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Roviditések jegyzéke

CBN (carbon based nanomaterial) — szénalapt nanoanyag

GO NP (graphene-oxide nanoparticle) — grafén-oxid nanorészecske

G NP (graphene nanoparticle) — grafén nanorészecske

SWCNT (single-walled carbon nanotube) — egyfalt szén nanocs6

MWCNT (multi-walled carbon nanotube) — tébbfali szén nanocsd

fMWCNT (functionalized multi-walled carbon nanotube) — funkcionalizalt tobbfala szén nanocs6
ZnO NP (zinc oxide nanoparticle) — cink-oxid nanorészecske

CuO NP (copper oxide nanoparticle) — réz-oxid nanorészecske

Ag NP (silver nanoparticle) — eziist nanorészecske

CeO; NP (cerium oxide nanoparticle) — cérium-oxid nanorészecske

CAS (conventional activated sludge) — hagyomanyos eleveniszap

AGS (aerobic granular sludge) — aerob granularis iszap

SBR (sequencing batch bioreactor) — szakaszos tizemi bioreaktor

EPS (extracellular polymeric substance) — extracellularis polimer anyag

PS (polysaccharide) — poliszacharid

PN (protein) — fehérje

SVI (sludge volume index) — iszap térfogati index

MLSS (mixed liquor suspended solid) — kevert szennyviz szuszpendalt lebegdanyaga

MLVSS (mixed liquor volatile suspended solid) — kevert szennyviz illékony szuszpendalt
lebegdanyaga

HRT (hydraulic retention time) — hidraulikus tart6zkodasi id6

SWW (synthetic wastewater) — szintetikus szennyviz



KOI (chemical oxygen demand) — kémiai oxigén igény

BOI (biological oxygen demand) — bioldgiai oxigén igény

TP (total phosphorus) — 6ssz-foszfor

PAO (polyphosphate-accumulating organism) — polifoszfat akkumulalé mikroorganizmus
CCVD (catalytic chemical vapor deposition) — katalitikus kémiai gézlevalasztas

TEM (transmission electron microscope) — transzmisszios elektronmikroszkop

SEM (scanning electron microscope) — pasztazo elektron mikroszkop

XRD (X-ray diffractometer) — rontgen diffraktométer

SOUR (specific oxygen uptake rate) — specifikus oxigén felhasznalasi mérték

SAOR (specific ammonia oxidation rate) — specifikus ammonia oxidacios mérték

SNOR (specific nitrite oxidation rate) — specifikus nitrit oxidacios mérték

SNIRR (specific nitrite reduction rate) — specifikus nitrit redukcidés mérték

SNRR (specific nitrate reduction rate) — specifikus nitrat redukcios mérték

SPUR (specific phosphorus uptake rate) — specifikus foszfor felvétel mérték

SPRR (specific phosphorus release rate) — a specifikus foszfor leadasi mérték

gPCR (quantitative polymerase chain reaction) — kvantitativ polimeraz lancreakcio
DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) — denaturalé gradiens gélelektroforézis
NCBI (National Center for Biotechnology Information) — Biotechnologiai Informaciés Koézpont

UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) — stlyozas nélkiili par csoport

moddszer szamtani atlag
RDA (redundancy analysis) — redundancia elemzés
PCA (principal component analysis) — fékomponens analizis

ANOVA (analysis of variance) — egytényez0s varianciaanalizis



1. Bevezeto, a kutatas jelentésége

A szénalapu nanoanyagok, mint példdul a szén nanocsdvek és grafén valtozatok napjaink
egyik legszélesebb korben kutatott nanoszerkezetei. A szénalapi nanoanyagok (Carbon-based
nanomaterials—CBNS) globalis piaca varhatéan 2023-ra akar 1300 milli6 dollarra is novekedhet.
Eléallitott mennyiségiilk folyamatosan novekszik, ezaltal elkeriilhetetlentil kijutnak a
kornyezetbe, un. nano-szennyezd anyagokka valva. Mar tobb tanulmany is foglalkozott toxikus
hatasuk vizsgéalataval, amely soran sejttenyészetek esetében antimikrobialis hatéast figyeltek meg.
Tovabba, a CBN-ek potencialis hatasat dsszetettebb biologiai rendszerekben is tanulmanyoztak.
Tobbek kozott megfigyelték, hogy a grafén-oxid nanorészecskék (Graphene-oxide
nanoparticles—GO NPs) toxikus hatast fejtettek ki a vizsgalt zdldalgékra, valamint a talaj
mikrobidlis Osszetételét jelentdsen megvaltoztattak, ezaltal befolyasolva tdpanyag korforgasat.
Ezzel szemben, a grafén nanorészecskék (Graphene nanoparticles—G NPS) tekintetében nem
figyeltek meg jelentds negativ hatast a talaj mikroflorajara. Az egyfali szén nanocsovek (Single-
walled carbon nanotubes—SWCNTS) és tobbfalu szén nanocsovek (Multi-walled carbon
nanotubes—"MWCNTS) hasonlé hatast fejtettek ki, mint a GO részecskék, csokkentették a talaj

biomassza mennyiségét és a mikrobialis aktivitast.

A grafén, grafén-oxid, egy- és tobbfali szén nanocsovek széleskorli alkalmazasaik
kovetkeztében bekeriilnek a szennyvizbe, igy eljutnak a szennyviztisztitdo telepekre, ahol
potencialis vesz€lyt jelenthetnek a biologiai szennyviztisztitds folyamatara. A hagyomanyos
eleveniszapos (Conventional activated sludge—CAS) szennyviztisztitas a leggyakrabban
alkalmazott technoldgia a szennyvizek biologiai kezelésére, amely sordn az alkalmazott
specifikus mikrobialis k6zosség lebontja a szerves anyagokat €s eltavolitja az egyéb szervetlen
anyagok (nitrogén és foszfor) egy részét is. Az alkalmazott mikroorganizmusok érzékenyek a
kdrnyezeti valtozasokra, ezért gyakran sziikséges egyéb kémiai adalékanyagok alkalmazésa, hogy
a megtisztitott szennyviz mindsége megfeleljen a 91/271/EGK eurdpai iranyelvnek. Az iranyelv
szerint az elfolyd szennyviz kémiai oxigén igénye nem haladhatja meg az 125 mg/L értéket.
Ammonia esetén az érték nem haladhatja meg az 5 mg/L-et, nitrit és nitrat esetén ez 1,5 mg/L és
15 mg/L, mig foszfor esetén az 1 mg/L mennyiséget. Azon tanulmanyokban, amelyekben a
grafén, grafén-oxid, egy- és tobbfalu szén nanocsovek CAS szennyviztisztitasi technologiara

gyakorolt hatasat vizsgaltak, kimutattak, hogy a tisztitasi hatasfok nagymértékben csokkent,



valamint a biologiai folyamatokban résztvevé mikroorganizmusokra a részecskék negativ hatast

fejtettek ki.

Az aerob granularis iszapos (Aerobic granular sludge—AGS) eljaras egy viszonylag 0 és
igéretes technologia a szennyviztisztitasban, mivel a granularis iszap alkalmazasanak a
hagyomdnyos eleveniszappal szemben tobb elénye is van. Ilyenek példdul a nagyfoku
ellenalloképesség a toxikus anyagokkal szemben, a kivald iilepedési képesség, a gazdag
mikrobialis Osszetétel, emellett a szerves- és szervetlen anyagok eltavolitasa térben és idében
egyszerre torténik, tovabba ipari szennyvizek tisztitasara is alkalmas. A granulum képzddése
soran szamos mikroorganizmus extracellularis polimer anyagokbol allé matrixot (Extracellular
polymeric substance—EPS) termel, amely foként poliszacharidokbo6l (Polysaccharide—PS) és
fehérjékb6l (Protein—PN) all. Ebbe az EPS matrixba mind az aerob és anaerob
mikroorganizmusok képesek bedgyazodni, tovabba kiilonbozd tdpanyagok megkotésére is képes.
Ezaltal a magas EPS tartalom miatt az AGS ellenallobb a kornyezeti valtozasokkal szemben,
mint a CAS. Ezen tulajdonsagoknak koszonhetéen ez a rendszer alkalmas lehet kiilonb6z6 ipari
xenobiotikum tartalmu -mint példaul fenol, anilin, festék-, és gydgyszeripari szennyvizek
tisztitasara is. Az irodalomban két tanulmany foglalkozott eddig a GO NP rovid tava (batch test),
akut hatasaval. Ezen publikaciokban is csak a nitrogén €s foszfor eltavolitasi hatasfokat kovették
nyomon 4-5 6ran at, 60 mg/L GO NP koncentracio esetében. A szénalapi nanoanyagok AGS
technoldgiara gyakorolt hosszi tava hatasat még nem vizsgaltik. fgy potencialis hatasuk az AGS
bioreaktor miikodésére, EPS termelésére és a mikrobidlis kzosségre még nem ismert. A G NP,
SWCNT és MWCNT hatasat még nem vizsgaltak az AGS esetében, viszont CAS-ra gyakorolt

hatasukkal mar tobb tanulméany is foglalkozott.

Figyelembe véve, hogy a CBN eldallitdsanak mennyisége a szamos alkalmazasi lehetdség
miatt a jovoben valoszinlileg ndvekedni fog, tovabba kevés informacié all rendelkezésiinkre a
hagyomanyos szennyviztisztasra gyakorolt hosszu tav hatasukrol (foként zart rendszer(i un.
,batch test” kisérletek eredményeir6l van tudomasunk), mig granularis iszap kapcsan kizarolag
batch test kisérletek eredményeirdl taldlhatunk adatokat, ennél fogva sziikségessé¢ valt a
részecskék granularis iszapra gyakorolt hatasanak vizsgalata szakaszosan miik6dé bioreaktorban

(Sequencing batch bioreactor—SBR).



Ennél fogva kutatasunknak két f6 célja volt. El6szor egy bioreaktor tervezése, megépitése
¢s a granularis iszap eldallitasa, valamint az AGS bioreaktor stabil miikodtetése, amellyel az
irodalom alapjan és jelen tudomdasunk szerint Magyarorszdgon még nem kisérleteztek. A kutatas
masodik célja pedig a kiilonb6z6 szénalapti nanoanyagok hatasanak vizsgalata eltérd
koncentraciokban az AGS bioreaktorban, figyelemmel kdvetve a szerves anyag, nitrogén és
foszfor eltavolitas hatékonysagi fokat, az EPS mennyiségét ¢s a mikrobidlis kdzosségre gyakorolt

hatasokat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Szénalapu nanoanyagok

Napjainkban a szénalapi nanoanyagokat széles korben alkalmazzak, koszonhetden
egyediilallo tulajdonsagaiknak. A legelterjedtebb és leggyakrabban alkalmazott CBN-ok a
fullerének, grafén nanorészecskék, grafén-oxid nanorészecskék és a szén nanocsovek [1]. Ezen
anyagok eldallitott mennyisége novekvo tendenciat mutat, csak a G NP, GO NP, SWCNT és
MWCNT elallitott mennyisége 5000 tonna koriili volt 2011-ben, amely koriilbelill tizszer annyi,
mint az azt megel6zé 10 évben Osszesen [2,3]. Kivalo elektromos vezetOképességiiknek
koszonhetden gyakran alkalmazzak réz, eziist és szilicium helyettesitésére az elektromos
eszkozokben, Gjabban pedig az orvostudomanyban is felhasznaljak hatéanyag hordozoként [4-6].
Tovabba ezen nanoanyagok funkcionalizaldsa, vagyis a feliiletiikkon kiilonb6z6 oxigéntartalmu
funkcids csoportok (karboxil, karbonil és hirdoxil) kialakitdsa tovabbi ipari alkalmazéasok
lehet6ségét teremti meg. Elterjedt alkalmazasuk szamos elényt teremt az emberek és a tarsadalom
szamara, ugyanakkor szamolnunk kell lehetséges negativ hatasukkal is, mivel a kornyezetbe
kijutva karos hatast is kivalthatnak. Korabban kimutattak, hogy a CBN-ok nem csak egyes
novények, mint a spendt, paradicsom és kaposzta novekedését gatoljak, hanem az allatok
embrionalis fejlodésére is negativ hatassal lehetnek, mint ahogyan azt bebizonyitottak csirkék,

zebrahalak és egerek esetében is [7,8].

A mikroorganizmusok rendkiviil fontos és Gsszetett szerepet toltenek be a kdrnyezetben, pl.
az Okologiai egyensuly fenntartasaban. Tobb teriileten is alkalmazzak a mikrobakat, mint példaul
a szennyezett kornyezet helyreallitdsdban (talaj remedidcid) vagy szennyezddések eltdvolitasara
(szennyviztisztitas), mivel gazdasagi és Okologiai szempontbol is hatékonyabbak szemben a
legtobb fizikai és kémiai modszerrel [9,10]. A fentiek tekintetében, a szénalapti nanoanyagok

mikrobialis kozosségekre gyakorolt hatdsainak tanulmanyozasa kiemelkedd jelentéséggel bir.

2.1.1. Grafén és grafén-oxid nanorészecskek hatasa a mikrobialis kozosségre

Tobb tanulmany is foglalkozott a G NP és GO NP talajban kifejtett potencialis hatasaival.
Ren és mtsai. a G NP talaj mikrobialis kozosségére gyakorolt hatasat kvantitativ polimeraz
lancreakcio (Quantitative polymerase chain reaction—qPCR) segitségével elemezte. Kutatasaik
soran kimutattak, hogy a G NP szignifikansan befolyasolta a talajban 1évé mikroorganizmusok

szamat ¢és a kozosség Osszetételét. Kis mennyiségben (<100 mg/kg) alkalmazva megndvekedett



enzimaktivitast és biomassza mennyiséget tapasztaltak, mig nagyobb mennyiségben (1000
mg/kg) adagolva foként a nitrifikaciot végz6 mikroorganizmusokra fejtett ki negativ hatast [11].
Hao és mtsai. a biomassza mennyiségének csokkenését tapasztaltdk GO NP adagolast kovetden,
viszont itt mar alacsonyabb koncentracional (50 mg/kg) is csOkkent a talajban kimutathato
mikroorganizmusok szama [12]. Begum és mtsai. a GO NP adagolast kovetden megfigyelték,
hogy gatolja a vizsgalt névények novekedését (kaposzta, paradicsom, salata és spenot), valamint
csokkenti a fotoszintézis hatékonysagat [13]. A GO részecskék a sejtekre foként az oxidativ
stressz altal fejtik ki toxikus hatdsukat. A GO NP karositja a sejtfalat, lipideket és fehérjéket, a

sejtekben felboritja az oxidacios-redukcidos egyensulyt, amely az enzimek rendellenes

crer

2.1.2. Egyfalu- és tobbfalu szén nanocsovek hatdsa a mikrobidlis kézosségre

A SWCNT és MWCNT a talajba jutva képes megvaltoztatni a talaj mikrobialis Gsszetételét
¢s a mikrobialis biomassza mennyiségét. Jin és mtsai. a SWCNT (30-1000 mg/kg) hatasat
vizsgaltak a talaj fels6 rétegeiben (0-15 cm), és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szén
megallapitottak, hogy a Gram-pozitiv baktériumok jobban alkalmazkodnak az SWCNT-hez,
szamuk nem csokkent akkorat, mint a Gram-negativoké [14]. Zhou és mtsai. is a Gram-negativ
baktériumok szamanak csokkenését tapasztaltak, amikor SWCNT-t adagoltak a talajhoz [15]. Ge
¢s mtsai. MWCNT-t adagoltak 1000 mg/kg mennyiségben a talajhoz és egy év utan azt
tapasztaltak, hogy a biomassza mennyisége jelentés mértékben, 35%-al csokkent. A mikrobialis
Osszetételt vizsgalva pedig azt figyelték meg, hogy a MWCNT csak a baktérium kozdsségre volt
negativ hatassal, a gombak Gsszetételében és mennyiségében nem tapasztaltak valtozast [16]. Ge
¢s mtsai. a MWCNT 100 és 1000 mg/kg koncentracidoban torténd adagolasanak hatasat vizsgaltak
mezdgazdasagi termétalajon 39 napon at. Kisérleteik soran kimutattdk, hogy a nanocsovek
kozvetett modon a novények novekedését is gatoljak, azaltal, hogy a talaj biomasszaja és
Osszetétele is megvaltozott az adagolas hatasara [17]. Ezen eredményekkel szemben, amikor
Shrestha és mtsai. a MWCNT-t 10 és 100 mg/kg mennyiségben adagoltak a talajhoz, még 90 nap
elteltével sem mutattak ki valtozast a talajlégzésben és a mikrobialis kozosségben [18]. Ezen
kiilonbség tobb okbol kifolyolag is adodhat, mint példaul a talaj eltérd mikrobidlis kozossége,
vagy éppen a nanoanyagok eltérd tulajdonsagai, melyek a kiilonb6zo eléallitasi modszerekbdl és

funkcionalizalasbol eredhetnek. Kerfahi és mtsai. karboxil csoporttal funkcionalizalt MWCNT

10



(functionalized MWCNT—fMWCNT) és nem funkcionalizalt nanocsoveket vizsgaltak a talajban
50, 500 és 5000 mg/kg koncentraciokat alkalmazva, amely soran arra jutottak, hogy a
baktériumokkal szemben a fMWOCNT-k negativ hatasa jelentdsebb volt mint a nem
funkcionalizalt nanocséveké, mivel a fIMWCNT csokkentette a talaj pH értékét [19].

2.1.3. Szénalapu nanoanyagok hatasmechanizmusainak ésszehasonlitasa

A fentiek alapjan elmondhato, hogy a CBN-ok eltér6 hatast fejtenek ki a
mikroorganizmusokra. A GO NP negativ hatasa erételjesebbnek latszik a G NP-vel szemben, mig
a SWCNT toxikus hatasa erdteljesebb a MWCNT altal kivaltott hatdshoz képest. Viszont
hatasaiknak mértéke egy adott rendszerben, azonos koriilmények kozott még nem volt vizsgalva.
Ezen kiilonbségek feltehetéen a nanoanyagok szerkezetbeli kiilonbségeire vezethetéek vissza,
mint példaul az eltérd méret, fajlagos feliilet és funkciondlis csoportok. Viszont a végeredmény
ugyanaz: ezen anyagok bizonyos koncentraci6 folott karositjak a sejtfalat, emiatt reaktiv oxigén
intermedierek keletkeznek, ami végiil sejthalalhoz vezet [20]. Amint a sejtmembran megsériil, a
mikroorganizmusok elkeriilhetetleniil karosodni fognak, ezaltal akar a mezdgazdasdgban fontos
nitrogén korforgds is sériilhet. Ebbdl adoddan fokozott figyelmet kell forditani arra, hogy

megakadalyozzuk ezen anyagok kijutasat a kdrnyezetbe.

