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BEVEZETES ES CELKITUZES

A fokozott ipari és mezOgazdasagi hasznalat, a véletlen balesetek és az emberi
gondatlansag soran bekovetkezd olajszennyezések a mai napig a legfobb kornyezetvédelmi
problémak kozé tartoznak, hiszen a kdolajszarmazékok sulyos kockazatot jelentenek mind a
természetes ¢€letkozosségekre, mind pedig az emberi egészségre nézve. Kiilondsen igaz ez a
valtozatos szerkezetli szénhidrogének, illetve adalékanyagok keverékébdl allo kendolajokra,
amelyekben az ilizemidd eldrehaladtaval feldusulnak kiilonféle égéstermékek, poliaromas
vegyiiletek és nehézfémek. Vizes rendszerekben vagy a talajba szivarogva (és ott a
talajszemcsékhez kotddve) ezek a komponensek hosszan tartd, tovabbd nehezen kezelhetd,
perzisztens szennyezéseket okozhatnak, amelyek komoly kihivést jelentenek mind a kornyezet,
mind pedig a benne ¢l6 organizmusok szdmara. A szennyezések kozvetlen kdzelében mégis
megjelen(het)nek az adott szennyezdanyag jelenlétéhez alkalmazkodd és/vagy azt lebontani
képes mikrobafajok, amelyek fontos szerepet jatszhatnak a kozeg bioldgiai karmentesitésében.

A kedvezdtlen koriilmények gyakran drasztikusan csokkentik a mikroorganizmusok
aktivitasat (beleértve a xenobiotikumok lebontasara potencidlisan alkalmas torzsekét is), igy a
sejtek beléphetnek egy €16, de nem szaporodoképes (viable but non-culturable,VBNC)
allapotba, ami csak tovabb neheziti a kendlajjal szennyezett teriiletek bioldgiai kdrmentesitését.
Az ujraéledést elésegitd faktorok (Resuscitation promoting factor, Rpf) segitségével ez az
atmenet azonban visszafordithat6 és a VBNC sejtek Gjraaktivizalhatok. Mindemellett az Rpf
mesterséges adagoldsa a kozeg Oshonos mikroorganizmusainak, valamint az inokulumként
alkalmazott torzseknek a biodegradacios hatékonysagat is novelheti egyes szennyezdanyagok
esetén. Nem meglepd hat, hogy folyamatosan bdviil azon tanulméanyok kore, amelyek az Rpf
fehérje kornyezeti potencialjat kutatjdk a fenntarthaté és minél kiméletesebb kornyezeti
karmentesitések fejlesztése érdekében.

A dolgozatomban a Micrococcus luteus Rpf-tartalmu, extracellularis szervesanyaganak
(EOM) kornyezeti alkalmazhatosagat jartam koriil, amelyhez egy vérosi vasuti teriiletrdl
szarmazo, hasznalt kendolajjal szennyezett talaj karmentesitése soran vizsgaltam az EOM-

kezelés hatékonysagat a hagyomanyos bioremediacids eljarasokkal szemben.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A Kkisérletek Osszeallitasahoz hasznalt (nem szennyezett ¢és HKO-szennyezett) talajmintak
a Szeged kozelében elhelyezkedd és a MAV Zrt. tulajdonaban 4ll6 Szeged-Rendezd
palyaudvarrodl szdrmaztak.

A kisérleteim sordn a talajmintak tobb fizikai és kémiai jellemzdjét is meghataroztam:
A talajnedvességet gravimetrias modon szamszerisitettem, a fizikai talajféleséget pedig az
Arany-féle kotottségi index (Ka) alapjan allapitottam meg. A talaj pH-jat a talaj és a desztillalt
viz 1:2,5 aranyu szuszpenziojabol, mig az elektromos vezetéképességet (electric conductivity,
EC) a vizzel teljesen telitett talajpépbdl mértem. Ez utdbbi viztartalma adta a talaj telitési
szazalékat (Saturation percentage, SP). A minta sszes oldhatd sotartalma pedig kiszamolhato
az EC és SP ismeretében. A talaj maximalis viztartd képességét (water holding capacity, WHC)
a vizzel telitett talajoszlop tomegének valtozasai alapjan hataroztam meg. A talaj szervesanyag-
tartalmara a kiilonb6z6 homérsékleteken megallapitott izzitasos tomegveszteségekbdl (loss on
ignition, LOI) kovetkeztettem. A mintak szén- és nitrogéntartalmat egy elemanalizator
segitségével, a hozzaférhetd (ortofoszfatokbol szdrmazo) foszfortartalmat pedig
kolorimetridsan mértem meg.

