondonorok csak sziik spektrumat képesek hasznositani, azonban ennek bizonyitdsa tovabbi vizs-
gdalatokat igényel.

A munka tovabbi fontos eredményként ravildgitott arra, hogy a szennyezett teriileteken sza-
mos olyan mikrobatorzs, illetve faj él, amelynek még kozeli rokondt sem vontdk tenyésztésbe. Ez
két dologra hivja fel a figyelmet: egyrészt a mikroorganizmusoknak még mindig csak nagyon kis
hanyaddt vontuk tenyésztésbe, a részletes vizsgalatok (pl. anyagcsere-folyamatok) viszont ezeken
alapulnak; mdsrészt, az olyan, toxikusnak tekintett élettereknek is lehet aktiv anyagcserét folytatd
mikrobidtaja, mint pl. a trikloretilén szennyezett talaj.
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