2.2. Aerob granularis 1szapos Szennyviztisztitdsi technolégia

A Dbiologiai szennyviztisztitds sordn a szerves ¢és szervetlen anyagok eltavolitasa
kulcsfontossagu, mivel a befogadok (tavak és folyok) védelme napjaink egyik legfontosabb
kornyezetvédelmi feladata. Ezért az Eurdpai Parlament 91/271/EGK iranyelve meghatarozza a
tisztitott szennyvizben a szerves anyag, nitrogén €s foszfor mennyiségét, amelyek szerves anyag
esetében 125 mg/L, Osszes nitrogén esetében 15 mg/L, mig az Osszes foszfornal 1 mg/L. A
szennyvizekben egyre nagyobb mennyiségben megjelend szennyezdanyagok elkeriilhetetlentil
szilkségess¢ teszik a meglévd technologidk, mint példaul a legelterjedtebb CAS
szennyviztisztitdsi eljaras és a szennyviztisztitdo telepek fejlesztését, vagy éppen Uj
szennyviztisztitasi technologiak alkalmazasat. EQy ilyen uj tisztitasi eljaras az aerob granularis
iszapos technologia, amelyet elészor a 1990-es években irtak le [21]. Az AGS egy igéretes
modszer lehet a CAS rendszerek kivaltasara, mivel tobb elonye is van (2.1. tdabldzat) [10]. Az

eleveniszapos rendszerek esetében a szerves ¢és szervetlen anyagok bioldgiai eltdvolitdsa soran
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tobb bioreaktor kialakitasa sziikséges, mivel az aerob-anaerob fazisok szétvalasztasa

nélkiilozhetetlen, valamint az iszap tlepitése is kiilon reaktorban torténik.

2.1. tablazat. Eleveniszap és granularis iszap kozotti kiilonbségek [10]
Aerob granularis

Paraméter Eleveniszap iszap (AGS) Az AGS elényei
N bb méretiik és alakjuk
Granulum alak és Szabalytalan, GOmb és ovalis, ag?./o mefe ©s J
, kovetkeztében gyorsan
méret <0,2 mm >0,2 mm .
iilepednek
. ) Gyors iilepedésiik miatt nincs
Ulepedési sebessé
*pe GSI, SEDESSeR <10 >10 sziikség flokkulensek
(m/6ra) e
hasznalatara
Kival¢ tilepedési képességiik
Iszap index (SVI) SVI5£SVizg SVI5=SVl3g kovetkeztében 5 perc iilepedés
elegendd
Mindhdrom Egyszerre meglévo
. . . Z
Aerob, anoxikus és Nincsenek mikrokornyezet ) g}: glev .,
L i ; mikrokornyezetek lehetové
anaerob elkiilondilt megtalalhato a i .
: . L, teszik az egyiittes redox
mikrokdrnyezet zonak granulumok
) folyamatokat
szerkezetében
Extracellulari e
Rraceruiaris Alacsony EPS Magas EPS Az EPS fontos szerepet jatszik a
polimer anyagok ot e
(EPS) tartalom tartalom granulumok stabil mitkodésében
A granulumok a biofilm-szerti
Toxikus Envhe tulajdonsagaik miatt az iszapban
anyagokkal toIeancia Magas tolerancia elé mikroorganizmusok magas
szembeni tolerancia ellenalld képességgel
rendelkeznek
A granulumok szerkezete
Alacsony ]
o teer e e tres megakadalyozza a
T , eltavolitasi Kivalo eltavolitasi . . ; s
Miikodésiik valtozo , . ) ) mikroorganizmusok kimosodasat
] L, hatasfok hatasfok valtozo o . ,
terhelés hatasara ] ) , a reaktorbdl, igy biztositva a
valtozo terhelés alatt

hatékony szennyezdanyag

terhelés alatt . ,
eltavolitasi hatasfokot

Granularis iszapos rendszer esetében a szennyviz tisztitasa egy bioreaktorban megy végbe,
ezen feliil az iszap és viz elvalasztasa is ebben a bioreaktorban torténik, igy az AGS bioreaktorok
kialakitasa nem igényel nagy teriiletet. A kisebb alapteriileten kiviil az AGS rendszerek lehetévé

teszik a magas biomassza-koncentraciok visszatartasat a bioreaktorban, csokkentve a befektetett
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energia mennyiségét és csokkentve a szennyviztisztitas koltségét [22]. Az AGS 16 jellemz6i,
amelyek eldsegitik a szennyviz hatékony kezelését: i) a granulumok viznél nagyobb fajstlya és
makroszintii mérete, ii) a kiilonb6z6 redoxi mikrokornyezetek fenntartasa a granulumokban, iii)
magas biomassza visszatartd képesség, iv) az autotrof- és heterotr6f mikroorganizmusok kozotti
kolcsonos metabolikus egyiittmiikodés [23]. Didhéjban Osszegezve pedig elmondhatd, hogy
minden bioldgiai atalakulds, azaz a szerves anyag lebomlas, nitrifikdcio, denitrifikacido és a

foszforeltavolitas egyetlen rendszerben torténik.

2.2.1. Granulumok kialakuldsa

A magas hidrodinamikai nyiroerd és az tilepedési id6 csokkentése fontos szerepet jatszik a
granulumok kialakulasa soran a szakaszos iizemi reaktorokban. Ennek oka, hogy a rovid
tilepedési id6 alatt a lassan iilepedd aggregatumok/pelyhek kimosodnak a rendszerbdl [24]. Az
optimalis magassag-szélesség (H/D) arany fontos paraméter a bioreaktor kialakitasanal, amely
biztositja az iszap és a tapanyagok mozgasat a rendszerben. A magas H/D arany, amely altalaban
3 és 10 kozott van, egy ovalis alaku éaramlasi palyat eredményez, amely hozzdjarul a
mikroorganizmusok aggregalodasahoz [25]. A hidrodinamikai nyiréer6 nagymértékben
befolyasolja a granulumok szerkezetét, valamint az aggregalodasra képes torzsek szelekciojat.
Magas nyiréeré hatasara a granulumok striibb szerkezetlivé valtak és az aggregalddasban
szerepet jatszo mikroorganizmusok nagymértékii szelekcidja kovetkezett be [26,27]. Ezen
tanulmanyokban leirtak, hogy az elegendé hidrodinamikai nyiréeré biztositasahoz a levegd
aramlasi sebessége min. 1,2 cm/perc érték kellett, hogy legyen, amely azt is biztositja, hogy a
rendszerb6l  kimosoddjanak az  iszap llepedésére negativ  hatast kifejt6  fonalas

mikroorganizmusok.

Chen és mtsai. 0,8 cm/perc levegd aramlasi sebességet alkalmazva mar granulum képzédést
tapasztaltak, viszont ezek a részecskék laza szerkezetiiek, ezaltal instabilak voltak [28]. Arrol
csak a késObbiekben bizonyosodtak meg, hogy a nyirderé kozvetett hatasa miatt alakulnak ki a
granulumok. Ennek oka pedig a mikroorganizmusok koérnyezeti valtozasra adott reakcioja, mivel
a magas aramlasi sebesség egyfajta stresszként hat, amely kovetkeztében EPS-t termelnek [29].
Verawaty €s mtsai. a granulum képzodést 4 f6 1épésként irtak le, mint a i) sejt-sejt kapcsolodas,

ii) a mikroorganizmusok kezdeti kotédése képz6dé aggregatumokhoz, iii) mikroorganizmusok
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Osszetettebb kapcsolddasa az EPS termelés kovetkeztében, és végiil iv) a hidrodinamikai nyirderd

hatasara a granulumok formalddasa (2.1. dbra) [30].

Mikroorganizmusok

@ ..q ()
b e L
g kezdeti kotodése EPS termelés 0P, sk agd 10088 *Ve

e -@-::-V"-“:

= EPStermelés =) Granulum -& o ‘mBoote K3
2 e o kialakulasa '.:;. % ’i&'.&': o.'.'.O‘..:Q:'
o "0. 30 e Se ® (A
: oS 80a.® (LT
Eleveniszap Kezdéleges e F.ibs gs
pehely AGoTeoE ° o
| 3 aggregitum ao.%.
Granulum
M Fonalas -— Palcika alaku ¢, Gomb alaka
mikroorganizmusok “= mikroorganizmusok mikroorganizmusok

2.1. abra. Az aerob granularis iszap granulum-képzodésének folyamata. Az eleveniszap pelyhekbdl
eloszor kezddleges aggregatumok alakulnak ki a nyiroero és a termelddo extracellularis polimer
anyagoknak (EPS) koszonhetden. Ezt kdvetden pedig az aggregatumok érett granulumokka fejlédnek ki
[10].

2.2.2. Extracellularis polimer anyagok

Az EPS-t a mikroorganizmusok allitjak el6 mint metabolikus terméket, amely f6
Osszetevéje a nagy mennyiségli PS és PN, melyek foként a sejtek felszinén akkumulalédnak [31].
Az EPS a sejtek szamara védoréteget alkot, mindemellett pedig hozzaférhetd tapanyagok
hidnyaban tapanyag forrasként is képesek hasznosulni [32]. A granulumok szerkezetét tekintve a
PS foként a granulumok felszinén taldlhatd meg nagy mennyiségben, mig a PN inkdbb a belsd
részben. Ezen kiviil az EPS kis mennyiségben humin-, urin- és nukleinsavakat, foszfolipideket is
tartalmaz [33]. McSwain és mtsai. a granulumokat vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a fehérje
mennyisége a poliszacharidokhoz képest nagyobb, valamint a granularis iszap EPS tartalma akar
kétszerese is lehet az elveniszapban mérthez képest [34]. Az AGS magas EPS tartalma miatt a
granulumok szerkezete Osszetetté és stabilla valik, tovabba jelent6sen hozzajarul a kivalod

tilepedési képesség megdrzéséhez [33].

2.2.3. Az AGS szerves anyag, nitrogen és foszfor eltavolitisa
Az AGS bioreaktorok képesek a szerves anyagok, nitrogén ¢és foszfor hatékony
eltavolitdsara vagy akar megkdotésére is. A szennyvizben 1év0 nitrogén vegyiiletek eltavolitasa

--------

soran, az ammonia nitrifikacidjahoz aerob, mig a nitrit-nitrdt  denitrifikécidjdhoz
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anoxikus/anaerob koriilmények sziikségesek. CAS rendszerekben a nitrogén vegyliletek hatékony
eltavolitasa érdekében tobb bioreaktor telepitése vagy a reaktor tobb ciklusra osztasa, aerob ¢€s
anaerob fazisok kialakitasa sziikséges [22]. A tobb milliméter nagysagu granulumokban az aerob
¢s anaerob mikrokornyezetek kialakulnak, ezért a folyamatos levegdztetés soran egyidejlileg
megtorténik a nitrifikacio és a denitrifikacio is [35,36].

A foszfor eltdvolitdsa a szennyviztisztitds soran nehezebb feladat, mint a nitrogéné,
hatékony eltavolitasat tobb tényezé is befolyasolja, példaul a pH, homérséklet, a szervesanyag
mennyisége ¢és végiil a levegOztetési stratégia [37]. A foszfor eltavolitasa soran a polifoszfat
akkumulal6  mikroorganizmusok  (Polyphosphate-accumulating  organism—PAQ)  aerob
korilmények kozott a foszfort és a szerves anyagot polifoszfatta alakitjak, sejtjeikben és
sejtfeliileteiken raktarozzak. Viszont anaerob korilmények kozott a mikroorganizmusok a
felhalmozott polifoszfatot energiaforrdsként hasznositjdk, mely sordn a foszfor egy része
foszfatként visszakeriil a szennyvizbe [10]. Eppen ezért, a folyamatosan aerob koriilmények
kozott miikodé AGS bioreaktorok a foszfat szennyvizbe visszajutd problémajat athidaljak. Mind
a nitrogén, mind pedig a foszfor eltavolitasakor a mikroorganizmusok szerves szénvegyiileteket
is felhasznalnak sejtjeik miikodése soran, ezzel is hozzajarulva a szennyviz kémiai oxigén
igényének (chemical oxygen demand—KOI) és bioldgiai oxigén igényének (biological oxygen
demand—BOI) csokkentéséhez. Tovabba az aerob mikroorganizmusok a szerves anyagokat
szén-dioxidda (carbon dioxide—CO,) alakitjak, ezzel is csokkentve az tisztitott szennyviz KOI ¢és
BOI értékét. A granulumok hatékony tapanyag eltavolitasi képességét a nagy mennyiségti EPS is
segiti, mar tobb tanulmanyban is megfigyelték, hogy az EPS matrix szerkezetébe kiilonb6z6
foszfor és nitrogén vegyiiletek is felhalmozodhatnak [23,38]. Tovabba az a tény sem
elhanyagolhato, hogy az EPS termelés soran a mikroorganizmusok nagy mennyiségii nitrogént €s

szerves anyagot hasznalnak fel.

2.2.4. Az AGS szennyezoanyag eltavolito képessége

Laboratoriumi koriilmények kozott a granularis iszapot sikeresen alkalmaztik kiilonb6zo
xenobiotikumok, mint a fenol vegyiiletek, festék- és gyogyszerszarmazékok eltavolitasara is [10].
A fenolos vegyliletek megtalalhatok az olajfinomitokban, valamint gyogyszerészeti ¢és
novényveédo szereket eldallitd iizemekben keletkezé szennyvizekben is. Adav és mtsai. az AGS
fenolbontd képességét vizsgaltak [39]. Az eleveniszap beszerzését kovetben, a granulum

képzbddése alatt a bioreaktort fenol tartalmu szintetikus szennyvizzel taplaltak, annak érdekében,
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hogy fenol bontasara alkalmas granularis iszap j6jjon létre. A kisérlet soran megfigyelték, hogy
az igy kialakitott mikrobialis kdzosség képes volt fenol tartalmi szennyviz tisztitasara, viszont
1000 mg/L-nél magasabb koncentracioban mar gatld hatast fejtett ki a baktériumokra, a reaktor
optimalis miikédése romlott. Jiang és mtsai. hasonld rendszerben a mikrobialis diverzitast
vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a fenol bontasat végzo bioreaktorban a bakteridlis diverzitas
jelentésen alacsonyabb volt a kezdeti eleven iszapéhoz hasonlitva, viszont jellemzbéen a fenol
bontasaért felelés mikroorganizmusok voltak a dominans fajok [40]. Wosman és mtsai. az
eleveniszapbol két stratégia szerint alakitottak ki a fenol bontasara képes granularis iszapot: az
egyik bioreaktorban a szénforras csak fenol volt, mig a masikban fenol és acetat [41]. A kizarolag
fenollal taplalt bioreaktorban a granulum képz6dés folyamata és az akklimatizacid gyorsabb,
viszont a mikrobialis diverzitds és a rendszer stabilitasa alacsonyabb volt. Ezzel szemben, a
masik stratégia esetében a hatékony fenol eltavolitasi képesség késobb alakult ki, viszont a

granulumok szerkezete 6sszetettebb és a reaktor miikodése stabilabb volt.

Tay és mtsai. a mar kialakult granulumok fenol eltavolitd képességét vizsgaltak [42].
Harom kisérleti bioreaktort, melyek hasznos térfogata 2,4 L és a szennyviz hidraulikus
tartdzkodasi ideje 8 ora volt, fenol tartalmu (200, 400 és 800 mg/L) szennyvizzel taplaltak egy
héten at. A kisérletek végén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy € mennyiségeket egy hét
elteltével minden rendszer képes volt hatékonyan eltavolitani. Kloranilin vegyiileteket gyakran
hasznaljak herbicidek, peszticidek és gyodgyszerek eldallitdsaban, ezért ipari szennyvizekben
gyakran megtalalhatoak ezek a kornyezetre veszélyt jelentd vegyiiletek [43]. Ennélfogva
biologiai eltavolitdsukkal mar 2003-ban kisérleteztek membran bioreaktorokat alkalmazva.
Viszont ezen szennyviztisztitdsi eljaras az ingadozo terhelésekre érzékeny volt €s hosszu tava
mikddtetése sikertelennek bizonyult [44]. Az AGS bioreaktorok térhoditasa nyoman, Zhu és
mtsai. kloranilin eltavolitasaval kisérleteztek, amelyben a szennyezbanyag mennyiségét
1épcsdzetesen emelve végiil az 5 L hasznos térfogatu bioreaktor képes volt a 140 mg/L kloranilin

tartalmu szennyvizbdl 99,9%-os hatékonysaggal eltavolitani a kloranilint [45].

Az azoszinezékeket leggyakrabban a textiliparban alkalmazzak, ezért ezen anyagok a
textilipari szennyvizekben jelentds mennyiségben megtalalhatoak, eltavolitasuk féként kémiai
technologian alapul. Az azoszinezékek granularis iszapos bioreaktorokban (térfogata 3 L)

torténd hatékony eltdvolitdsadt eldszor Sarvajith és mtsai. érték el, ahol mikroaerofil
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korilményeket kialakitva a granularis iszap 50 mg/L azofesték tartalmu szennyvizbdl a

festékanyagot 99%-os hatékonysaggal tavolitotta el [46].

A granularis iszap kivalo iilepedési tulajdonsaganak koszonhetd, vizb6l valdo konnyi
eltavolithatosaganak kiaknazasara, fémmegkotd képességét is megvizsgaltak. A kiilonbozo fémek
habar csak pg/L mennyiségben mutathatok ki a haztartasi szennyvizben, igy is negativ hatast
fejtenek ki egyes biologiai folyamatokra, mint példaul a nitrogén és foszfor eltavolitasa [47]. Liu
¢s mtsai. az AGS o6lom [Pb(Il)], kadmium [Cd(II)] és cink [Zn(Il)] eltavolitasi képességét
vizsgaltak [48]. Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a granularis iszap
magas EPS tartalma fontos szerepet jatszik a fémek eltavolitasaban, mivel a kinyert EPS (fékent
az EPS-t alkot6 fehérje) nagy mennyiségii, 1587, 1470 és 1123 mg/g 6lmot, kadmiumot és cinket
kotott meg, ami joval nagyobb mennyiség volt, mint més hasonl6 bioszorbenseknél leirtak. Egy
masik tanulmanyban az AGS-ban nagy mennyiségben megtalalhatdé EPS uranium [U(VI)] 220
mg/g bioszorpcids kapacitasat figyelték meg [47].

2.2.5. AGS szennyviztisztitasi technologia féliizemi és tizemi alkalmazasa

Az els6 féliizemi granularis iszapos SBR-t 2003-ban épitették meg Hollandiaban [49]. Két
parhuzamos bioreaktort telepitettek, melyek magassaga 6 méter €s szélessége pedig 0,6 méter
volt, inokulumként pedig eleveniszapot hasznaltak. Egy év elteltével az AGS naponta a bemend 5
m? és 270-400 mg/L KOI tartalmi szennyvizbdl a szerves anyagot 96%-os hatékonysaggal
eltavolitotta, mialatt az iszap mennyisége 10 g/L koriil volt, a kialakult iszap granulumok atlagos
atmérdje pedig 0,2 mm. Ni és mtsai. hasonld paraméterekkel, 1 m® hasznos térfogatu bioreaktort
telepitettek Kinaban, amelyet 90-200 mg/L KOI és 10-40 mg/L ammonium-nitrogén (NH4—N)
mennyisége 9,5 g/L, a granulumok atméréje 0,8 mm és iilepedési sebessége 18-40 m/h volt.
Mindemellett kivalo KOI és NH4—N eltavolitasi tulajdonsagokkal rendelkezett, a KOI és NH;—N
atlagos eltavolitasi hatasfoka 90% és 95% koriili volt. Tovabbi kisérletekben is sikeres granulum
kialakulasrol szamoltak be 0,1 m® hasznos térfogat bioreaktorokban, ahol a sertésteleprol

szarmaz6 szennyviz, szerves anyag ¢és nitrogén hatékony eltavolitasat figyelték meg [51,52].