A friss és a szennyezett talajokbol extrahalt, hasznalt kendolajok kémiai tulajdonsagait
Fourier-transzformacios infravords spektroszkopiaval (FTIR) elemeztem.

A M. luteus TAM 1489 baktériumtorzs extracellularis szervesanyaganak eléallitasahoz
sterilre szlirtem az altalam modositott dsszetétell, laktattartalmi minimal tapoldatban (LMM)
szaporitott sejteket tartalmazé kultira feliiliszojat. Az Rpf fehérje jelenlétét 12% (m v?)
akrilamid-tartalmt denaturald gélelektroforézissel, muralitikus aktivitasat a M. luteus
sejtfalkivonatat tartalmazd zimogén gélen ¢és szuszpenzidban is igazoltam, mig a
fehérjetartalmat a Bradford-féle modszerrel allapitottam.

A Rhodococcus gingshengii KAG C ¢és R. erythropolis PR4 baktériumtorzsek
kendolajbontd képességét minimal tapoldatban (MM) Gsszeallitott mintakban teszteltem, ahol
a friss kendolaj szolgalt kizarolagos szén- és energiaforrasként. Az inkubacid végén a
mintakban megmaradt kendolajat a folyadék/folyadék extrakciot kovetden gravimetrias mdédon
mértem vissza.

A hasznélt kendolajjal szennyezett teriilet bioremedidcids lehetdségeit két 1éptékben,

ex situ talajmikrokozmosz és talajmezokozmosz Kisérletek segitségével modelleztem:



A talajmikrokozmosz kisérleti rendszerek Osszeallitasaval a nedvességtartalom, a
minimal tapoldattal bevitt szervetlen nutriensek, tovabba a bioaugmentacié soran alkalmazott
inokulum méretének a HKO-biodegradaciora gyakorolt hatasait kivantam tanulmanyozni.
A kisérletek 0sszeallitasahoz a HKO-szennyezett kompozit talajt lezarhato, 65 mL térfogata
hypovial ilivegbe mértem ugy, hogy a talaj szaraztomege 3 g legyen. A mintdk
nedvességtartalmat — a kezelés tipusatol fiiggéen — desztillalt vizzel vagy MM-tapoldattal
30% (m m?t) talajnedvességre  egészitettem ki. A  HKO-szennyezett talajok
nagyobb inokulum méret esetében kb. 10%-10'° CFU g7 sejtmennyiségben alkalmaztam a
R. gingsenghii KAG C vagy a R. erythropolis PR4 torzset. Minden mintat s6tétben és 28 °C
hémeérsékleten inkubaltam 40 napig.

A HKO-szennyezett talaj kiilonféle bioremediacios stratégidinak megvalosithatésagat
mezokozmosz rendszerekben kivantam tanulmanyozni — kiilonds tekintettel a hagyomanyos,
illetve az EOM hozzaadasaval kivitelezett biostimulaciora és bioaugmentaciora. A kisérletek
Osszeallitasakor a 10 kg szaraztomegli, HKO-szennyezett talajt miianyag edényekbe mértem
(térfogat: 13 L, magassag: 27 cm, szélesség: 32 cm, mélység: 27 cm), a nedvességtartalmat
pedig 30% (m m™)-ra 4llitottam be. Tapanyag-potlas hianyaban az NA jelti mezokozmosz a
szennyezett talaj természetes HKO-biodegradacios képességét képviselte, igy ezt a rendszert
tekintettem kontrollnak. Valamennyi masik bioremediécios kezelésnél C/N/P=500/10/1 aranyt
allitottam be vizoldhato szervetlen nitrogén-, foszfor- és kaliumforrast (NPK) adagolva a
rendszerhez. A BS+EOM és BAS+EOM jeldlésti mezokozmoszok ezen feliil 10% (m m™)
mennyiségben tartalmaztak a M. luteus extracellularis szervesanyagat annak érdekében, hogy
ezzel is stimulaljam és/vagy Ujraaktivaljam az endogén mikrobialis kdzosség potencialisan
szennyezOanyag-bontd tOrzseit, valamint javitsam a leoltott torzsek biodegradacios
teljesitményét. Az augmentalando talajokba mindkét Rhodococcus torzset — a R. gingsenghii
KAG C-t és a R. erythropolis PR4-et is — egyarant 2x10” CFU g sejtmennyiséggel juttattam
be, igy az alkalmazott inokulum mérete minden egyes leoltott mezokozmoszban Gsszesen
4x10" CFU g* volt. Az osszedllitott edényeket szobahémérsékleten (20-25 °C) inkubaltam 60
napig.