Yang és mtsai. féliizemi és tizemi kisérleteik soran eltéré eredményeket tapasztaltak [53]. A
féliizemi bioreaktor (31,4 m® hasznos térfogat, H/D=2,5) napi 120 m*® kommunalis szennyviz

tisztitasara volt alkalmas. A bioreaktor stabil miikkodése 85 nap elteltével alakult ki, ekkor a KOI
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és NH,—N eltavolitasi hatasfoka 85% és 96% volt, biomassza mennyisége 8,5 g/L-re novekedett.
Ezzel szemben az iizemi kisérlet soran (kozel 12 000 m® hasznos térfogat, H/D=0,1) a napi
szennyviztisztitisi kapacitdas 50 000 m* volt. A stabil miikodés kialakulasahoz 340 nap volt
sziikséges, amikor a KOI és NH;—N eltavolitasi hatasfoka 89% és 99%, a biomassza mennyisége
az el6z6hoz képest alacsonyabb, 4 g/L volt. Az alacsonyabb biomassza mennyiség a magasabb
iszap térfogati indexnek (sludge volume index—SVIs) tulajdonithato, mig a féliizemi
bioreaktorban 43 mL/g volt, addig az {izemi bioreaktorban 47 mL/g volt, vagyis az iilepedési

sebesség nagyobb értéket mutatott.

Li és mtsai. dsszesen négy darab, egyenként 12 540 m® térfogati AGS SBR-t telepitettek,
amely napi 50 000 m® szennyviz tisztitisara volt alkalmas. A bemené szennyviz dsszetételét
tekintve 30% kommunalis szennyviz és 70% ipari szennyviz Volt. Az ipari szennyviz foként
nyomda-, festék- és textilipari, valamint italgyartasbol szarmazo viz volt. A kevert szennyviz
vizkémiai paraméterei a kovetkezok voltak: KOI 200-600 mg/L, ammonia 28-40 mg/L és Ossz-
foszfor (total phosphorus—TP) 2-4 mg/L. A granulum képzédés 300 nap elteltével ment végbe,
ekkor az iszap térfogati index 75,5 mL/g-r6l 48 mL/g-ra csokkent, a biomassza mennyisége pedig
a kezdeti 2 g/L-r61 4 g/L-re novekedett. A bioreaktorok hatékonysagi mutatéi pedig igen
kedvezéek, a KOI, NH4-N és TP eltavolitasi hatasfoka 94,8%, 82.2% ¢és 59,6% volt, igy a
tisztitott szennyvizben a szennyez6 anyagok hatarértéke nem haladta meg az Eurdpai Parlament

91/271/EGK iranyelvében szerepl6 értékeket [54].

Pronk és mtsai. egy 9 600 m® térfogati AGS SBR-t telepitettek Hollandia Garmerwolde
nevi telepiilésén, ahol a jelenlegi hagyomdnyos eleveniszapos rendszer évi 27 millid m?
szennyvizet fogad be. Tizenhét honapon keresztiill monitoroztak a granulumok kialakulasat,
valamint az AGS viztisztitasi képességét. Az SVIs folyamatos csokkend tendenciat mutatott,
120 mL/g kezdeti értékrdl egészen 50 mL/g-ra csokkent. A biomassza mennyisége is hasonlo,
igéretes mértékben valtozott (3 g/L-r6l egészen 10 g/L-re névekedett). A szerves anyag, nitrogén
¢s foszfor vegyiiletek eltavolitdsa pedig 88,76%, 90,84% ¢és 88,25%-0s hatékonysaggal tortént,
amely értékek eléréséhez az eleveniszapos rendszerek esetében csak kémiai vegyiiletek
adagolasat kovetden volt lehetdség. Tanulmanyukban még tovabbi két fontos szempontot is
kiemeltek elényként az AGS alkalmazasa mellett. Szamitasaik alapjan kizarélag AGS SBR

technologiat alkalmazva a szennyviz tisztitasa soran sziikséges miikodési hasznos térfogat 33%-
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kal csokkenthetd, ezaltal és a bioreaktorok kialakitasabol addddan a szennyviztisztitd telep
mérete is jelentésen csOkkenthetd. Kornyezetvédelmi szempontbol egy masik fontos érv e
technologia alkalmazasa mellett az, hogy azonos mennyiségli szennyviz tisztitasahoz sziikséges
befektetett energia az AGS esetében 58-63%-val kevesebb, mint a CAS alkalmazasa soran.
Mindemellett az altaluk kialakitott szennyviztisztito telep tobb dijat is elnyert, mint példaul az Ev

szennyviztisztitasi technologia projektje cimet [22].

Az AGS szennyviztisztitasi technologia iizemi szintli alkalmazasaval mar tobb fejlett allam
is kisérletezik. Ennek egyik f6 oka az lehet, hogy egyre Osszetettebb, tobbféle és kiilonbozo
aranyu vegyszert és toxikus anyagot tartalmaz6 szennyviz keletkezik, a ndvekvd népesség és az
emberiség novekvé igényeinek kielégitése kovetkeztében. Masrészt egy ilyen igéretes,
kornyezetbarat eljaras kozvetve csokkentheti az emberiség Okologiai labnyomat. Ennélfogva
fontos az eljaras atfogobb, szélesebb korli megismerése, esetleges gyengeségeinek meghatarozasa
¢s azok kikiiszobolése. A modszer elterjedését nagyban segitheti az, hogy informacidkat szerziink
a rendszer kiilonb6z6 szennyezbanyagokkal szembeni ellenalld képességérol (amelybe az egyre
szélesebb korben alkalmazott nanoanyagok is beletartoznak), dsszehasonlitva az elterjedtebb

szennyvizipari technologiakkal (pl. eleveniszapos szennyviztisztitas).

2.3. Nanorészecskék biologiai szennyviztisztitisra kifejtett hatdsa

Az egyre nagyobb mennyiségben eldallitott nanoanyagok (évente tobb 100 tonna)
potencialis kornyezetre gyakorolt hatasa az utobbi id6k egyik meghatarozo Kutatasi témajava
valt. Mivel nagy hanyaduk a felhasznalas utan bejut a biologiai szennyviztisztitdo telepekre, a
mikrobidlis folyamatokra gyakorolt hatdsuk tanulményozasa egyre aktudlisabb. Keller és
Lazareva tobb szennyviztisztitdo telepen is végeztek kutatast, mely soran a nanorészecskék
mennyiségét hataroztdk meg. Azt tapasztaltdk, hogy a szennyviztisztitd telepeken a
nanorészecskék mennyisége akar 150 mg/kg eleveniszap is lehet [55]. Figyelembe véve, hogy a
szén-alapli nanoanyagok egy jelentds részét képzik az eldallitott nanoanyagok mennyiségének, a
szennyvizbe bejutd mennyiségiilk akar tobb milligramm is lehet, ezért hatdsuk vizsgalata

1d6szert.

Ezen problémara tobb kutato is felfigyelt és kiilonféle hatdsvizsgéalatokat végeztek. Az
atlathatosag érdekében tablazatokban foglaltuk Ossze az elérhetd relevans irodalmi adatokat. A

2.2. tabldazatban a G NP, GO NP, SWCNT ¢s MWCNT akut és kronikus hatésait foglaltuk 6ssze
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eleveniszapos szennyviztisztitok esetében. Mivel az AGS-re vonatkozdéan a szén-alapt
vegyliletek esetében csak kevés irodalmi adat érhetd el, eddig csak két akut hatasvizsgalatot
végeztek, ezért egyéb, nem szén-alapli nanoanyagok granuldris iszapra gyakorolt hatdséara is

kitértiink, amelyek vizsgalataink soran 0sszehasonlitasi alapot is képeztek eredményeinkkel (2.3.

tablazat).
2.2. tablazat. Szénalapu nanoanyagok eleveniszapra gyakorolt hatasa
Vizsgalt Idétartam Tapasztalat Hivatkozas
anyag (mg/L)
GNP NH;—N eltavolitasi hatasfok csokkent
(05) 3 ora (87%—68%). Ammonia- és nitrit oxidalo [56]
’ baktériumok abundanciaja csokkent.
10 mg/L G NP adagolast kovetéen a KOI
(96%—93%), NH;—N (91%—84%) és PO4-P
G NP (99%—>80%) eltavolitasanak mértéke csokkent.
(10 és 300) 10 6ra Viszont 300 mg/L G adagolasa nyoman a KOI, [57]
NH4—N és PO4-P eltavolitasi hatasfok 96%, 91%
¢és 90%-101 88%, 64% és 76%-ra csokkent. A
mikrobialis diverzitas is csokkent.
GO NP KOI eltavolitas minden esetben javult. 100 mg/L
(10, 50, 100, 5 6ra GO NP mennyiség folott a nitrogén és a foszfor [58]
200 ¢és 300) eltavolitas csokkent.
, 45 nap . e
G- és GO NP (24 100 mg/L GO NP esetében a KOI eltavolitas [59]
(5 és 100) L 10%-kal csokkent, az el6 sejtszam is csokkent.
ora/ciklus)
10 nap A KOI, NHs—N és PO4—P eltavolitas minden
G- ¢és GO NP esetben csokkent. A G NP és GO NP eltérd
(1és5) , (%2 mikrobialis kozosségre fejtették ki negativ [60]
ora/ciklus) .
hatasukat.
SWCNT
(100, 300 és 3 6ra A bakterialis respiracios képesség csokkent. [61]
500)
SWCNT A hat kiilonb6z6 helyr6l szarmazo eleven iszap
(3500) 24 6ra mikrobialis dsszetétele megvaltozott. A SWCNT [62]

hatasanak mértéke kozosség fiiggo.

20



Vizsgalt

Idétartam Tapasztalat Hivatkozas
anyag (mg/L)
SWCNT . -
(219) 5 6ra A mikrobialis dsszetétel megvaltozott. [63]
MWCNT A mikrobidlis respiracié csokkent a MWCNT
(640, 1440, 3 ora mennyiségének novelésével. Az iszap kevertetése [64]
2160 ¢és 3240) soran a MWCNT toxikusabb volt.
24 ¢
MWCNT (;ra A tapanyag eltavolitasra nem volt negativ [65]
1és2 hatassal.
(1 &s20) ora/ciklus) atassa
180 nap A foszfor eltavolitas jelentdsen csokkent. 20
MWCNT . . .  rs :
(1 és 20) (8 mg/L esetében a nitrogén eltavolitas, valamint a [65]
ora/ciklus) mikrobialis diverzitas csokkent.
SwewT,  iikban  SWONT okogt  ognagybt
V4
MWCNTésG 1 6ra jniakan @ 5 R okozia a fegnagdyo [66]
NP mértéki sejthalalt, majd ezt kovette a G és a
MWCNT.
WCNT ¢
SMV(\j/ CN'Ie':S 4.5 6ra A nitrogén ¢és fo;zizztzgzzoﬁ:issithatésfokéra nem [67]
(10 és 100) ! '
A szerves anyag, nitrit, nitrat foszfor eltavolitas
nem valtozott. Az ammonia eltavolitasi hatasfoka
SWCNT ¢é 180 na
o P | mg/L SWCNT és MWCNT hatdsara 51% és
MWCNT (folyamatos ) o il A g [68]
] . ., 41%-ra csokkent. A nitrogén eltavolitasat végzo
(0,01 és 1) lizeml)

mikroorganizmusok mennyisége jelentdsen
csOkkent a MWCNT hatasara.
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2.3. tablazat. Szén- és fém-alapi nanoanyagok aerob granularis iszapra gyakorolt hatasa

Vizsgalt

Id6tartam Tapasztalat Hivatkozas
anyag (mg/L)
Cink-oxid A KOI és foszfor eltavolitas valtozatlan maradt. A
(ZnO) NP 6 bra nitrogén eltavolitasiban enyhe hatasfokcsokkenést [69]
(10, 50 és tapasztaltak. A PN mennyisége a kezdeti érték
100) Otszorosére novekedett.
A KOI eltavolitasanak hatdsfoka novekedett. A
ZnO NP 20 mg/L mennyiségben a foszfor és
210 NP 180 nap ammonia eltavolitasat 80% ¢és 75%—ra
, (6 ora/ csokkentette. Az EPS mennyisége 5 mg/L ZnO [70]
(5, 10 ¢és 20) . , . n "
ciklus)  esetében volt a legnagyobb, ezt kdvetéen csokkent.
A mikrobidlis diverzités jelentés mértékben
csokkent.
A 20 ¢és 50 mg/L CuO NP csokkentette a biologiai
Réz-oxid 90 nap nitrogén és foszfor eltavolitas hatasfokat, valamint
(CuO) NP (6 ora/ a biomassza mennyisége is csokkent. Az EPS [71]
(5,20 és 50) ciklus) mennyisége 40%—kal csokkent 50 mg/L CuO
hatasara.
Eziist (A 69 .
st (Ag) , A bioreaktorok viztisztitasi hatasfoka nem
NP (4 ora/ altozott, viszont az iszaptulajdonsagok romlottak [72]
. valtozott, visz z iszaptu :
(5 és 50) ciklus) : pruiajdonsag
GO NP 4 6ra A foszfor eltévolitéset ¢s az EPS mennyisége is [73]
(60) csokkent.
Negativ hatdsa nem volt a nitrifikaciora és
GO NP , e et s .
(60) 4 ora denitrifikdciora. Az EPS mennyisége nem [74]
valtozott.

A fenti két tdblazatban (2.2. és 2.3. tablazat) Osszesitettik a szén- és fém- alapt
nanoanyagok eleven- és granularis iszapra gyakorolt hatasat. Osszehasonlitdsuk soran jol lathato,
hogy a nanoanyagok mennyisége €s azok expozicios ideje jelentdsen eltér, ezért messzemend
kovetkeztetések levonasa nehézkes. Azonban lathatjuk, hogy az eleveniszap esetében jol kivehetd
kiilonbségek alakultak ki az akut és a kronikus vizsgalatok kozott, mig par ora elteltével nem
tapasztaltak jelentds valtozast, addig hosszabb kitettséget kovetéen (akar mar egy hét elteltével)
jelentkeztek a nanoanyagok negativ hatasai. AKut kitettségek esetében jelentés mértékii tapanyag
eltavolitasi hatékonysag csokkenést csak igen magas, 100 mg/L részecskemennyiséget

meghaladva tapasztaltak. Ezzel szemben, a kronikus hatasvizsgalatok mar 1 mg/L nanoanyag
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adagolast kovetden is tapasztaltak a bioreaktorok tapanyag eltdvolitas hatasfokdnak csokkenését.
Jellemzden az ammonia €s foszfor eltavolitasaban figyeltek meg jelentds csokkenést. Az AGS
esetében is hasonld a tapasztalat, miszerint a cink-oxid nanorészecskék (Zinc oxide
nanoparticles—ZnO NPs) 6 6ra utan sem fejtettek ki érdemi hatast, addig hosszabb tavon a
szerves ¢s szervetlen anyagok eltavolitasi hatasfoka, valamint a mikrobidlis diverzitds is
lecsokkent. Szén-alapti nanoanyagok esetében pedig eddig csak a GO nanorészecskék akut

vizsgalatat végezték el.

3. A kutatas célkitiizései

A nanotechnologia megjelenése és elterjedése szamos probléma megoldéasara hivatott, ezért
alkalmazasi teriiletiik egyre elterjedtebb. Ennélfogva kijutnak a kornyezetiinkbe, és mint nano-
szennyezO0 anyagok kiilonb6z0 biologiai folyamatok optimalis miikodését gatolhatjak. A
szénalapi nanoanyagok, mint a grafén, grafén-oxid, egy- és tobbfall szén nanocsdvek
eldallitasdinak mennyisége folyamatosan ndvekvd tendencidt mutat, a természetbe kijutd
mennyiségiik kimutathat6, ezért a kornyezetre gyakorolt hatdsuk vizsgdlata egyre
hangsulyosabba valik. A szennyviztisztitd telepek az urbanizacid6 novekedése €s kornyezetiink
védelme miatt egyre fontosabb szerepet toltenek be. Mivel egyre nagyobb mennyiségli és
Osszetettebb szennyviz keletkezik, 0j szennyviztisztitasi eljardsok alkalmazisa egyre inkabb
nélkiilozhetetlen. Az aerob granularis iszap egy 0j, innovativ és elterjedd félben 1évd technologia,
amelyet kivalo tulajdonsagai miatt alkalmaznak. Tudomasunk szerint Magyarorszagon még nem
foglalkoztak az AGS szennyviztisztitasi technoldgia tanulmanyozasaval, tovabba az irodalomban
a szénalapl nanoanyagok ezen szakaszos lizemil szennyviztisztitasi eljarasra gyakorolt hatasai
még ismeretlenek. Ennél fogva, doktori munkam céljaul a granularis iszap kialakitasat és atfogo

hatasanak vizsgalatat tiztiik ki az AGS esetében.

A kutatds elsd 1épése, irodalmi adatok alapjan, egy iiveg bioreaktor megtervezése ¢és
elkészitése, amely alkalmas koriilményeket biztosit a granulumok kialakulasara, valamint
amelyben a levegéztetés és szennyviz adagolas-elvét automatikusan torténik. Kovetkezo 1épés a
rendszer automatizalashoz sziikséges eszk6zOk beszerzése, programozéasa, végiil pedig az
inokulum beszerzése a szegedi szennyviztisztito teleprél. Ezt kdvetden a granulumok kialakitésa,

amelyet az iilepedési 1d6 folyamatos csokkentésével ériink el. A sikeres granuldciot kdvetden
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tovabbi célunk a bioreaktor stabil mikddtetése, amely AGS inokulumként szolgal a tovabbi

kisérleteink soran.

A kutatas kovetkezd részében célunk tovabbi bioreaktorok lizembehelyezése, valamint a
legtobbet kutatott, grafén-oxid nanorészecskék hatasanak vizsgalata. Figyelembe véve, hogy
kevés informéci6é all rendelkezésiinkre a GO NP hagyomanyos szennyviztisztasra gyakorolt
hatasarol is (a granularis iszap esetében is csak ,,batch test” kisérletek eredményeirdl talalhatunk
adatokat, ahol a kontakt id6 4-5 ora és csak a nitrogén és foszfor eltavolitasat vizsgaltak) ezért
célunk egy részletesebb tanulmany elkészitése. A GO nanorészecskéket 5-115 mg/L
koncentracidban, a szintetikus szennyvizzel egyiitt adagoljuk a bioreaktorokba. Az egyik kisérlet
adagoljuk hozza tobb napon at. Ezzel ellentétben, a masik kisérlet alkalmaval a névekvé GO
tartalmu szennyvizet ugyanabba a bioreaktorba adagoljuk, vizsgalva a granulumok adaptalodasi
képességét. Ezen feliil, megvizsgaljuk a granularis iszap regeneralodo képességét is. A kisérletek
alatt nyomon kovetjiik a bioreaktorok tapanyag eltavolitasi hatasfokat, az iszap tulajdonsagaiban

bekovetkezd, valamint a mikrobidlis dsszetételben végbemend valtozasokat.

Végiil harmadik kisérletiinkben célunk tovabbi 3 szénalapt nanoanyag (G NP, SWCNT ¢és
MWCNT) hatasanak vizsgalata, mivel egyik nanoanyag esetében sem rendelkeziink
informacioval a granularis iszapra gyakorolt hatasukrol. El6z6 kisérleteinkben atfogd és
mélyrehatd mikrobiologiai vizsgalatokat a GO NP esetében nem végeztiink el. Ezért {6 célunk az
emlitett négy kiilonb6z0 szénalapll anyag granularis iszapra gyakorolt hatasdnak tanulméanyozasa
lesz, annak érdekében, hogy feltarjuk és rangsoroljuk 6ket toxikus hatasuk eréssége szerint. Az
irodalomban a nanoanyagokat csak néhany tanulmany vizsgalja ugyanolyan rendszerben, igy
feltett szandékunk az is, hogy azonos miikddési paramétereket és mikrobialis kozdsséget
alkalmazva vizsgaljuk meg a szénalapii nanoanyagok hatasat az aerob granularis iSzapos

szennyviztisztitasra.
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4. Anyag és modszertan

4.1. Szén-alapu nanoanyagok elodllitasa és jellemzése

A kisérleteknél hasznalt G (fajlagos feliilet 300 m?/g) és SWCNT (>90%) nanoanyagokat a
Sigma-Aldrich Kft.-t6l szereztik be, a GO ¢és MWCNT nanoanyagokat pedig az SZTE
Alkalmazott ¢s Kornyezeti Kémia Tanszéken alkalmazott médositott Hummer’s és katalitikus
kémiai gozlevalasztas (Catalytic chemical vapor deposition—CCVD) moédszerekkel allitottuk el

[75,76].

4.1.1. GO nanorészecskék eloallitiasa

A GO eléallitasara a modositott Hummer’s modszert alkalmaztuk [75]. Els6 1épésként 9 g
grafitot és 9 g natrium nitratot (NaNO3) 420 mL koncentralt kénsavban (H2SO4) 0 °C-on 30
percen at kevertettiink. Az elegyet 54 g kalium permanganat (KMnQ,) adagolasaval oxidaltuk,
majd szobahémérsékleten egy napig kevertettiik. Ezt kdvetden hozzdadtunk 1000 mL ioncserélt
vizet és 20 mL 30%-os (w/w) hidrogén peroxidot (H,0,), majd egy o6ran at 0 °C-on kevertettiik.
A keletkezett terméket ioncserélt vizzel mostuk és a kapott GO szuszpenzidt liofilizaltuk. A

kisérletek soran a GO részecskékbdl 15 g/L koncentracioju torzsoldatot készitettiink.

4.1.2. MWCNT eloallitasa

A MWCNT-ket a CCVD modszerrel allitottuk elé [76]. Az eljaras els6 1épése a
katalizatorok el6allitasa, ehhez a megfeleld6 mennyiségii vas-nitrat (Fe(NOs)s), kobalt-nitrat
(Co(NO3),) és aluminium-hidroxid (AI(OH)3) etanolos (C,HsOH) szuszpenzidkat beparoltuk. Ezt
kovetden a kapott katalizator prekurzorokat cs6kemencébe helyeztiik, ahol 700 °C-on tiz percen
keresztiil nitrogén gdzaramban (270 mL/perc) kialakitottuk a sziikséges katalizator szerkezetét.
Végiil a szén nanocsovek kialakitdsdhoz 1:9 aranyt CyH2:N, gazelegyet a csdkemencébe
aramoltattunk, ahol egy ora reakci6 id6 elteltével, hiités céljabdl nitrogén gazt aramoltattunk. A
kapott terméket natrium-hidroxid (NaOH), sésav (HCI) és KMnO, oldatokkal kezeltiik, annak
érdekében, hogy amorf szén és katalizator mentes, tiszta végterméket kapjunk. Hasonléan a

grafén-oxidhoz, a MWCNT-bdI 15 g/L koncentracidju torzsoldatot készitettiink.

4.1.3. Szén-alapu nanoanyagok jellemzése
Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a részecskék méretét és alakjat, transzmisszios
elektronmikroszkopos (Transmission electron microscope—TEM) ¢és pasztazd elektron

mikroszkopos (Scanning electron microscope—SEM) (FEI Tecnai G2 20 X-Twin mikroszkop 200
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kV gyorsitd fesziiltségen és Hitachi S-4700 Type Il FE-SEM mikroszkép 10 kV gyorsitd
fesziiltségen) felvételeket készitettiink. A TEM felvételek készitéséhez a GO szuszpenzidt (0,05
mg/mL) szén-racsra cseppentettilk, mig a SEM felvételekhez a liofilizalt mintat szén-szalagra
helyeztiik. A részecskék kristalyszerkezetét rontgen diffraktométer (X-ray diffractometer—XRD)
segitségével allapitottuk meg (Rigaku MiniFlex Il powder X-ray) Cu Ko besugarzasi forrast
alkalmazva. A pasztazasi tartomany 5° és 40° kozott volt, sebessége pedig 2° percenként. Az
eléallitott részecskék molekularis szerkezetét Raman mikroszkép (Senterra Il Raman)
segitségével vizsgaltuk meg 532 nm hulldmhosszon, 6,25 mW lézererdsség, 1 cm* spektralis

felbontas mellett, melynek tartomanya 1000 és 3000 cm * volt.

4.2. A bioreaktorok felépitése és miikiodtetése

Az eleveniszapot a Szeged Varosi Szennyviztisztitd Teleprol szereztik be. A granularis
iszapot egy specidlis iivegreaktorban allitottuk eld, melynek magassag-szélesség aranya 7:1,
hasznos térfogata 1,4 L volt (4.1. dbra). A levegdbuborékok, amelyek biztositottak az iszap
oxigén ellatottsagat és kevertetését, a bioreaktor aljan elhelyezkedd porlasztofejen at jutottak a
rendszerbe. A kisérletek soran a szennyviz hidraulikus tartézkodasi ideje (Hydraulic retention
time—HRT) 8 ora volt. A granulum képzddést biomassza kimosasos modszerrel (az iilepedési id6
folyamatos csokkentése 40 percrél 5 percre), valamint magas levegd aramlési sebesség
biztositasaval (3,5 L/perc) értiik el [77]. A granulum képzddést koveten tovabbi bioreaktorokat
iizemeltiink be, amelyek esetében, hasonldéan az eleveniszapos beoltashoz, 700 mL szintetikus
szennyvizet és 700 mL kevert granularis iszapot toltottiink az liveg reaktorba, majd a lentebb leirt
ciklusok szerint miikodtettiik. Atlagosan tiz nap elteltével a beoltott bioreaktorban 1év6 iszap
tulajdonsagai (biomassza mennyisé€g ¢s iilepedési sebesség) €és az elfolyd szennyviz vizkémiai
paraméterei megegyeztek a mar stabilan lizemeld reaktoréval, igy a vizsgalni kivant szénalapt

nanoanyagok adagolasat megkezdhettiik.
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4.1. abra. Az aerob granularis iszapos szakaszos iizemii bioreaktor sematikus felépitése.

A bioreaktorok 20 °C + 3 °C-on 4 6ras ciklusokra felosztva mitkddtek: 5 perc betaplalas,
225 perc levegdztetés, 5 perc iilepedés és 5 perc elvétel. A betaplalt szintetikus szennyviz és a
tisztitott szennyviz elvételének folyadékarama betaplalaskor és elvétkor pedig 8,4 L/6ra volt. A
pH értékét folyamatosan mértiik és 7,2 + 0,2 értéken tartottuk. A szennyviz betaplalast és elvételt
perisztaltikus pumpa biztositotta. A szintetikus szennyviz szerves anyag forrasat gliikkoz
biztositotta, amelynek mennyisége 1391 mg/L volt (KOI: 1300 mg/L). A szintetikus szennyviz
(Synthetic wastewater—SWW) jellemz6i és Osszetétele a kovetkezd volt: 120 mg/L NH4—N, 20
mg/L PO,—P, 200 mg/L natrium-hidrogén-karbonat (NaHCO3), 25 mg/L kalcium-klorid (CaCl,),
45 mg/L magnézium-szulfat (MgSQO,4) és 1 mL/L nyomelem oldat [71]. A nyomelem oldat
Osszetétele a kovetkez6 volt:1,16 mg/L borsav (H3BO,), 2,78 mg/L vas-szulfat (FeSO,), 1,25
mg/L cink-szulfat (ZnS0,), 1,69 mg/L mangéan-szulfat (MnSO,), 0,38 mg/L réz-szulfat (CuSO,),
0,15 mg/L kobalt-klorid (CoCl,) és 0,10 mg/L molibdén-trioxid (MoOs3).

4.3. Analitikai modszerek

Az elfolyd viz kémiai paramétereit a HACH altal forgalmazott gyorstesztekkel vizsgaltuk

UV-VIS spektrofotométerrel (DR5000, Hach—Lange): KOI (LCI400), NH;—N (LCK304),
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NO,—N (LCK341), NO3—N (LCK339) és POs,~—P (LCK349). A kevert szennyviz szuszpendalt
lebegbanyag (Mixed liquor suspended solid—MLSS) tartalmat, a kevert szennyviz illékony
szuszpendalt lebegbanyag (Mixed liquor volatile suspended solid—MLVSS) tartalmat, az iszap
ilepedési sebességet és az iszap térfogati indexet (SVI) 30, illetve 5 perc alatt (SVI3g és SVIs) az
irodalomban elfogadott standard moédszerek segitségével hataroztuk meg [78]. Az MLSS
meghatdrozasa soran adott térfogatu mintat 0,45 um porusdtmérdji sziirdpapiron atsziirtiink,
majd a sziirépapirt szaritoszekrényben (103-105 °C-on 24 6ran at) tomegallandosagig szaritottuk,
ezt kdvetden a szlirés utdn és eldtt mért szlir6papirtdmeg-kiilonbségekbdl, valamint a lesziirt
minta ismert térfogatabol az iszap szaraztomegét szamithattuk. Az MLVSS esetében a korabban
ismertetett modon kapott sziirletet tartalmazé sziirdpapirt kemencében (550 °C-on 24 oran at)
tomegallandosagig hevitettilk, majd a minta szaraztomege (103-105 °C utani tOmeg) és izzitas
utdn mért szlrdpapirtdmeg-kiilonbségekbdl, valamint a leszlirt minta ismert térfogatabol az
illékony szuszpendalt lebegdanyag tartalmat kiszamoltuk. Az iszap lilepedési sebességének
meghatarozasahoz 1 L-es méréhengerbe 20 mL iszapmintat helyeztiink, majd lemértiik az iszap
letilepedéséhez sziikséges 1dot. Az SVI mérésénél a bioreaktorbol kivettiink egy liter térfogata
kevert iszapmintat, amit egy 1 literes méréhengerbe toltottiink és az iszapot 5 illetve/vagy 30
percig llepitettilk, majd az iszaptérfogatot leolvastuk, végiil elosztottuk a szuszpendalt

lebegbanyag tartalommal.

A granularis iszap EPS mennyiségének megallapitasahoz 20 mL MLSS-t 3 alkalommal
ioncserélt vizzel mostunk, majd centrifugaltuk (5000 g, 4 °C, 10 perc), a feliiliszot ledntottiik és
vissza szuszpendaltuk eredeti térfogatara. Az elegyet 80 °C-on, 30 percig kevertettiik (200 rpm),
majd centrifugaltuk és a feliiluszot sztrtiik (0,45 um) [79]. Az EPS PS és PN tartalmat Anthrone
(glikoz, mint standard) és Lowry (szarvasmarha szérum albumin, mint standard) moédszerek

alapjan hataroztuk meg [80]. Az EPS mennyiségét a PS és PN 6sszege alapjan szamitottuk ki.

A nanoanyagok adagolasanak hatasara a granulumok szerkezetében végbemend
valtozasokat pasztazd elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk, amelyeket el6zdleg 2,5 %-0s
glutaraldehid tartalmt 0,1 M-os foszfat puffer (pH=7,3) oldatban stabilizaltuk (12 o6ra, 4 °C). Ezt
kovetden a mintdkat etanol-viz elegyben dehidratdltuk, az etanol térfogataranyat fokozatosan

novelve (50—100 v/v %). Végiil a mintakat szaritottuk (3 ora, 30°C) és bevontuk aranyréteggel,

28



majd Hitachi S-4700 Type Il FE-SEM mikroszkoppal, 10 kV gyorsito fesziiltségen felvételeket
készitettliink [81].

4.4. Granularis iszap mikrobidlis aktivitasa

A mikrobialis aktivitdas mérések soran meghataroztuk az iszap specifikus oxigén
felhasznalasi mértékét (Specific oxygen uptake rate—SOUR), a specifikus ammonia oxidacios
mértékét (Specific ammonia oxidation rate—SAOR), a specifikus nitrit oxidacios mértékét
(SNOR), a specifikus nitrit redukciés mértékét (Specific nitrite reduction rate—SNIRR), a
specifikus nitrat redukcios mértékét (Specific nitrate reduction rate—SNRR), a specifikus foszfor
felvétel mértékét (Specific phosphorus uptake rate—SPUR) és a specifikus foszfor leadasi
mértékét (Specific phosphorus release rate—SPRR).

A SOUR méréséhez 250 mL térfogatt BOI mérésre alkalmas, OxiTop IS 12 tipusu
méréeszkozt hasznaltunk. A BOI mérébe 50 mL kevert granularis iszapot, 200 mL
elélevegbztetett szintetikus szennyvizet és megfeleld mennyiségii inhibitort (nitrifikacio gatlasa)
toltottiink, majd lezartuk. A BOI mér6t 30 °C-on, 5 napon at miikddtettiik, és a biologiai bontasi
folyamat soran a mikroorganizmusok altal elhasznalt oxigén mennyiséget mértiik [82]. A SOUR-
t (mg O,/g MLVSS*h) a kapott O, fogyasi-idé gorbébdl, valamint az iszap MLVSS tartalma

alapjan szamitottuk ki.

A SAOR, SNOR, SNIRR és SNRR (mg N/g MLVSS*h) meghatarozasara 500 mL
térfogatu Erlenmeyer lombikot hasznéltunk, amelybe 50 mL kevert granuléris iszapot és 350 mL
szintetikus szennyvizet toltottlink, amit a mérés sordn folyamatosan magneses keverdvel
kevertettiik. A SAOR, SNOR, SNIRR ¢és SNRR mérése soran a kovetkezd nitrogénforrasokat
hasznaltuk: NH4Cl, NaNO,, NaNO; és NaNOs. Bemért mennyiségiilk megegyezett a 60 mg/L
NH4—N, 30 mg/L NO,—N, 90 mg/L NO,—N és 90 mg/L NO3—N koncentraciokkal. A SAOR ¢és
SNOR meghatarozasara az Erlenmeyer lombikba folyamatosan levegét juttatunk be, mig a
SNIRR és SNRR meghatarozasa soran nitrogén gazt vezettiink a lombikba [83]. Kiszamitasuk a
minta NH;—N, NO;—N, NO,—N ¢és NO3—N koncentraciok idébeli valtozasa és az iszap MLVSS

mennyisége alapjan tortént.

A SPRR meghatidrozasdhoz az iszapmintat a levegdztetési fazis végén vettik a
bioreaktorbdl, ezt kovetden pedig a mintaban foszfor eltavolitdsa érdekében az iszapot desztillalt

vizzel haromszor atmostuk. Az igy kapott mintat 500 mL térfogati Erlenmeyer lombikba
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helyeztiikk, amelyet a mérési sorozat id6étartama alatt folyamatosan, szobahémérsékleten
kevertettiink. Az anaerob kdrnyezet kialakitasa érdekében a lombikba nitrogén gazt vezettiink,
majd 400 mg/L KOI koncentracido eléréséig natrium-acetatot adagoltunk. Ezt kovetden
monitoroztuk az iszap foszfor leadasi képességét, 15 percenként mértiik a minta foszfortartalmat.
A SPUR mérése a SPRR méréséhez hasonldan tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy az iszapot az

anaerob fazis végén, a szintetikus szennyviz betaplalasa elott vettiik ki a bioreaktorokbdl, majd

s

MLVSS mennyisége alapjan tortént.

4.5. DNS kinyerése, polimeraz lancreakcio (PCR), denaturalo gradiens gélelektroforézis
(DGGE) és 16S rRNS gén szekvendlas

Annak érdekében, hogy meghatirozzuk a szennyviztisztitds folyamatdban részt vevd
mikroorganizmusokat, mintdkat vettiink az eleveniszapbol, a granularis iszapbol és a
részecskekkel terhelt rendszerekbdl. A kisérletekhez harom parhuzamos ismétlést végeztiink. A
genomi DNS kinyeréshez a DNeasy PowerSoil Kit-et hasznaltuk a gyartd utasitisa szerint.
Minden kisérletnél 1,5 mL mintat centrifugaltunk 6ssze (5000 g, 4 °C-on 2 perc). A kivont DNS
mintdkat hasznaltuk templatként a PCR kisérletekben. A PCR reakciokban alkalmazott
eubaktériumspecifikus primereket a 4.1. tablazat tartalmazza. A 16S rRNS gének V3-V4 régiok

amplifikalasat baktérium specifikus, EubA és EubB primerek segitségével végeztiik el.

4.1. Tablazat. A hasznalt PCR primer szekvencidk

Primer Pozicio Szekvencia (5°-3°) Hivatkozas
EubB (27F) 8-27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG [85]
EubA (1522R) 1509-1522 AAGGAGGTGATCCANCCRCA [85]
341F 341-357 CCTACGGGAGGCAGCAG [86]
341F-GC? 341-357 GC-clamp-CCTACGGGAGGCAGCAG [87]
907R 907-928 CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT [87]

*GC-clamp a 341F primer végén: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG

Az els6 PCR reakcio elegy 3 uL PCR 10X puffert; 3 uL 2 mM-os dNTP-t; 1,8 uL 25
mM—o0s MgSOz-ot; 0,6 U KOD Hot Start DNS polimerazt (Novagen); 0,9 uL mindkét primerbdl
(10 uM) és 1 ng DNS templatot tartalmazott 30 puL végtérfogatra 6sszemérve. Az amplifikaciot
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PTC 200 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) rendszerben végeztik el a 4.2.
tabldzatban lathato ciklusokat alkalmazva. A PCR termékek mindségét 1 %-os agardéz gélen

vizsgaltuk.

4.2. tablazat. A 16S rDNS amplifikalasahoz alkalmazott PCR reakciok héprofilja

Lépés Hoémérséklet Idétartam Ciklus szam
Elddenaturacio 95 °C 5 perc 1
Denaturacio 95 °C 20 mp
Hibridizacio 55°C 10 mp 30
Extenzio 70 °C 40 mp
Végs6 extenzid 70 °C 5 perc 1

A masodik PCR-ben a 16S rRNS gén V3-V8 varidbilis régidjanak amplifikacidjat és a GC-
clamp kapcsolodasat a 341F-GC és a 907R primerek alkalmazasaval hajtottuk végre. A masodik
PCR reakcio elegy 3 uL PCR 10X puffert; 3 uL 2 mM-o0s dNTP-t; 1,8 puL 25 mM-0s MgSO4-ot;
0,6 U KOD Hot Start DNS polimerazt (Novagen); 0,9 puL-t mindkét primerbdl (10 uM) és 1 puL
16S rRNS gén amplikont tartalmazott 30 plL végtérfogatra kiegészitve ioncserélt vizzel. Az
amplifikaciot PTC 200 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) rendszerben végeztiik el a
4.3. tablazatban lathato ciklusokat alkalmazva. A PCR termékek mindségét 1,5 %-os agardz

gélen vizsgaltuk.