A talajmintakkal végzett biodegradéacios kisérletek soran a mintak dsszes kdolaj eredetli
szénhidrogén (TPH)-tartalmat szilard/folyadék extrakciot kovetden egy kiivettas TPH-mérével
vizsgaltam. A mikrobialis respiracidt gazkromatograffal kvettem nyomon. A tenyészthetd

aerob, heterotrof baktériumok (AHB) sejtszaméanak megéllapitasdhoz lemezeléses



sejtszamlalast alkalmaztam. A talajok kataldz (CAT) aktivitasat titrimetridsan, a dehidrogenéz
(DH) aktivitast pedig egy kolorimetrids mddszer segitségével hatdroztam meg.

A 16S rDNS amplikon szekvenalas segitségével atfogobb képet kaphattam arrdl, hogy a
kiilonb6zé bioremediaciés kezelések milyen hatassal voltak a HKO-szennyezett talaj
mikrobialis kozosségének Osszetételére. Ehhez elsé 1épésként kivontam a talajmintak teljes
mikrobilis DNS-mennyiségét a QIAGEN DNeasy® PowerSoil® Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) segitségével. Ezutdn a 16S rRNS gén V3-V4 régidinak felsokszorozasaval kapott
amplikonok szekvenalasa Illumina MiSeq platformon (Illumina, San Diego, USA) tortént. A
szekvenalasbol nyert adatok végiil a Qiime 2 (Quantitative Insights into Microbial Ecology 2)
rendszerében lettek kiértékelve. Szintén a Qiime 2 segitségével szamitottam ki a mikrobidlis
kozosségeken beliili diverzitds értékeket (alfa-diverzitds), valamint igy végeztem el a
fokoordinata analizist (PCoA) is, hogy a mikrobidlis kozosségek kozotti diverzitasbeli
kiilonbségeket (béta diverzitas) szemléltetni tudjam.

A fitotoxikologiai teszteket a 60 napos mezokozmosz 1éptékii kisérletek kezdetén és
végén is elvégeztem, hogy felmérhessem a kiilonféle kezelések hatasat a HKO-szennyezett talaj
allapotara. A kontroll kisérletként a nem szennyezett talajt hasznaltam, a teszt organizmus pedig
minden esetben az indiai mustar (Brassica juncea L. Czern. Var. "Negro Caballo’) volt. A Petri-
csészékbe mért talajokban csirdz6 magok csirdazasi aranyabol €s a csirandvények relativ
gyOkérhosszabol a kovetkezd képlet segitségével szamitottam ki a csirdzasi indexeket (1G%):
1G%=[(csirazasi %)-(gyokérhossz %)]/100. A Brassica csirandvények gyokércsucsi
osztddoszovetében (merisztémajaban) talalhato sejtek vitalitasat, valamint membréanintegritasat

fluoreszcens mikroszkopidval vizsgaltam.