4.3. tablazat. A 16S rDNS gén V3-V8 variabilis régidjanak amplifikacidjdhoz alkalmazott PCR

reakciok hoprofilja
Lépés Hoémérséklet Idétartam Ciklus szam
Elédenaturacid 95 °C 2 perc 1
Denaturacio 95 °C 20 mp
Hibridizéacio 63 °C 10 mp 6
Extenzio 70 °C 15 mp
Hibridizacio 55°C 10 mp 9
Végso extenziod 70 °C 5 perc

A denaturalo gradiens gélelektroforézist (Denaturing gradient gel electrophoresis—DGGE)
elozetes kisérleteink alapjan 50-60%-os denutarald gradiens koncentracid6 mellett, 8%-0S
poliakrilamid gélen (37:1 akrilamid - biszakrilamid 1x TAE pufferben [(0,04 M Tris-acetat és
0,001 M EDTA]) DCode System (Bio-Rad Laboratories) rendszerben végeztiik. A denaturalo

crer
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formamidot és 42 g ureat tartalmazott). A futtatashoz minden mintabol 6 pL-t vittiink fel. A
futtatast 60 °C-on, 100 V fesziiltségen, 1x TAE pufferben 16 6ran at végeztiik. Az elektroforézis
utan a gélt 30 percig etidium-bromiddal (Sigma-Aldrich) (0,5 pg/mL 1x TAE pufferben)
festettiik, majd UV fény alatt vizsgaltuk ¢és digitalizaltuk. A digitalizalt gélt PyElph 1.3
szoftverrel elemeztiik és a sulyozas nélkiili par csoport modszer szamtani atlag (Unweighted pair

group method with arithmetic mean—UPGMA) mdédszerrel dendogramot késztettiink [88].

A 16S rRNS gének szekvenalasa alapjan meghatarozhat6 a részecskék hatasa a kiilonbozo
baktériumtdrzsekre, amelyek fontos szerepet jatszanak a granulumos szennyviztisztitasi folyamat
soran. Ezért a gélbdl az egyedi savokat kivagtuk és 50 pL Milli-Q vizben 4 °C-on 12 o6rat
aztattuk. Ezt kovetéen 5 pL feliiliszot, mint templatot hasznaltuk az Ujraamplifikalas soran. A
DNS szekvenalast 341F ¢és 907R primereket hasznidlva Microsynth AG szekvenald
berendezésben végeztiik el. A kapott szekvencidkat a Biotechnoldgiai Informacios Kozpont

(National Center for Biotechnology Information—NCBI) adatbazisaval hasonlitottuk dssze [89].

4.6. Ujgenerdcios, 16S riboszémadlis RNS metagenomikai szekvendlds

A granuléris iszapmintakat 16S rRNS Illumina MiSeq Gjgeneracios szekvenalasi eljarassal
vizsgaltuk, amelynek metagenomikai elemzését a Xenovea Kft. (www.xenovea.com) végezte el
MiSeq (Illumina, USA) berendezést hasznalva, majd a kapott adatokat feldolgoztuk, elemeztiik
¢és kiértékeltik. A kapott paired-end-es leolvasasok 2 x 300 bp hosszusaguak voltak. A
metagenomikai vizsgalatok eredményeit, az Illumina Miseq szoftver a 16S rRNS adatok
adatbazisanak felhasznalaséval osztalyozza az organizmusokat a V3 és V4 amplikonbol. Az
osztalyozas a Greengenes adatbazison (http://greengenes.lbl.gov/) alapul. Ennek az eredménye
egy osztalyozas a kovetkezd taxondmiai Szinteken: orszag, torzs, osztaly, rend, csalad, nemzetség
¢és faj. A kapott eredményeket az Origin (8.5.1.) szoftver segitségével abrazoltuk a dolgozatban.
A szekvenciakat az NCBI GenBank nemzetko6zi szekvencia- adatbazisban helyeztiik el (projekt

szam: PRINA670422).

4.7. Statisztikai elemzések
A redundancia elemzést (Redundancy analysis—fRDA) a GO NP mennyiségének novelése, a

bioreaktorok teljesitménye ¢és a mikrobidlis kozdsség kozotti Osszefiiggés meghatarozasa
érdekében végeztiik el. Az RDA elemzést a GO NP koncentraciok, az EPS mennyiségek, a

vizkémiai paraméterek, valamint az iszapbol azonositott nemzettségek alapjan végeztiik el [90].
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Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a szénalapi nanoanyag hatasanak mértékét, mely anyag
fejtette ki legkisebb, valamint a legerdteljesebb hatast a granularis iszapra, fokomponens analizist
(Principal component analysis—PCA) végeztiink el [91]. Az eredmények szignifikanciajanak
tesztelésére egytényezOs varianciaanalizist (Analysis of variance—ANOVA) hajtottunk végre,
ahol a p <0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak [92]. A fajszambecslé index
(Chao) és alfa-diverzitas vizsgalata soran a Simpson és Shannon diverzitasindex-értékeket

meghatarozasahoz az Morthur programot hasznaltuk.
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5. Eredmények és kiértékelésiik

5.1. A grafén-oxid nanorészecskék hatdsa az aerob granularis iszapos, szakaszos iizemii
szennyviztisztito rendszerben

Figyelembe véve, hogy a GO nanorészecskék eldallitasanak mennyisége a szamos
alkalmazasi lehetdség miatt a jovoben valoszinilileg novekedni fog, tovabba kronikus hatasuk a
granularis iszapos szennyviztisztitasi technologiara még ismeretlen. A kutatas elsé szakaszaban
ezen nanorészecske vizsgalatara fokuszaltunk. Fé célunk az volt, hogy széles (5-95 mg/L)
koncentraciotartomanyban megvizsgaljuk a GO NP hosszll tavl hatasat a szakaszosan miikodo
AGS bioldgiai szennyviztisztitasi folyamatara, tanulmanyozva a tisztitasi hatékonysagi fokot, az
EPS mennyiségét ¢és a mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatast. Eredményeinket
Osszehasonlitottuk a legelterjedtebben hasznalt CAS folyamatra vonatkoz6 irodalmi adatokkal,
mely kisérletek soran a GO részecskéknek mar kis koncentracioban is negativ hatasa volt a
bioldgiai folyamatokra. Ezéltal meg tudtuk valaszolni azt a kérdést, hogy az AGS jobban toleralja
vagy sem a GO-t, mint a CAS rendszer. Szerettilk volna elkeriilni, hogy az ébrakon lathato
adatok zsufoltak, ezaltal atlathatatlanok legyenek. Ezért a GO NP hatdsanak eredményeit 5, 45,
65 és 85 mg/L mennyiségben a bioreaktorok miikodésére a mellékletekben tiintettiik fel (1., 2.,

3. és 4. melléklet), melyek eredményei szorosan kovetik az alabb abrazoltakét.

Az AGS bioreaktorokat 7 napig GO részecske tartalmu (5-95mg/L) szintetikus
szennyvizzel taplaltuk. A kisérletek alatt monitoroztuk a bioreaktorok miikodését, mérve a KOI,
NH;—N, nitrit nitrogén (NO,—N), nitrdt nitrogén (NO3—N) ¢és foszfat (PO4—P) eltavolitasi
hatasfokat az elfolyo tisztitott vizben. A kimend viz GO nanorészecske tartalmat is vizsgaltuk
Raman spektroszkopids modszerrel. A kisérletek végén a biomassza és EPS mennyiségét is
mértiik. Emellett a mikrobialis k6zosségben torténd valtozasokat is vizsgaltuk 16S rRNS gén

szekvenalasi modszerrel.

5.1.1. GO nanorészecskék jellemzése

Az eldallitott nanorészecskék méretét és alakjat TEM és SEM segitségével hataroztuk meg.
A felvételeken (5.1a-b. dbra) megfigyelhet6é a GO red6zott lemezes szerkezete [93,94]. Az XRD
eredmények alapjan (5.1c. dbra) megallapithatd az oxidacid sikeressége, mivel egy nagy
intenzitasu, keskeny csucs jelent meg 20 = 11,24°-nal, mig a grafit esetében lathat6 a ra jellemz6
cstics 20 = 26,44°-nal [95]. A Raman spektroszkopias mérések (5.1d. dbra) alapjan lathato, hogy

a GO eloallitasdhoz hasznalt grafit por esetében a D csucs ~1350 cm * koriil kis intenzitasu, mig
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a GO esetében egy intenziv csucs jelenik meg. A grafén-oxidra jellemz6 mindkét, G (1602 cm %)

és D (1354,5 cm ™) cstics megtalalhaté [96,97].
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5.1. abra. a) a grafén-oxid (GO) transzmisszios elektron mikroszkop felvétele; b) a GO pasztazo elektron
mikroszkop felvétele; C) a grafit és GO rontgen diffraktometrias (XRD) spektruma; d) a grafit és a
grafitbol eléallitott GO részecskék Raman spektruma.

5.1.2. Granulumok képzédése

A frissen gyljtott eleveniszapbol az altalunk alkalmazott koriilmények és paraméterek
mellett (5.2a. dbra) mar 18 nap elteltével kisméretii (0,5-0,7 mm) granulumok jelentek meg, mig
négy hét elteltével a granulum képzddés végbement (5.2b-c. abra). A kialakult granulumok
mérete 0,5-10 mm kozott valtozott (5.3a-b. dbra), atlagos méretiik pedig 2-3 mm kozott alakult.
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5.2. abra. a) eleveniszap inokulum; b) és c) a kialakult granulumok 4 hét elteltével a bioreaktorban.
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5.3. abra. a) a kialakult granulumok mérete; és b) pasztazo elektron mikroszkopos (SEM) felvétele.

A granulumok felszinén jol lathatoak az EPS matrixba beagyazddott mikroorganizmusok,

amelyek foként gomb alaktak (5.4a. dbra) voltak, mig a belsé részben mar palcika alaka

baktériumok is megtalalhatoak voltak (5.4b. dbra).
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5.4. abra. A granulumok pasztazé elektron mikroszkopos (SEM) felvételei: a) granulum feliilete; b)
granulum belseje; ¢) grafén-oxid (GO) részecske a granulum felszinén; d) a granulum feliilete 95 mg/L
GO adagolés utan.

A granulum képzdédés soran a MLSS 2,3 g/L értékrdl 6,2 g/L-re ndvekedett, tovabba a SVIs
219 mL/g-r6l 32 mL/g-ra csokkent. Az AGS bioreaktor tilepedési képessége kivalo lett, mivel az
iilepedési sebesség 0,20 m/6rardl 53 m/érara ndvekedett. Az elfolydo KOI, NH4-N, NO2-N, NOs-
N és PO,-P tartalma 83 + 1,65; 0,05 + 0,01; 0,03 £ 0,01; 0,312 + 0,01 és 0,79 = 0,12 mg/L, mig a
KOI, NH4-N és POy-P tisztitasi hatasfoka pedig 93,50%; 99,95% és 96,01% volt.

5.1.3. GO részecskék hatasa a bioreaktorok miikodeésére

A GO részecskék még 95 mg/L koncentracidban alkalmazva sem voltak kimutathatéak az
elfolyo vizben a Raman spektroszkopias mérések szerint, amely modszer mar 1 pg mennyiség
grafén-oxidot is képes érzékelni. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a nanorészecskék az iszapban
halmozédtak fel, igy nem jutnak ki a kornyezetbe tovabbi negativ hatast okozva a vizi

kornyezetre.
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Az adagolt GO nanorészecskék AGS bioreaktorok miikdodésére kifejtett hatasat a fobb
vizkémiai paraméterek (KOI, NH4-N, NO2-N, NO3-N és PO4-P) mérésével kovettiik nyomon,
tovabba a granularis iszap tulajdonsagait (MLSS, tilepedési sebesség és SVIs) is meghataroztuk.

Az eredmények atlathatosaga érdekében a hetedik napon mért vizkémiai paraméterek
adatait tablazatban foglaltuk G6ssze, amelyben megtalalhatdak a mért vizkémiai paraméterek
kezdeti koncentracidja, a hetedik napon mért koncentraciojuk az elfolyd/tisztitott szennyvizben,
valamint eltavolitasi hatasfokuk is. Ezen feliil feltiintettiik az egyes kisérleti fazisok soran bejutéd

GO NP mennyisége is (5. 1. tabldzat).

5.1. tablazat. Az elfoly6 szennyviz hetedik napon mért vizkémiai paraméterei: a kémiai
oxigén igény (KOI), ammonia nitrogén (NH4—N) és foszfat (PO,—P) eltavolitasi hatasfokok, az
iszap szuszpendalt lebegbanyag tartalma (MLSS), az iszap térfogati index (SVIs), valamint a
kiséreltek soran bejutd grafén-oxid (GO) mennyisége. A bemend szennyviz KOI, NH;—N és
PO,—P koncentracidja 1300, 120 és 20 mg/L.

Bemeno szintetikus szennyviz GO NP tartalma (mg/L)

Szennyviz paraméterek

0 15 25 35 55 75 95

Kimend KOI (mg/L) 7800 132,00 151,10 17342 273,00 31500 342,00
KOI eltavolitasi hatasfok (%) 9400 8985 8838 8669 7900 7577 73,69
Kimené NH,~N (mg/L) 005 095 236 329 721 1347 21,69
NH,~N eltavolitsi hatasfok (%) 99,96 99,21 98,03 97,26 93,99 8878 81,93
Kimené PO,~P (mg/L) 082 339 413 435 521 612 6,32
PO,~P eltavolitasi hatasfok (%) 9588 83,05 7936 7825 7393 69,40 68,40
MLSS (g/L) 620 790 761 672 597 342 3,34

SVIs (mL/g) 32 3024 3569 5431 107,61 162,95 182,08

Ossze bemené GO mennyiség (mg) 0,00 441,00 735,00 1029,00 1617,00 2205,00 2793,00

A GO nanorészecskék 15 mg/L koncentracioban a KOI eltavolitasanak hatasfokat
jelentdsen nem befolyasoltak a kontroll bioreaktorral dsszehasonlitva, csak 6,5 napot kovetéen
volt észlelhetd egy kis emelkedés az elfolyd vizben (5.5. dbra). Amikor a szintetikus szennyviz
GO nanorészecske koncentracidja 25 ¢és 35 mg/L volt, a KOI koncentracié enyhén
megndvekedett 5 és 3,5 nap utan, mig hét nap elteltével a kimend vizben 151 £ 3,9 és 173 £2.9
mg/L volt a KOI koncentracidja. 55 mg/L GO hatasara a KOI eltavolitasi hatasfoka a masodik
napon mar elkezdett csokkenni, hét nap elteltével mar jelentésebben csokkent. A grafén-oxid
eredményezett. Ez arra utalhat, hogy amikor a GO NP mennyisége lassabban emelkedett, a

granularis iszapban 1évé mikroorganizmusok képesek voltak alkalmazkodni az 0j kornyezeti
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koriilményekhez. Ezt a jelenséget a szennyviz tisztitas soran a NaCl és a krom(VI) esetében is
megfigyelték korabban [98,99]. A KOI koncentracio 95 mg/L GO adagolas esetében is egy nap
elteltével folyamatosan emelkedett az elfoly6 szennyvizben, hét nap utan pedig a KOI értéke 342
+ 2,5 mg/L koriil volt, mig a tisztitasi hatasfok 73,7%-ra csokkent.

350
| Kontroll
—— GO 15 mg/L .
300 1 —— GO 25 mg/L .
{- GO 35 mg/L P s
550 - GO 55 mg/L .
. GO 75 mg/L
- GO 95 mg/L 2
CED 200 4= - - Hatareérték "/

Id6 (nap)

5.5. abra. A kémiai oxigén igény (KOI) koncentracidja a kimend szennyvizben a kontroll aerob granularis
iszapos (AGS) bioreaktor és a kiilonb6z6 mennyiségii grafén-oxiddal (15, 25, 35, 55, 75 és 95 mg/L)
szennyezett AGS bioreaktorok esetében. A hibasavok a harom parhuzamos minta szorasat jelolik.

Az irodalomban eleven iszapos rendszerekben is hasonlét figyeltek meg, a GO
nanorészecskék a KOI eltavolitas hatdsfokanak csokkenését eredményeztek. Példaul, a szintén
szakaszos tizemu (12 ora/ciklus) 3,5 L hasznos térfogatt bioreaktorban 13 mg GO akkumulécidja
esetében harom nap utdn a KOI koncentracidja az elfolyd vizben meghaladta a 91/271/EGK
iranyelv altal eldirt hatarértéket (125 mg/L) [60]. Ahmed és Rodrigues batch kisérleteiben (5 ora,
20 mL eleveniszap) a GO mar tiz mg/L koncentracidban is szerves anyag eltavolitas csokkenést
okozott [58]. Esetiinkben 25 mg/L. GO adagolas eredményeképpen (900 mg GO akkumulacio)
hat nap elteltével Iépte at a KOI koncentracio a torvényben eldirt hatarértéket. Eredményeink arra

engednek kovetkeztetni, hogy a granularis iszap jobban toleralta a GO részecskék jelenlétét, mint

39



az eleven iszap, mivel negativ hatast csak magasabb GO részecske koncentracioesetében
figyeltiink meg.

befolyasolta. A Kkisérletek soran a koncentracidjuk stabil maradt, csakugy, mint a kontroll
reaktorban. A denitrifikalo baktériumok, amelyek a nitrit és nitrat eltavolitasat végzik, tobbnyire
anoxikus vagy fakultativ anaerob mikroorganizmusok, igy a granulum belsé részében
helyezkednek el, ezért a grafén-oxiddal szemben védve vannak [72]. Igy feltchetden a
nanorészecskék nem tudtak behatolni a granulum bels6é szerkezetébe és ott negativ hatast
kifejteni. Ez valoszintlileg a polimer anyagoknak koszonhetd, mivel védelmet biztositanak a
mikroorganizmusok szamara (5.4c. abra) [100].

A GO hatasa az ammonia koncentracidra az 5.6. abran lathat6. A kontroll rendszerben a
NH4—N eltavolitasi hatasfoka 99,95% volt. Amig 15 mg/L koncentracioban a GO részecskék nem
okoztak jelentds hatékonysag csokkenést, addig 25, 35 és 55 mg/L GO esetében az elfolyd vizben
az ammonia koncentracidja mar 5,5; 4 és 2,5 nap elteltével emelkedni kezdett, a hetedik napon
2,36 +£0,03; 3,29 +£ 0,03 és 7,21 + 0,29 mg/L volt. A GO NP koncentréacidjanak 75 és 95 mg/L-re
torténé emelése a NH;—N tartalom erételjes novekedését eredményezte (13,47 + 1,06 és 21,69 +
1,23 mg/L), az eltavolitasi hatasfok 88,7% + 1,5% és 81,9% + 1,1%-ra csokkent.

He és mtsai. hasonlé megfigyeléseket irtak le a ZnO NP AGS-re gyakorolt hatdsardl, ahol
20 mg/L ZnO hatasara az NH4—N eltavolitasi hatasfoka 99,4%-rol 75,25%-ra csokkent mar egy
hét elteltével a hossza idejii kitettség kovetkeztében [70]. Nguyen és Rodrigues eleveniszapos
rendszerében a kis GO koncentracid (5 mg/L) hatasara mar négy napot kdvetden az elfolyo viz
ammonia tartalma megnovekedett (a tisztitasi hatasfok 30%-ra csokkent) és a szennyviz

mindsége nem felelt meg a térvényben meghatarozott hatarértékeknek [60].
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5.6. abra. Az ammonia-nitrogén (NH;—N) koncentracidja a kimend szennyvizben a kontroll aerob
granularis iszapos (AGS) bioreaktor és a kiilonbdz6 mennyiségii grafén-oxiddal (15, 25, 35, 55, 75 és 95
mg/L) szennyezett AGS bioreaktorok esetében. A hibasavok a hdrom parhuzamos minta szorasat jelolik.

Egy el6z6 kisérletben (batch test, 60 mg/L GO koncentracid) kimutattak, hogy a granularis
iszap nitrifikacio és a denitrifikacio folyamataira nem voltak hatassal a GO részecskék, viszont
ebben az esetben a kisérlet idétartama csupan négy ora volt [74]. Kisérletiinkben az 55 mg/L
koncentracioban alkalmazott GO NP hatasara a nitrifikaci6 mértéke két €s fél nap elteltével
csokkent. 95 mg/L GO adagolas mellett mar egy nap alatt csokkent a nitrifikacio, amikor az
akkumulalédott GO mennyiség 285 mg volt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a GO
nanorészecskék képesek negativ hatast Kifejteni a nitrifikaciora, viszont csak egy bizonyos id6
elteltével és a megnovekedett grafén-oxid mennyiség kdvetkeztében.

A foszfor eltavolitas hatasfokara a GO nanorészecskék mar kis koncentracioban is negativ
hatast fejtettek ki (5.7. dbra). A kontroll AGS bioreaktorban a kimend viz PO4—P koncentracioja
1 mg/L alatt volt. A foszfat koncentracidja a kezelt vizben 15 €és 95 mg/L GO koncentraciok
esetében hét nap elteltével 3,39 £ 0,07 és 6,32 + 0,11 mg/L értékre ndvekedett, mig az eltavolitasi
hatasfok 83,05% ¢és 68,4%-ra csokkent. Eleveniszapos rendszerekben is hasonlot figyeltek meg,
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ahol a GO mar kis koncentracioban hét nap utan a foszfat eltavolitasi hatasfokat 40%-ra
csokkentette [60]. Az aerob granularis iszap foszfat eltavolitasi képessége csokkent mas
nanorészecskék esetében is, mint példaul ZnO vagy CuO, viszont csak magasabb koncentraciok

esetében [71, 72, 99].
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5.7. abra. A foszfat (PO,—P) koncentracidja a kimené szennyvizben a kontroll aerob granularis iszapos
(AGS) bioreaktor ¢és a kiilonbozé mennyiségii grafén-oxiddal (15, 25, 35, 55, 75 és 95 mg/L) szennyezett
AGS bioreaktorok esetében. A hibasavok a harom parhuzamos minta szoérasat jelolik.

Egy lehetséges magyardzat a nanorészecskék anyag és szerkezetbeli kiilonbsége. Az
emlitett ZnO NP és CuO NP kozel gomb alaktiak voltak, mig a GO NP lemezes szerkezetiiek
(5.1a-b. dbra). A szennyviztisztitas soran a granulumok a reaktorban folyamatos mozgasban
vannak, igy a lemezes szerkezet jelentdsebb fizikai hatast fejthet ki. Egy masik lehetséges
magyardzat, hogy a GO NP gatolta a polifoszfat akkumulalasara képes mikroorganizmusok
(PAO) metabolikus mukodését, igy azok nem voltak képesek a foszfort intracellularis
polifoszfatként felhalmozni, ezért a foszfor a szennyvizbdél valo eltavolitasa csokkent [101].
Tovabbd a megndvekedett ammonia mennyiség is gatolhatja a foszfat hasznositasat, mivel a

PAO-k érzékenyek a magas ammonia koncentraciora [102].
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A kisérleteket 6,2 = 0,1 g/L MLSS koncentracidval inditottuk el. A kontroll rendszerben ez
az érték nem valtozott. A GO 15 mg/L koncentraciéban alkalmazva az MLSS tartalom
novekedését eredményezte (7,9 + 0,14 g/L), azaz a biomassza mennyiségére pozitiv hatassal volt.
25 ¢s 35 mg/L GO esetében az MLSS tartalom novekedett (7,6 = 0,07 és 7,02 = 0,11 g/L MLSS)
a kontrollhoz képest, viszont nem volt magasabb a 15 mg/L GO-val kezelt rendszerhez
viszonyitva. A GO koncentracid 75 és 95 mg/L-re emelése az MLSS erdteljes csokkenését
eredményezte, a kisérletek végén az MLSS koncentracidja 3,4 + 0,24 és 3,3 £ 0,31 g/L volt, az
tilepedési sebesség 21 m/orara csokkent és az SVIs 182 + 0,16 mL/g-ra ndvekedett. A
granulumok szerkezete megvaltozott, a feliiletiikon fonalas mikroorganizmusok jelentek meg

(5.4d. dbra), elveszitették kezdeti Osszetett €s tomor szerkezetiiket.

A szennyviztisztitas soran korabban leirtak, hogy a biomassza mennyisége jelentGsen
befolyasolja a KOI és nitrogén eltavolitasi hatasfokat [49]. Az eredményeink megerésitették ezt,
koncentraci6 negativan hatott a bioreaktorok miikddésére (a nanorészecskék a granularis
iszapban felhalmozodtak a folyamatos adagolas miatt), gatolta a biomassza képzddését, valamint
a KOI és nitrogén eltavolitdsat. A biomassza mennyiségének valtozasa a foszfor eltavolitasara
nem volt kozvetlen hatassal. A gatld hatast mas nanorészecskék esetében is megfigyelték, mint az
ezlst, cink és réz. A legtobb esetben kimutattdk, hogy a csokkend tdpanyag eltavolitas

hatékonysaga 0sszefliggott a granularis iszap EPS mennyiségével [70-72,103].

5.1.4. GO részecskék hatasa az EPS mennyiségére

Az EPS mennyiségét az AGS bioreaktorokban a kisérletek végén, a hetedik napon mértiik
meg. A kontroll rendszerben az EPS, PS és PN mennyisége 5,95; 3,27 és 2,68 mg/g MLVSS, mig
PN és PS aranya (PN/PS) 0,81 volt (5.8. dbra). A GO 15, 25 és 35 mg/L koncentraciokban
adagolva pozitiv hatast fejtett ki az EPS termelédésére. A PS mennyisége enyhén csokkent, mig a
PN kivalasztodasa erdteljesen 8,28; 5,87 és 5,21 mg/g MLV SS-re novekedett. Kovetkezésképpen
a PN/PS arany is novekedett, valdsziniileg a kornyezetidegen anyag altali ,,heat shock™ fehérjék
indukalodasa miatt, aminek a kovetkezménye a nagy mennyiségii fehérje kivalasztasa [71]. Ezen
,heat shock™ fehérjék aktivaloddsa megndveli a sejtek karos anyagokkal szembeni ellenallo
képességét a sejtfehérjék stabilizalasaval [104]. Az EPS termelédése 55, 75 és 95 mg/L GO

hatasara csokkent. A részecskék 95 mg/L koncentracioban az EPS, PS és PN mennyiségét 3,07,
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1,48 ¢és 1,59 mg/g MLVSS-re csokkentette, mennyiségiik a kontroll granularis iszapos
rendszerhez képest kortilbeliil fele lett.
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5.8. abra. Az extracellularis polimer anyag (EPS) tartalom és Gsszetétel a kontroll bioreaktorban [0
mg/L grafén-oxid (GO)] és a kiilonbdz6 nanorészecske koncentraciokkal (15, 25, 35, 55, 75 és 95 mg/L
GO) kezelt bioreaktorokban. A hibasavok a hdrom parhuzamos minta szorasat jelolik.

Az eredményeink azt sugalljak, hogy a nagy mennyiségii fehérje képes védelmet biztositani
a GO nanorészecskék negativ hatdsaval szemben. Amikor az EPS termelddését a GO NP
serkentette (15, 25 és 35 mg/L), a szerves anyag és nitrogén eltavolitdsaban nem észleltiink
jelentds negativ hatdst. Ezzel ellentétben a magasabb GO koncentracid (55, 75 és 95 mg/L)
csokkentette az EPS mennyiségét a granularis iszapban, és a bioreaktorok hatasfoka csokkent.
Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy az EPS mennyiségének valtozasa befolyasolta az NHs—N
eltavolitasi hatasfokat, mivel a PN mennyiségének csokkenése az elfolyd szennyvizben magasabb

ammonia koncentracidt eredményezett.

Egy el6z6 tanulmanyban mdar bizonyitottdk, hogy az EPS jelentds szerepet jatszik a

biologiai foszfor eltavolitasaban, mert a foszfor képes felhalmozddni az EPS matrixban [38].
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Tovabba kimutattak, hogy az EPS mennyiségének csokkenésével a granulum belsejében az
anaerob feltételek csokkennek [105]. Esetiinkben, korabbi megallapitasokkal szemben, mar kis
GO koncentracio hatasara is csokkent a foszfat eltavolitasanak hatékonysdga, annak ellenére,
hogy az EPS mennyisége magas volt. A kiilonbség feltehetden az iszapban meglévo kiilonb6zo

mikrobialis k6z6osségbdl eredhet [106].

crcr

fehérje mennyiség novekedett, mig a poliszacharidoké viszonylag stabil maradt. Korabbi
tanulmanyokban CuO részecskék esetében ehhez hasonléan fokozott PN termelddést figyeltek
meg alacsonyabb részecske koncentraciok mellett (5 és 20 mg/L), mig magasabb nanorészecske
koncentraciot alkalmazva (50 mg/L) a PN koncentracidja és a mikrobidlis diverzitas is csokkent
[71]. ZnO részecskék akut hatasanak vizsgalata soran ugyancsak serkentették a PN termel6dését,
mig a PS viszonylag valtozatlan maradt [103]. A ZnO 10 mg/L koncentracidban hosszatavon az
EPS termelddését és a nitrogén eltavolitasat is negativan befolyasolta, tovabba csokkentette a

bakterialis diverzitast [70].

Ezzel szemben az eziist nanorészecskék (Ag NP) 50 mg/L koncentracidoban jelentOsen
csokkentették a nitrifikaciot és denitrifikaciot, mikozben a mikrobialis diverzitas nem valtozott a
magas EPS mennyiségnek koszonhetéen [72]. Az EPS és nanorészecskék fizikai, kémiai és
biologiai kdlcsonhatdsai még nem teljesen ismertek. Az irodalomban a megfigyelt fizikai-kémiai
kolecsonhatasok koziil az elektrosztatikus, hidrofob és sztérikus kolcsonhatiasokat emelik ki. Az
EPS feliiletére jutott nanorészecskék a matrixon keresztiil eljuthatnak a mikroorganizmusokhoz
¢és ott sejthalalt okozhatnak, magas elektron-affinitasuk miatt blokkolhatjak a mikrobasejtek
kozotti  elektronatadast, igy megszakitva az elektrontranszport lancot, vagy karositva a
sejtmembrant [107,108]. A rendszeriinkben megfigyelt EPS termelés csokkenését feltehetden a

fent leirt jelenségek okozhattak.

Az EPS fontos szerepet tolt be a granulumos szennyviztisztitdas folyamataban. A
mikrobialis kozdsség egy bizonyos grafén-oxid koncentracioig (35 mg/L) képes volt hatékonyan
eltavolitani a szerves ¢€s szervetlen anyagokat a magas EPS mennyiség miatt. A GO
felhalmozodasa ¢€s toxikussaga kovetkeztében az iszap EPS tartalma csokkent €s valosziniileg a
sejtek elhalasahoz vezetett. Annak érdekében, hogy feltevéseinket tisztazzuk, megvizsgaltuk a

mikrobidlis kozosség Osszetételét és valtozasat.
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5.1.5. Mikrobialis kozosség elemzése

A kisérletek soran megvizsgaltuk a baktériumok fajosszetételének valtozasat, ehhez az
iszapbol kinyert genomi DNS 16S rDNS gén szakaszat PCR segitségével amplifikaltuk, majd
DGGE elvalasztasi-modszer utdn az egyedi savokat szekvenaltuk. A vizsgdlatokat a kezdeti
eleveniszapon, a granularis iszapon és a GO-val kezelt rendszereken egyarant elvégeztik. A GO
részecskékkel szennyezett rendszerekben csak azon iszapmintakat vizsgaltuk, ahol a méréseink
soran valtozast tapasztaltunk (15, 25 és 35 mg/L) hét nap elteltével. Tovabba 95 mg/L GO
koncentracio esetében is, ahol az AGS bioreaktor teljesitménye jelentésen csokkent.
A kezdeti eleveniszapban a kinyert DNS koncentracio 41,19 mg/g MLVSS volt, mig a granularis
iszapban 81,46 mg/g MLVSS (kozel kétszeresére emelkedett), amelyet a nagyobb biomassza
stiriséggel lehet magyarazni [109]. 15 mg/L GO kezelés utan a DNS mennyisége 84,20 mg/g
MLYVSS volt. Magasabb grafén-oxid mennyiségek eredményeképpen (25, 35 €s 95 mg/L) a DNS
koncentraci6 csokkent 47,98; 39,52 ¢és 23,08 mg/g MLVSS-re. Az alacsonyabb DNS
koncentraci6 0Osszefiigghet az MLSS ¢és EPS mennyiségével, mivel ezen paraméterek
csokkenésének kovetkeztében a baktériumkozosség még kitettebbé valt a kiilsd behatasokkal
szemben. Az iszapban talalhato mikrobialis DNS mennyisége szorosan kapcsolodik az iszap
szarazanyag ¢és az EPS mennyiségéhez a szennyviztisztitds folyamataban. Az EPS a
mikroorganizmusok altal kibocsatott, polimer jellegli anyagok Osszessége. Az EPS jelenléte és
mennyisége noveli az iszap szarazanyag tartalmat, mivel az EPS nagy része vizben oldhatatlan,
€s hozzajarul az iszap stabilitdsahoz, tovabba szerepet jatszik a mikroorganizmusok kozotti
kommunikécioban is. A mikrobidlis DNS mennyisége az iszapban fligg az iszapban jelen 1évd
mikroorganizmusok szdmatdl. Az iszapban taldlhatd mikroorganizmusok szdma és aktivitasa
szintén fligg az iszap szdrazanyag €s EPS mennyiségétol. Az iszapban 1évd mikrobidlis DNS
mennyisége tehat indikativ lehet az iszap bioldgiai aktivitasarol, azaz arrdl, hogy az iszapban

milyen mértékii a mikroorganizmusok novekedése és aktivitasa.

Tovéabba, a DNS mennyiségének csokkenése Osszefiigg a bioreaktorok szennyviztisztitasi
hatasfokanak csokkenésével, mivel a mikroorganizmusok mennyiségének csékkenése a szerves
és szervetlen anyagok eltavolitasi hatasfokanak csokkenését eredményezi.

A DGGE modszert a mikrobialis kozosség valtozasanak megfigyelésére alkalmaztuk. A
granulum képz6édés soran néhany faj eltiint, mig néhanyuk mennyisége az iszapban

megnovekedett, igy a KkozOsség Osszetétele jelentGsen megvaltozott (5.9a. dbra).
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Megfigyelésiinket az UPGMA elemzés is bizonyitja, mivel az eleveniszap és a granularis iszap

hasonlosaga alacsony (75,8%) (5.9b. dbra) volt, melyet mar masok is megfigyeltek [110].

A GO koncentracié novelése jelentds valtozasokat fejtett ki a kozosség Osszetételére. Az
UPGMA elemzés alapjan a 15 mg/L GO tartalom kismértékii valtozasokat eredményezett a
kozosségben (94,0%-0s hasonlosagot mutat a kontroll granularis iszaphoz képest), amely
alatamasztja a vizkémiai mérések eredményeit, miszerint 15 mg/L-ben alkalmazott GO
koncentraci6 nem befolyasolta jelentésen a bioreaktor teljesitményét. A részecskék 95 mg/L
koncentracidban adagolva erételjes valtozasokat eredményezetek, a DGGE-n a lathatdé savok
szama ekkor volt a legkisebb, ennek kovetkeztében a kezdeti granularis iszaphoz képest a
hasonlosag 71,5%-ra csokkent. Az UPGMA elemzés ramutatott, hogy a GO jelentds mértékben
befolyasolja a granulumok mikrobialis Osszetételét. Tapasztalataink megegyeznek a korabbi
tanulmanyok megfigyeléseivel, amelyekben a névekvé nanorészecske koncentracié a mikrobialis

Osszetételben szamottevo valtozast eredményezett [60,70,71].

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciokat kapjunk a GO mikrobidlis kozdsségre
gyakorolt hatasarol, a kivagott egyedi savokat ujra amplifikaltuk, szekvenaltuk €s azonositottuk.
A baktérium azonositasok eredményei és osztalyozasuk az 5.9c. dbrdn lathato. Tovabbi egyedi
savokat is amplifikdltunk és szekvenaltunk, viszont tobbszori ismétlés utdn sem sikeriilt az

azonositasuk, mivel ott kettd vagy tobb torzs is lehetett.

A granularis iszapot két f6 torzs, Proteobacteria és Actinobacteria alkotta, melyek megléte
alapveté a granulumok képzdodése miatt [111]. A grafén-oxiddal szemben legérzékenyebb az
Aquincola sp. és Nakamurella sp., mivel 15 mg/L GO koncentracio folott a granularis iszapban
nem voltak kimutathaté mennyiségben. Ezen nemzetségeket korabban eleveniszapban, granularis
iszapban és membran bioreaktorokban is kimutattak, szénforrasként gliikozt is hasznosithatnak és
EPS termelésére is képesek lehetnek [10,112-115]. Ahogyan az 5.5, 5.8 és 5.9 dbrdkon is lathato,
15 mg/L GO hatasara az elfolyd vizben enyhe KOI koncentracid ndvekedést tapasztaltuk,
valamint az EPS koncentraci6 ekkor volt a legmagasabb. A nanorészecske koncentracié tovabbi
novelésével a KOI értéke emelkedett és az EPS termelés csokkent. Az Aquincola és Nakamurella
nemzetséghez tartozé mikroorganizmusok valoszinilileg befolyasoltak a gliikkoz bontasat a
bioreaktorokban, valamint a két nemzetség kimutathatosagi szint ald csokkenése nagyban

hozzéjarulhatott az EPS mennyiségének csokkenéséhez. A rendszerekben kimutathato volt még a
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Hydrogenophaga nemzetség tobb faja, melyek vizsgalataink alapjan jobban toleraltdk a GO
jelenlétét, mivel csak a 95 mg/L GO-t tartalmazd rendszerben nem voltak kimutathatoak.
Hydrogenophaga torzseket mar AGS rendszerbdl is izolaltak, ahol fontos szerepet jatszottak a
szennyviztisztitas folyamataban [116]. Ezen fajok a nitrat redukalasara is képesek lehetnek [117],

ami magyarazhatja, hogy az elfoly6 szennyvizben nem mértiink nitrat mennyiség novekedést.

— — 70 80 90 100
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- “ - e —— — ; > =
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5 (Hydrogenophagasp. 99 IProteobacteria [B-proteobacteria
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5.9. abra. A mikrobialis kozosség valtozasa a kisérletek folyaman. a) Az eleveniszap, granularis iszap és
a grafén-oxiddal (15, 25, 35 és 95 mg/L) szennyezett granularis iszapok DGGE elvalasztassal kapott
eredménye. A nyilakkal megjeldlt egyedi savok a szekvenalashoz kivalasztott savokat jelolik. b) A DGGE
profil stilyozas nélkiili par csoport modszer szamtani atlag (UPGMA\) analizise. €) 16S rDNS szekvenalas
eredménye.