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A kutatasaim soran talajmikrokozmosz kisérletekben modelleztem egy vasuti teriiletrdl
szarmaz6d HKO-szennyezett talaj ex situ bioremediacios lehetdségeit, majd az igy kapott
informaciok alapjan 1éptéknovelt rendszerekben (talajmezokozmoszokban) vizsgaltam a
M. luteus extracellularis szervesanyaganak kornyezeti hasznosithatosagat. A kisérletek soran
nyomon kovettem a TPH-tartalom, valamint a mikrobialis aktivitas, biomassza ¢és
kozosségosszetétel alakulasat a kiilonféle bioremediacios kezeléseknek alavetett talajokban. A
talajjavitast kovetden pedig fitotoxikologiai tesztekkel kovetkeztettem a talajmindségben

bekovetkezett valtozasokra.

A kutatomunkam fobb eredményeit a kovetkez6 pontokban 6sszegzem:

1. A HKO-szennyezett teriilet kdzelében mintazott, nem szennyezett kontroll talaj legtobb
tulajdonsaga (pl. semleges pH, SOM- ¢és karbonattartalom) kedvezének bizonyult a
bioremediacid szempontjabol, habar az agyagossaga a felvehetd vizmennyiséget
csOkkentheti, mig az enyhe szalinitds egyes sOérzékeny fajokat gatolhat. A HKO-
értékhez kozeli, a hozzaférhetd P-tartalom azonban rendkiviil alacsony volt. A nagy TPH-
tartalom ellenére a szennyezett és a kontroll talaj AHB-sejtszdmai nagyjabol
megegyeztek, ezenfeliil a talajbol visszaextrahalt HKO FTIR spektruman is egyértelmiien
megjelentek olyan elnyelési savok, amelyek a szennyezés helyszinén természetesen
lejatsz6dod, mikrobidlis olajbontasra utaltak. Mindezek aldtdmasztottdk, hogy a talaj
mikrobialis aktivitdsa a megfeleld stimuldansokkal (pl. viz, NPK, EOM) fokozhat6, igy
pedig alkalmas a bioremediacio kivitelezésére.

2. A talajmikrokozmosz kisérletek alapjan minden kezelés (vizhozzaadas, biostimulacio és
bioaugmentacid) serkentette a mikrobidlis aktivitdst és az olajbontast, ezek mértéke
azonban kezelésenként eltérének bizonyult. A TPH-biokonverzié a biostimulalt és
bioaugmentalt talajokban volt a leghatékonyabb.

3. A bioaugmentaci6 soran mind a kisebb (10’ CFU g1), mind a nagyobb inokulum méret
(10°-10'° CFU g?) alkalmazasakor iddvel drasztikus csokkenést figyeltem meg a
telepképzd sejtszamokban, amelyet a leoltott sejtek stresszfaktorokkal (pl. bioldgiailag

konnyen lebonthatd olajfrakciok megfogyatkozasa, a toxikus bomlastermékek



feldusulésa, stb.) kivaltott VBNC-allapotba keriilésével vagy elpusztuldsaval hoztam
Osszefiiggésbe. Az alkalmazott inokulum mérete a TPH-biokonverzi6t is befolyasolta. Az
alacsonyabb sejtszamban R. gingshengii KAG C baktériumtorzzsel leoltott talajokbol
mért TPH-biokonverzio volt szignifikdnsan magasabb a biostimulalt talaj értékénél, mig
a R.erythropolis PR4 torzsb6l készitett, kisebb méretli inokulum mar joval
hatékonyabbnak bizonyult mindketténél. A nagyobb inokulum alkalmazisa ezzel
szemben a R. gingshengii KAG C biokonverzids hatékonysagat jelentsen javitotta, mig
a R. erythropolis PR4 torzs teljesitménye nem valtozott szignifikansan a kis méretii
inokulum alkalmazéasahoz képest. A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a bioaugmentacid
sikere egyarant mulhat az alkalmazni kivant baktériumtorzson €s annak mennyiségén is,
hiszen az inokulum méret novelésével nem minden esetben sikeriilt hatékonyabb
szennyezGanyaglebontast elérnem. Eppen ezért az alacsonyabb  sejtszamil
bioaugmentacié esetemben joval célravezetdbb ¢és koltséghatékonyabb a HKO-
szennyezett talaj kezeléséhez.

A 1éptéknovelés nem volt jelentds hatassal a HKO-biodegradacié hatékonysagara, igy a
mikro- és mezokozmosz kisérletek eredményeinek felhasznalasaval nagy biztonsaggal
megjosolhato egy terepi 1éptékii karmenetesités sikere.