A magas GO koncentracio ellenére (95 mg/L) a Paracoccus sp., Acidovorax sp. és

Klebsiella sp. fajok kimutathatdak maradtak. A Paracoccus sp. és Klebsiella sp. képesek a nitrat

48



redukalasara [118,119], ezért feltehetéen fontos szerepet toltenck be a hatékony NOz—N
eltavolitasaban. Az Acidovorax sp. a szerves anyagok eltavolitasat végzi a biologiai
szennyviztisztitas soran [120], amely savjanak intenzitasa lecsokkent (5.9a. dbra), feltehetéen a
baktériumsejtek szama csokkent és nem voltak képesek a rendelkezésre allo szerves anyag
hatékony eltavolitasara. A még azonositott Rhodovarius sp. legjobb tudomasunk szerint nem vesz

részt a szennyviztisztitasban, a torzset egy ipari higiéniai ellenérzés soran izolaltak [121].

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a kornyezeti tényez6k és a mikrobialis k6zosség

kozti kapcsolatot, redundancia elemzést (RDA) végeztiink el (5.10. abra).
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5.10. abra. A mikrobialis kdzosség Osszetétele €s a kornyezeti tényezok kolesonhatasa hét nap elteltével.
A redundancia elemzés a grafén-oxid (mint kdrnyezeti valtozo), a vizkémia paraméterek és a mikrobidlis
kozosség kozotti sszefliggést mutatja be.

A redundancia elemzésen jol lathatd, hogy a novekvéd GO nanorészecske mennyiség
negativ Osszefliggést mutat az Aquincola és Nakamurella nemzetségekkel. Ezzel szemben a
Klebsiella sp. pozitiv Osszefliggést mutat a magas, 95 mg/L GO mennyiséggel, amely
megegyezik a DGGE kisérlet soran megfigyeltekkel. A legnagyobb alkalmazott GO koncentraciod
adagolas hatas (95 mg/L) szintén pozitivan Osszefiigg az elfolyd szennyvizben megnovekedett

KOI ¢és NH4-N koncentracidkkal, hiszen ebben az esetben mértiikk a legmagasabb értékeket. A
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magas GO NP mennyis€ég negativ Osszefliggést mutat az iszap EPS mennyiségével és a
Hydrogenophaga nemzetséggel, ami ugyancsak azt sugallja, hogy 95 mg/L koncentracioban a
polimer anyagok eldallitdsa jelentdsen gatolva volt. A RDA elemzés alapjan a vizsgalt
rendszeriinkben a Hydrogenophaga nemzetség fontos szerepet tolthet be az EPS termelésében,

mivel egy viszonylag erds pozitiv dsszefliggés figyelhetd meg.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az aerob granulumok kialakitasa sikeriilt a
bioreaktorokban. A kontroll reaktorban a KOI és NH4-N eltavolitasi hatasfoka 93,50% és 99,95%
volt. A GO 15, 25 és 35 mg/L mennyiségben a KOI eltavolitasi hatasfokat a kontrolhoz képest
3,65%, 5,12% és 6,81%-val csokkentette, az NH4-N eltavolitasi hatasfokat pedig 0,74%, 1,92%
és 2,69%-val csokkentette. Ezzel szemben, 55 mg/L. GO esetében, amikor az EPS mennyisége
mar alacsonyabb volt a kontrollhoz képest, a KOI és NH4-N eltavolitasi hatasfokok a kontrolhoz
képest 14,5% ¢és 5,96%-val csokkentek, vagyis ekkor tapasztaltuk a legnagyobb negativ ugrast az
eltavolitasi hatasfokokban. A GO 15, 25 és 35 mg/L mennyiségben novelte az EPS mennyiségét,
mig 55 mg/L GO hatasara az EPS mennyisége alacsonyabb volt a kezdeti iszapéhoz képest, 5,02
mg/g MLVSS-re csokkent. Habar ekkor a fehérje mennyisége magasabb volt a kontroll iszaphoz
képest, az el6z6 GO adagolashoz képest (35 mg/L) jelentdset, 1,81 mg/g MLVSS-t csokkent. A
GO mennyiségét 75 és 95 mg/L-ra novelve az EPS és PN mennyiségének tovabbi csokkenését
eredményezte. A GO NP hatasanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a GO NP 35 mg/L
koncentracioig alkalmazva még a rendszer szennyviztisztitasi hatdsfokaban nem okozott erételjes
negativ hatasokat hét nap elteltével sem, amely foként a kezdeti granularis iszaphoz képest
magasabb EPS mennyiségének tulajdonithatd. A GO NP alkalmazasa nagyobb mennyiségben
mar jelentds hatasfokcsokkenést okozott a bioldgiai rendszerben, amellyel parhuzamosan a
biomassza és annak EPS tartalma is csokkent. A mikrobidlis kozosségben is figyeltiink meg
valtozasokat, ennek mélyebb elemzése érdekében hatékonyabb és ujabb moddszerekkel torténd
analizalasa valt sziikségessé. Ezért a késobbiekben a granularis iszap mikrobialis Gsszetételét

ujgeneracios szekvenalasi eljarassal vizsgaltuk.
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5.2. Lépcsozetes GO nanorészecske koncentrdcio novelésének hatasa az AGS bioreaktor
miikodésére

Zheng és mtsai. a cérium-oxid nanorészecskék (Cerium oxide nanoparticle—CeO, NP)
granularis iszapra gyakorolt hatisat, valamint a bioreaktor regenerdlodd képességét vizsgaltak.
Azt tapasztaltdk, hogy a nanorészecskék csokkentették a bioreaktor tapanyag eltavolitasi
képességét az EPS mennyiségének novekedése ellenére. Azonban, amikor a kisérlet végén a
bioreaktort nanorészecske-mentes szintetikus szennyvizzel taplaltdk, a nitrogén és foszfor
eltavolitasanak hatasfoka elkezdett novekedni és végiil a bioreaktor miikodése par nap elteltével
visszaallt kezdeti allapotba [122]. Tudomasunk szerint egyetlen korabbi tanulmany sem vizsgalta
a GO nanorészecskék hosszl tdvu hatasat az AGS bioreaktor teljesitményére, ahol a részecskék
kitettséget kovetden képes-e a granularis iszap regeneralddni, ami egy bioldgiai rendszer fontos

jellemzoje.

Ennélfogva a kutatds masodik f6 célja a GO nanorészecskék hosszi tava hatasanak
vizsgalata volt az AGS SBR esetében. A kisérlet soran, az eldz6 kisérleti rendszerrel ellentétben,
egyetlen bioreaktort alkalmaztunk (két parhuzamosan miikodé bioreaktor), ahol a betaplalt
szintetikus szennyviz GO NP tartalmat 1épcs6zetesen noveltiik 0 mg/L-r6l 115 mg/L-ig. Minden
esetben a kisérleti idGtartam tizennégy nap volt (6sszesen 112 nap), igy dsszesen nyolc kisebb
részre VoIt bonthat6 a kisérlet, amely soran a részecskék adagolasi koncentracidja a kovetkezo
volt: 0, 15, 35, 55, 75, 95, 115 és 0 mg/L. A nyolcadik fazisban a szintetikus szennyviz mar nem

tartalmazott GO-t, igy meg tudtuk vizsgalni az AGS bioreaktor regeneralodo6 képességeét.

A kisérlet teljes idOtartama alatt naponta mértiik az elfolyd szennyviz KOI, NH;—N,
NO,—N, NO3—N ¢és TP koncentraciojat. A kiillonbozo fazisok végén (14, 28, 42, 56, 70, 84, 98 és
112 napokon) pedig megvizsgaltuk az iszap mikrobidlis aktivitasat (SOUR, SAOR, SNOR,
SNIRR, SNRR, SPUR, SPRR), EPS mennyiségét (PS+PN), valamint a fontosabb iszap index
paramétereket (MLSS, MLVSS, SVIs). Az iszapban végbemend szerkezeti valtozasokat pasztazo

elektronmikroszkoppal kdvettiikk nyomon.

5.2.1. GO részecskeék tapanyag eltavolitasra gyakorolt hatasa
A kisérlet soran az elfolyd szennyviz nitrit- és nitrat-nitrogén tartalma jelentés mértékben

nem valtozott, 0,4 = 0,01 és 0,5 = 0,15 mg/L koncentraciok kozdtt maradt. Korabbi
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kutatasunkban is hasonlét tapasztaltuk, valamint hasonlot leirtak aerob granularis iszapos
rendszerekben is, amikor CuO és Ag nanorészecskéket adagoltak a bioreaktorba [71,72]. Az 5.11.
abran a kimend szennyviz KOI, NH4—N és TP koncentracidja és eltavolitasi hatasfoka lathato.
Az NH,2—N eltavolitdsi hatadsfoka viszonylag stabil maradt a GO részecskék nagy
koncentracidban torténd adagoldsa esetében is. Az els6 fazisban (nem tartalmazott GO-t a
szintetikus szennyviz) az ammonia-nitrogén eltavolitasi hatasfoka 99,95% volt, ami 115 mg/L
GO adagolast kovetéen 88,58%-ra csokkent, vagyis a részecskék nem gatoltdk erdteljesen a
nitrifikalé mikroorganizmusok miikodését. Figyelembe véve az elfolyd viz alacsony NO,—N és
szervetlen nitrogénvegyiiletek eltavolitasi hatasfoka 80% folott maradt, igy a bioreaktorbol
tavozo tisztitott szennyviz mindsége megfelelt az Europai Parlament 91/271/EGK irdanyelvének

[123].

A GO NP mennyiségének 1épcsdzetes emelése az elfolyd KOI koncentraciéo ndvekedését
eredményezte. Az elsd fazisban a KOI eltavolitasi hatasfok 94,15% volt, mig 87,07%-ra csokkent
35 mg/L GO hatasara, a kezelt szennyviz meghaladta az iranyelvben megadott 125 mg/L KOI
hatarértéket (5.2 tabldzat). Nagyobb mennyiségii GO részecske esetében (95 és 115 mg/L) az
elfolyo viz KOI koncentracidja jelentésen megemelkedett, 419,45 és 532,13 mg/L volt. Ennek
egyik lehetséges oka a folyamatosan csokkend pH lehet. Mig az els6 két fazisban a pH 7,3 £ 0,1
volt, a részecske koncentracio ndvelése a pH csokkenését eredményezte, ezért megfeleld értéken
tartasa folyamatos NaOH és KOH adagolést igényelt. Erre azért volt sziikség, mert a szintetikus
szennyvizben 1évo pufferként szolgalo NaHCO3; nem volt elegendd, igy a ligok adagolasaval
valamelyest biztositani tudtuk a rendszerben a mikroorganizmusok szadmara optimalis pH értéket.
Feltehet6en az aerob szerves anyag lebontasat végzé mikroorganizmusok érzékenyek voltak a
grafén-oxiddal szemben, mig a granulumok belsejében 1évé anaerob mikroorganizmusok védve
voltak. Ezért az anaerob koriilmények kozott keletkezd szerves savak felhalmozodhattak a
bioreaktorban, tovabbi gatlo hatast kifejtve egyes prokariota szervezetekre [124]. A KOI és
NHs—N esetében, 98 nap elteltével, amikor a bemend szintetikus szennyviz mar nem tartalmazott
nanorészecskét, a reaktor eltavolitasi hatasfoka novekvd tendenciat mutatott. Tizennégy nap
elteltével a kimend szennyviz NH4—N és KOI koncentracioja 0,42 és 103,74 mg/L volt, amelyek

kozel azonosak a kezdeti értékekkel. Ezen eredmény arra utal, hogy a bioreaktorban a granularis
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iszap regeneralodo képessége kivaldo volt, a heterotréf és nitrifikald mikroorganizmusok

metabolikus aktivitasa javult a GO NP adagolas megsziintetése utan.

5.2. tablazat. Az elfoly6 szennyviz tizennegyedik napokon mért vizkémiai paraméterei: a
kémiai oxigén igény (KOI), ammonia nitrogén (NH4—N) és 6ssz-foszfor (TP) eltavolitasi
hatasfokok, az iszap szuszpendalt lebegdanyag tartalma (MLSS), az iszap térfogati index (SVIs),
valamint a kiséreltek soran bejutd grafén-oxid (GO) mennyisége. A bemend szennyviz KOI,
NH;—N ¢és TP koncentracioja 1300, 120 és 20 mg/L.

Az egyes Kisérleti fazisok vége napokban megadva, valamint az

Szennyviz paraméterek adagolt GO NP mennyiség mg/L-ben megadva

14 28 42 56 70 84 98 112
GO=0 GO=15 GO=35 GO=55 GO=75 GO=95 GO0=115 GO0=0
Kimend KOI (mg/L) 76,05 113,24 168,09 273,58 335,26 419,45 532,13 103,74

KOl eltavolitasi hatasfok (%) 94,15 91,28 87,07 7896 7421 67,73 59,07 92,02

Kimend NH4—N (mg/L)

NH.—N eltavolitasi hatasfok 0,05 0,62 1,87 4,24 7,72 11,38 13,71 0,42

99,95 9948 9844 96,47 9357 90,52 88,58 99,65

(%)
Kimen6 TP (mg/L) 0,49 2,19 3,81 5,01 6,38 7,41 8,49 4,96
TP eltavolitasi hatasfok (%) 97,55 89,05 8095 7495 6810 62,95 57,55 75,20
MLSS (g/L) 6,22 8,12 7,87 7,23 5,41 4,78 3,74 4,47
SVIs (mL/g) 3415 33,65 42,76 5495 84,49 120,73 17439 72,68

Ossze bemend, akkumulalodott

GO NP mennyiség (g) 0 0,88 2,94 6,17 10,58 16,17 22,93 22,93

A TP eltavolitasi hatasfokat a GO mar kis mennyiségben is negativ befolyasolta. Mig a
kezdeti fazisban a foszfor eltavolitasi hatasfok 97,55%-0s volt, addig a GO 15 mg/L
koncentracioban mar 89,05%-ra csokkentette a TP eltavolitast, mig 115 mg/L hatasara a TP
eltavolitasi hatasfok 57,55%-ra csokkent. A biologiai foszfor eltavolitas soran a
mikroorganizmusok aerob koriilmények kozott felveszik a foszfort, mig anaerob koriilmények
kozott a folosleges foszfort leadjak [125], igy vélhet6en esetiinkben az aerob foszfor felvételére
képes mikroorganizmusok voltak gatolva. Az utols6, GO NP mentes fazis végén az elfolyo
szennyviz TP koncentracidja 4,96 mg/L volt, amely a foszforeltavolitas gyenge regeneralodo
képességére utal. Zheng és mtsai. CeO;, nanorészecske adagolds megsziintetést kovetden is
hasonlot figyeltek meg, amely esetben a KOI eltavolitasi hatasfok par nap elteltével helyreallt,

mig a TP eltavolitas nem allt vissza eredeti allapotaba [122].
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5.11. abra. A grafén-oxid nanorészecskék (GO NPS) tapanyag eltavolitasra gyakorolt hatasa. A GO

mennyiségét 14 naponta ndveltilk 0 mg/L-rdl 15, 35, 55, 75, 95 és 115 mg/L-re, végiil két héten at a

bioreaktorok GO nélkiili szennyvizzel taplaltuk a) kémiai oxigén igény (KOI), b) ammonia-nitrogén

(NH;—N), ¢) 6ssz-foszfor (TP).

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a GO NP a foszfor eltdvolitdsra nem csak akut

ben

r

ége rész

r

”r

hatast, hanem kronikus hatast fejtett ki. A bioreaktor csokkend biomassza mennyis
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magyarazhatja a fokozatosan csokkend tapanyag eltavolitast. Az els6 fazisban a reaktor MLSS
tartalma 6,22 g/L volt, mely 15, 35 és 55 mg/L GO adagolast kovetéen névekedett, viszont 75, 95
¢s 115 mg/L GO hatasara 5,41, 4,78 és 3,74 g/L-re csokkent. Az utolso fazis javuld tapanyag
eltavolitasat pedig a magasabb MLSS is magyarazhatja (4,47 g/L). Az SVIs mar 15 mg/L GO
adagolas utan is csokkend tendenciat mutatott, amely az egyre lassulo ililepedési sebességnek

tulajdonithato be.

Két korabbi tanulményban a GO részecskék eleveniszapra gyakorolt hatisat vizsgalva
hasonld kovetkeztetésre jutottak. Akut hatdsvizsgalat soran (5 ora Kkitettségi id6 20 mL
eleveniszapban) a szerves anyag eltavolitasanak hatasfoka mar 50%-kal csokkent 10 mg/L GO
NP adagolast kovetden, mig a foszfor €s nitrogén eltavolitas mértéke 100 mg/L GO esetében
csokkent 50%-kal. [58]. A GO NP (5 mg/L) kronikus hatasat 3,5 L hasznos térfogath
bioreaktorokban, tizenkét oras ciklusok esetében vizsgaltak, ahol a KOI koncentracioja ez elfolyo
szennyvizben 75 mg/L-r61 180 mg/L-re novekedett tiz nap elteltével, mig a foszfor és ammonia

koncentracidja a kezdeti 0,4 és 0,1 és g/L-r6l 16,5 mg/L-re emelkedtek [60].

Mas nanorészecskék hatasat vizsgalva megallapitottdk, hogy a ZnO nanorészecskék
negativan befolyasoltak a granularis iszap nitrogén eltavolitasi hatasfokat, viszont az elfolyé KOI
koncentracidja nem valtozott [70]. A CuO nanorészecskék pedig a granularis iszap biologiai
foszfor eltavolitd képességét és a biomassza mennyiségét iS csokkentették [71]. Mindezek
tilkrében elmondhato, hogy a kiilonbdz6 nanoanyagok hatasa a bioreaktorok mitkddésére eltérd
volt, koszonhetden eltérd szerkezeti, morfologiai és kémiai tulajdonsagaiknak, viszont a
nanorészecskék kivétel nélkiil negativ hatassal vannak a vizsgélt bioreaktorokban, tekintet nélkiil

az adott reaktorokban megtalalhaté mikroba kozosségek Osszetételére.

5.2.2. GO nanorészecskék hatasa a granularis iszap mikrobidlis aktivitasara

Az 5.12. dabran lathatdé a GO nanorészecskék mikrobidlis aktivitdsra gyakorolt hatésa,
amelyeket a kiilonb6z6 fazisok végén (tizennégy naponta) mértiink. A részecskék 15 és 35 mg/L
koncentraciora emelése a SOUR szignifikans novekedését eredményezte: 42,04-r61 45,11, illetve
45,89 mg O,/g MLVSS*h-ra emelkedett (5.12a. dbra). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a GO
alacsonyabb mennyiségben pozitiv hatassal volt a granularis iszapban 1évé heterotrof, szerves
anyag lebonté mikroorganizmusaira. AGS esetében, amikor a betaplalt szintetikus szennyviz

sOtartalmat enyhén megnovelték, a SOUR novekedését tapasztaltak [126]. Ezzel szemben, a
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nanorészecske koncentracid 75, 95 és 115 mg/L-re torténéd emelése a SOUR szignifikans
csokkenését okozta (p < 0,01 és p < 0,001), a SOUR 38,04, 34,93 és 33,14 mg O,/g MLVSS*h-ra
csokkent. A tapasztalt valtozdsok szorosan Osszefiiggenek a KOI eltavolitasi hatasfok
csokkenésével. Az utolsd6, GO mentes fazis végén, a SOUR értéke 39 mg O,/g MLVSS*h-ra

emelkedett, amely magyarazhatja az elfoly6 szennyviz csokkend KOI tartalmat.