Az altalam modositott LMM-ben szaporitott M. luteus sejtek altal termelt Rpf fehérje
rendelkezett muralitikus aktivitassal, igy a koltségesebb tadpkomponensek lecserélése
révén eldallitott EOM hatékonyan és egyben gazdasdgosabban alkalmazhatd akar
(féDterepi koriilmények kozott is. A HKO-biokonverzio, a mikrobidlis aktivitds, valamint
a sejtszamok tekintetében is szignifikdnsan magasabb értékeket mértem az EOM
hozzaadésaval Osszedllitott talaymezokozmoszokban, mint az EOM-et nem tartalmazo,
megfelelé kontroll rendszerekben. Az EOM-adagolas tehat nem csak az endogén
segitsége nékiil izolalt baktériumtorzsekbdl (R. gingshengii KAG C és R. erythropolis
PR4) 4ll6 inokulum biokonverzids hatékonysagat is.

. Az EOM-kezelés hatdsdra a HKO-szennyezett talajok mikrobialis kozosségén beliil
megemelkedett az egyedi szénhidrogénbonté nemzetségek el6forduldsi gyakorisaga,
mint példaul a Pseudomonas, Comamonas, Stenotrophomonas és Gordonia, amelyek a
fokozott aktivitasukkal hozzédjarulhattak az EOM hozzdadasaval Gsszeallitott
mezokozmoszok hatékonyabb TPH-lebontasahoz.

. A bioremediéciot kovetd fitotoxikologiai kisérleteimmel kimutattam, hogy a TPH-

tartalom csokkenésének ellenére az indiai mustar csirdzési indexe minden kezelt talajban

6



csokkent (vélhetéen a HKO-biodegradacid kozti- és melléktermékeinek hatdsara),
a mégis kicsirdz6 magokbol fejlédé ndvények azonban joval életképesebbnek
mutatkoztak. A latszdlag ellentmondasos eredmények alapjan egyértelmiien
megallapithatd, hogy a novényekben kivaltott Okotoxikologiai valaszok joval
bonyolultabbak annal, mint hogy azokat pusztan a csirdzas vagy a gyokérnovekedés
gatlasaval jellemezni lehessen. A TPH-tartalom csokkenése ugyanis nem feltétleniil

mutat kozvetlen Osszefliggést a talaj toxicitdsanak mérséklodésével.

A kutatasaim soran elért eredményekbdl kitlinik, hogy az EOM kornyezetvédelmi
alkalmazasa kiemelkedd fontossaggal birhat az olyan komplex és a jelenleg rendelkezésre allo
modszerekkel csak nehezen (és teljes mértékben nem is) semlegesithetd szennyezdanyagok

okozta karokkal szemben, mint amilyenek a HKO-ok.
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Magyarorszag

= Bodor Attila, Petrovszki Péter, Naila Bounedjoum, Erdeiné Kis Agnes, Laczi Krisztian,
Rakhely Gabor, Perei Katalin (2018) Az alkalmazott inokulum mennyiségének hatasa

egy hasznalt motorolajjal szennyezett talaj ex situ karmentesitésére.
A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2018. évi Nagygytlése és a XIII. Fermentacios Kollokvium, oktober 17-
19., Eger, Magyarorszag

= Gabor Rakhely, Attila Bodor, Botond Hegediis, Agnes Kis, Krisztian Laczi, Gergely
Mar6ti, Katalin Perei (2016) How to eat toxic compounds? Metabolic insights into

microbial degradation of xenobiotics.
Straub-napok, majus 25-26, Szeged, Magyarorszag

= Kis Agnes, Laczi Krisztian, Bodor Attila, Rakhely Gabor, Perei Katalin (2015)

Bioremediacios eljarasok alkalmazasa hidrofob szennyezd anyagok lebontasara.
XII. Kornyezetvédelmi Analitikai és Technoldgiai Konferencia, oktober 7-9., Balatonszarsz6, Magyarorszag

= Laczi Krisztian, Kis Agnes, Bodor Attila, Szilagyi Arpad, Rakhely Gabor, Perei
Katalin (2015) Biotechnolégiai eljarasok kdrnyezeti szennyez6 anyagok eltavolitasara.
4. Kornyezeti Szimpozium, oktober 8-9., Tata, Magyarorszag

= Perei Katalin, Kis Agnes, Laczi Krisztian, Bodor Attila, Sziligyi Arpad, Rakhely
Gabor, (2015) Kornyezet-biotechnoldgiai eljarasok fejlesztése.
XII. Kornyezetvédelmi Analitikai és Technologiai Konferencia, oktdber 7-9., Balatonszarszo, Magyarorszag



= Bodor Attila, Mészaros Sandor, Kis Agnes, Laczi Krisztian, Rakhely Gabor, Perei

crer

¢s felhasznalasa bioremediacios eljarasokban.
Innovacié a Természettudomanyban — Doktorandusz konferencia, szeptember 26., Szeged, Magyarorszag

Az értekezés témajat bemutato konferencia poszterek

= Krisztian Laczi, Jacob Manyiwa Shume, Attila Bodor, Naila Bounedjoum, Gyoérgy
Erik Vincze, Katalin Perei, Tamas Kovacs, Gabor Rakhely (2020) Methanogenesis

coupled bioremediation of hydrocarbon contaminated soil and groundwater.
5th International Conference on Environmental Pollution, Treatment and Protection, October 18-20,
Lisbon, Portugal (Virtual Conference)

= Gyorgy Erik Vincze, Attila Bodor, Péter Petrovszki, Tibor Sipos, Naila Bounedjoum,
Krisztian Laczi, Balazs Szalontai, Katalin Perei, Gabor Rakhely (2019) Quantitative and

qualitative analysis of soil contaminant lubricating oils.
Straub-napok, majus 30-31, Szeged, Magyarorszag

= Tibor Sipos, Attila Bodor, Gyorgy Erik Vincze, Géabor Feigl, Naila Bounedjoum,
Gabor Rakhely, Katalin Perei (2019) Phytotoxicity of remediated soils previously
contaminated with ULOs.
Straub-napok, majus 30-31, Szeged, Magyarorszag

= Attila Bodor, Gyorgy Erik Vincze, Péter Petrovszki, Naila Bounedjoum, Krisztian
Laczi, Balazs Szalontai, Gabor Rakhely, Katalin Perei (2019) Chemical analysis of soil

polluting lubricant oils prior to design a soil rehabilitation procedure.
25th International Symposium on Analytical and Environmental Problems, October 7-8, Szeged,
Magyarorszag

= Attila Bodor, Tibor Sipos, Gyorgy Erik Vincze, Péter Petrovszki, Gabor Feigl, Naila
Bounedjoum, Krisztian Laczi, Arpad Szilagyi, Gabor Rakhely, Katalin Perei (2018)

Alterations in soil fertility after used lubricating oil bioremediation.
24th International Symposium on Analytical and Environmental Problems, October 8-9, Szeged,
Magyarorszag

= Naila Bounedjoum, Attila Bodor, Krisztian Laczi, Agnes Erdeiné Kis, Gabor Rakhely,
Katalin Perei (2018) Assessment of potentially functional hydrocarbon-degrader
bacterial communities in response to Micrococcus luteus extracellular organic matter

using culture-dependent and culture-independent methods.
18th European Congress on Biotechnology, July 1-4, Geneva, Switzerland

= Attila Bodor, Péter Petrovszki, Naila Bounedjoum, Agnes Erdeiné Kis, Krisztian Laczi,
Gabor Rakhely, Katalin Perei (2018) Rehabilitation of a railway station area polluted

with used lubricating oils (ULOs): a case study.
7th European Bioremediation Conference, June 25-28, Chania, Crete, Greece
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Attila Bodor, Péter Petrovszki, Naila Bounedjoum, Agnes Erdeiné Kis, Krisztian Laczi,
Gabor Rakhely, Katalin Perei (2017) An approach for complete environmental

rehabilitation of a hungarian railway station area polluted with used lubricating oils
(ULOs): a case study.

5th Central European Forum for Microbiology, October 18-20, Keszthely, Magyarorszag
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