Mind a SAOR és a SNOR enyhén csokkend tendenciat mutatott a GO mennyiségének
folyamatos novelésének soran (5.12b. dabra). A SAOR szignifikans csokkenése csak 75, 95 és
115 mg/L-es GO koncentraci6 hatasara volt megfigyelhet6 (p < 0,05 és p < 0,01), ekkor a kezdeti
4,85-r61 4,42; 4,25 és 4,12 mg N/g MLVSS*h-ra cs6kkent. Az aerob granularis iszap SAOR
értekének csokkenése Osszefliggésben van az elfolyd szennyviz ndvekvd NHi—N
legmagasabb GO mennyiség esetén is csak 3,6 mg N/g MLVSS*h-ra csokkent a kezdeti 3,85 mg
N/g MLVSS*h-rol. Az eredmények arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a magasabb GO részecske
koncentraci6  képes jelent6sebb negativ  hatast kifejteni az ammonia  oxidalo
mikroorganizmusokra, mig a nitrit oxidalo folyamatokra nem. Eleveniszapos bioreaktorban
korabban hasonldé megfigyelést tapasztaltak, amikor a nagyobb mennyiségli ZnO és CeO;

nanorészecskét tartalmazott a bemend szennyviz [82,92].

Ahogyan az 5.12c. dbrdn is lathaté, a GO NP nem okozott szignifikans valtozast a SNRR
esetében (p > 0,05), viszont a SNIRR kimutathatéan csokkent 75, 95 és 115 mg/L GO adagolast
kovetden (p < 0,05). Ezen eredmények magyarazhatjdk a bioreaktor kivalo NO,—N és NO3z—N
eltavolitasi képességét, igazolva, hogy a GO NP nem befolyéasolja 1ényegesen a denitrifikald
mikroorganizmusok miikodését kdszonhetéen a granulumok szerkezetének. A stabil NO,—N és
NO3z—N eltavolitasi hatasfok egy masik magyarazata, hogy a granularis iszap SNRR és SNIRR
Osszértéke mindig magasabb, mint a SAOR és SNOR a kisérlet soran [92,126]. Vagyis az
alacsonyabb ammonia és nitrit oxidacids mérték kovetkeztében kevesebb nitrit €s nitrat
keletkezett, aminek redukalasa akar elemi nitrogénné (koszonhetden a gyakorlatilag valtozatlan

nitrat redukcids mértéknek) is sikeresen végbement.
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5.12. abra. A grafén-oxid (GO) nanorészecskék mikrobialis aktivitasra gyakorolt hatasa. a) specifikus
oxigén felhasznalasi mértékét (SOUR), b) specifikus ammonia oxidacios mértékét (SAOR) és specifikus
nitrit oxidacios mértékét (SNOR), c) specifikus nitrit redukcios mértékét (SNIRR) és specifikus nitrat
redukcios mértékét (SNRR), d) specifikus foszfor felvétel mértékét (SPUR) és specifikus foszfor leadasi
mértékét (SPRR). A csillagok a szignifikans kiilonbséget jelolik (* = p < 0,05; ** =p < 0,01 és ***=p <
0,001) a kontroll mintahoz képes (14. napon mért érték).

A kisérletben a SPRR, szemben a SPUR értékével, egy lassabban csokkend tendenciat
mutatott a részecske mennyiségének novelésével (5.12d. abra). A SPRR szignifikans csokkenése
a GO koncentracio 55 mg/L-re emelése utan volt megfigyelhetd (p < 0,05), tovabbi
nanorészecske koncentracido emelést kovetden pedig mar erdteljes csokkenést tapasztaltunk (p <
0,001). Ezzel szemben a SPUR szamottevé csokkenése mar 15 mg/L GO adagolast kdvetden is
tapasztalhaté volt (p < 0,05), magasabb koncentracioban pedig tovabbi jelentds csokkenés volt
észlelhetd (p < 0,001). A SPRR és SPUR valtozasa alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a GO az

acrob foszfor felvételt hamarabb és erételjesebben gatolta, mint az anaerob foszfor leadast.
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Eredményeinkhez hasonléan, korabbi tanulmanyokban is a megndvekedett nanorészecske
mennyisége hatasara az iszap SPUR és SPRR érték csokkent, amik az elfolyd viz foszfor

koncentracidé novekedését eredményezték [82,92,127,128].

5.2.3. GO nanorészecskék hatasa az AGS EPS mennyiségére

Az 5.13. abran a granularis iszap PS, PN és EPS mennyisége lathatd, amely értékeket a
kiilonb6z6 fazisok végén mértiink meg. Kezdetben az iszap EPS tartalma 5,89 mg/g MLVSS
volt, mig a PS és PN tartalma 3,29 és 2,6 mg/g MLVSS. A GO részecskék 75 mg/L-es
koncentracioig torténd adagolasa az EPS szignifikdns mennyiségének novekedését eredményezte,
foként 35 és 55 mg/L koncentracioban, amely esetekben az EPS jelentdsen (p < 0,001), kozel 12
mg/g MLVSS-re novekedett. A PN mennyisége is hasonld, szignifikansan novekvé tendenciat
mutatott (p < 0,01 és p < 0,001), a kezdeti 2,6 mg/g MLVSS-rél 4,69, 7,31, 8,69 és 5,93 mg/g
MLVSS-re nétt a mennyisége, mig a PS viszonylag stabil maradt, ezért az EPS PN/PS aranya is
megndvekedett 0,82-r61 1,53, 1,75, 2,74 és 2,51-re. Habar az EPS mennyisége 75 mg/L. GO
hatasara is magasabb volt, mint kezdetben, ennek ellenére az EPS mennyiségének csokkend
tendenciajat tapasztaltuk. Tovabba az extracelluldris polimert alkot6 PN/PS ardnya is csokkend
tendenciat mutat, jelezvén, hogy féként fehérje mennyisége csokkent. Ekkor mar olyan
mennyiségben juttattunk a bioreaktorokba grafén-oxidot, hogy feltehetéen az EPS, de foként a
fehérje termelé mikroorganizmusok metabolikus aktivitdsa IS jelentésen csokkenhetett, ami a

késébbiekben még tovabb fokozodott.
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5.13. abra. Grafén-oxid (GO) nanorészecskék hatasa a poliszacharid (PS), fehérje (PN) és az
extracellularis polimer anyag (EPS) mennyiségére. A csillagok a szignifikans kiilonbséget jelolik (* =p <
0,05; ** =p < 0,01 és *** =p < 0,001) a kontroll mintahoz képes (14. napon mért érték).

Korabbi kisérletiinkben (5.8. dbra) amikor a GO mennyiséget nem szakaszosan emeltiik,
hanem mindig az kiilén reaktorba adagoltuk a GO-t az EPS mennyisége mar 25 mg/L GO
adagolas hatasara csokkenni kezdett, ebben a kisérletben a GO részecskék 95 és 115 mg/L-es
mennyiségben eredményezték az EPS (foként a fehérje) 5,46 és 5,52 mg/g MLVSS-re torténd
csokkenését. Ez a kiilonbség abbol adodhat, hogy mig el6zdleg a GO NP mennyiséget mindig
kiilon bioreaktorban noveltiik, addig itt a GO-t ugyanazon bioreaktorban emeltiik, igy a
mikroorganizmusok képesek voltak egyfajta védelmi mechanizmust kialakitani, valamelyest
adaptalodva a kornyezethez. Az 5.11 és 5.13. abrak alapjan megfigyelhetd, hogy amikor a fehérje
mennyisége elkezdett csokkenni (75, 95 és 115 mg/L GO), az elfolyé szennyviz ammonia

koncentraciodja jelentés mértékli ndvekedést mutatott. Feltehetden a SAOR és a PN is jelentdsen
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hozzajarult a hatékony ammonia eltavolitishoz. Alacsonyabb CuO NP koncentraciok (5 és 20
mg/L) is a granularis iszap PN/PS arany és a PN mennyiségének jelentds novekedését
eredményezték, mig 50 mg/L CuO részecske koncentracio esetében mar csokkend tendenciat
tapasztaltak [71]. Joshi és mtsai. leirtak, hogy a nagy mennyiségben termel6dé EPS az Ag
nanorészecskék aggregalodasat eredményezte, ezaltal védve a mikroorganizmusokat a részecskék
okozta stresszel szemben [129]. Korabbi tanulméanyok és sajat észrevételeink alapjan
elmondhatjuk, hogy EPS jelentds szerepet tolt be a mikroorganizmusok védelme szempontjabol,
mivel az iszap polimer anyag tartalmanak csokkenése a bioreaktorok tapanyag eltavolitasi

hatasfokanak csokkenéséhez vezetett.

A kisérlet utolso fazisaban, amikor csak szintetikus szennyvizzel taplaltuk a bioreaktort, az
EPS mennyisége jelentésen magasabb volt a kezdeti fazishoz képest, 8,61 mg/g MLVSS-ra
emelkedett. A magas EPS tartalom a megndvekedett PN mennyiségnek tulajdonithaté be, mivel a
PS nem véltozott szignifikdnsan (p > 0,05). A bioreaktorban akkumulalodott GO részecskék
tovabbi erbteljes negativ hatast mar nem fejtettek ki a granularis iszapra, valamint a hosszl tava

kitettség nem okozott irreverzibilis hatast az EPS termel mikrobialis kozosségre.

Eredményeinket Osszegezve megallapithatd, hogy a GO NP koncentracidjanak fokozatos
novelése a nitrogén eltavolitas hatasfokat kisebb mértékben befolyésolta, mint a KOI ¢és TP
eltavolitasat. A denitrifikécids folyamatokat még 115 mg/L GO adagolas sem befolyasolta, mig
az ammonia eltavolitas 12%-kal csokkent. A denitrifikacié anaerob koriilmények kozott megy
végbe, igy azt anaerob mikroorganizmusok is végzik. A granulumok belsejében anaerob
kortilmények és mikroorganizmusok vannak jelen, ezért azok védve voltak a nanorészecskékkel
szemben. Ezzel szemben a bioreaktorban a foszfor eltavolitasi hatasfok nagyon érzékeny volt a
részecskékkel szemben, amely tapasztalat megegyezik el6z0  kisérletiinknél  tett
megallapitasokkal. A vizkémiai mérések eredményeit szorosan kovették a mikrobialis
aktivitasban tapasztalt valtozasok. Az EPS poliszacharid tartalma alig valtozott a kisérlet soran,
mig a PN mennyisége 55 mg/L GO adagolasig novekedett, és 75 mg/L GO utdn méar csokkend
tendenciat mutat. A PN csokkenése Osszefiigghet az ammonia oxidacids és nitrit redukcios
mértékével, mivel szignifikdns csokkenésiiket csak 75 mg/L GO adagolast kovetden
tapasztaltunk. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az ammonia oxidalasat és a nitrit redukalasat

végzé mikroorganizmusok a fehérje szintetizalasaban is fontos szerepet toltenek be. Végezetiil a
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tobb napon at tart6 GO NP adagolast megsziintetve az AGS SBR kivaldo regeneralodasi
képességet mutatott a KOI és ammonia esetében, amely egy bioldgiai szennyviztisztitdé rendszer
esetében kiemelkedd fontossdggal bir. A foszfor eltavolitds esetében hasonld, nagymértéki
javulasat nem tapasztaltunk, habar ebben az esetben is a foszfor eltavolitdsi hatasfok 57%-rol
75%-ra, vagyis 18%-ot javult. A kevésbé javuld tendencia a foszfor esetében feltehetGen a
foszfor eltavolitdé mikroorganizmusok kornyezeti valtozasokkal szembeni érzékenységére

vezethetd vissza, amely a biologiai szennyviztisztitok egyik sarkalatos pontja.

5.3. Szén-alapu nanorészecskék toxicitas vizsgalata az aerob granuldris iSzapos
bioreaktorokban
A szénalapu nanoanyagok aerob granuldris iszapra gyakorolt hatasat még csak kevesen

vizsgaltak. El6z6 kisérleteinkben a GO nanorészecskék hatasat kiilonboz6 koncentracidkban
vizsgaltuk, azonban a mikrobidlis k6zosség mélyrehatd vizsgalatat nem végeztiik el. Ennélfogva
munkank harmadik szakaszaban, kutatasunk f6 célja a G NP, GO NP, SWCNT és MWCNT
kronikus (tiz nap) hatdsanak vizsgalata volt. Az irodalomban a nanoanyagok hatasat kiilonb6zo
tulajdonsagu bioreaktorokban vizsgaljak, amelyek miikodési paraméterei, a szintetikus szennyviz
Osszetétele és mikrobidlis kozossége is eltérd. Ezért fontosnak tartottuk, hogy az emlitett
nanoanyagokat azonos koriilmények kozott vizsgaljuk meg. A bioreaktorokat 1, 5 és 10 mg/L
nanoanyag tartalmu szintetikus szennyvizzel taplaltuk tiz napon at, naponta két alkalommal
mérve (minden harmadik ciklusban) a kimené szennyviz KOI, PO,*, NH,~N, NO,—N és NOs—N
tartalmat. Az egyes kisérletek végén (tizedik napon) pedig az iszap iilepedési képességét,
mennyiségét és EPS tartalmat mértiikk, valamint a granulumok szerkezetében végbemend
véltozasokat SEM segitségével vizsgaltuk. Végiil pedig 16S rRNS ujgeneracids szekvenalasi

modszert alkalmazva a mikrobidlis kozdsségben tortént valtozasokat vizsgaltuk meg.

5.3.1. Szénalapu nanoanyagok jellemzése

A G NP és GO NP részecskék SEM felvételein lathatd azok lemezes alakja és szerkezete,
valamint a SWCNT és MWCNT csdszerii alakja (5.14. dbra). Az eléallitott GO nanorészecskék
rontgendiffraktogramjan lathato a jellemz6 20 = 11.24° reflexié (5.15a. dbra), amely alapjan a
lemezek kozotti tavolsag koriilbeliill 7.86 A [95]. A G nanorészecskék rontgendiffrakcios
felvételén 20 = 26.5°-nal 1évo reflexié (5.15a. dbra) utal az egykristalyos szerkezetre [60]. A
SWCNT és MWCNT XRD mintazatan 20 = 26° és 43°-nal lathatéak a nanocsovekre jellemz6
karakterisztikus reflexiok (5.15b6. dbra) [130,131]. A G NP, GO NP, SWCNT és MWCNT

61



anyagok Raman spektruman a szénalapt anyagokra jellemz6 G (~1600 cm ™) és D (~1355 cm ™)

savok jol megfigyelhetéek voltak (5.16. abra) [66,97].
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5.14. abra. Szénalapt nanoanyagok pasztaz6 elektron mikroszkopos (SEM) felvételei. a) grafén (G), b)
grafén-oxid (GO), ¢) egyfalu szén nanocsé (SWCNT), d) tobbfalt szén nanocs6 (MWCNT).
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5.15. abra. Szénalapu nanoanyagok rontgendiffraktometrias (XRD) spektruma. a) grafén (G) és grafén-
oxid (GO), b) egyfala szén nanocsé (SWCNT) és tobbfalu szén nanocs6 (MWCNT).
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5.16. abra. Szénalapti nanoanyagok Raman spektruma. a) grafén (G) és grafén-oxid (GO), b) egyfala szén
nanocsd (SWCNT) és tobbfalu szén nanocsé (MWCNT).

5.3.2. A granularis iszapban végbemend valtozasok

A Dbioreaktorok kezdeti biomassza mennyisége 6,4 + 0,1 g/L volt minden esetben. A
nanoanyagok az altalunk alkalmazott koncentracioban a biomassza mennyiségének novekedését
eredményezték (5.3. tdbldzat). Az iszapindexben valtozast nem tapasztaltunk 1 és 5 mg/L CBN
adagolast kovetden, viszont 10 mg/L GO és SWCNT hatdsara enyhe novekedést mértiink,

koszonhetben annak, hogy az tilepedési sebesség csokkent (5.4. tdabldzat).

Az 5.17. abran a granulumok felszine lathaté a 10 mg/L szén-alapu nanoanyag adagolas a
tizedik napon. Mig a G nanorészecskék tobbnyire aggregalodott formaban lathatoak, addig a
hidrofil GO NP nem alkotott aggregatumokat a granulumok felszinén. Nguyen és Rodrigues
eleveniszapos bioreaktorban is a G NP jobb aggregalodo képességét figyelték meg és részben

ezzel magyaraztak a GO nanorészecskék nagyobb toxicitasat [60].

63



“

[ y
10.0um ~10.0kV 13.0mm x

:-‘f-

5.17. abra. A granularis iszap felszine a szén-alapti nanoanyagok 10 napos kitettségét kvet6en. a) grafén
nanorészecske adagolas, b) grafén-oxid nanorészecske adagolas, €) egyfalt szén nanocs6 adagolas, d)
tobbfalu szén nanocsé adagolas.

A SWCNT ¢és MWCNT adagolast kovetden a granulumok felszinén palcika alaka
mikroorganizmusok jelentek meg, ez a mikrobialis kdzosség valtozasat vetitette elére. Tovabba

az is megfigyelhet6 volt, hogy a szén-nanocsovek beépiiltek a granulumok szerkezetébe.

5.3.3. Szén-alapi nanoanyagok az aerob granularis iszapos bioreaktorokra gyakorolt
hatasa

A kontroll bioreaktor elfolyo vizének NH;—N, NO,—N, NO3s—N, KOI és PO43' tartalma 0,07;
0,04; 0,63; 74,35 és 0,78 mg/L volt, a NH4—N, KOI ¢és PO43' eltavolitasi hatdsfoka pedig 99,94%;
94,28% ¢és 96,1%. A nitrogén eltavolitas hatdsfokara a nanoanyagok nem fejtettek ki hatést,
kivéve a GO NP, amely 10 mg/L-es koncentracidban nyolc nap elteltével az elfolyd szennyviz
NH4—N koncentracidjat 0,7 mg/L-re novelte, mig tiz nap elteltével 0,9 mg/L-re névekedett (5.3.
tablazat). A granulumok felszinén talalhato nitrifikald mikroorganizmusok szamara az EPS

megfeleld védelmet biztosithatott az altalunk adagolt szennyezd anyagokkal szemben, igy azok
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az ammoniat képesek voltak hatékonyan oxidalni. Mig a keletkez0 nitratot a granulumok

belsejében €16 denitrifikalé mikroorganizmusok eltdvolitottak a szennyvizbdl.

5.3. tablazat. Az elfoly6 szennyviz 10. napokon mért vizkémiai paraméterei: a kémiai oxigén igény
(KOTI), ammonia nitrogén (NH,—N) és foszfat (PO,—P) eltavolitasi hatasfokok, az iszap szuszpendalt
lebegbanyag tartalma (MLSS), az iszap térfogati index (SVIs), valamint a kiséreltek soran bejutd szén-
alapu nanoanyagok (CBN) mennyisége [grafén (G) és grafén-oxid (GO)]. A bemend szennyviz KOI,
NH,—N és PO,—P koncentracidja 1300, 120 és 20 mg/L.

Bemeno szintetikus szennyviz CBN tartalma

Szennyviz paraméterek 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
G GO G GO G GO
Kimené KOI (mg/L) 69,43 67,39 80,23 93,63 108,29 163,35
KOI eltavolitasi hatasfok (%) 94,66 94,82 93,83 92,80 91,67 87,43
Kimen6 NH;—N (mg/L) 0,06 0,07 0,08 0,11 0,1 0,91
NH,—N eltavolitasi hatasfok (%) 99,95 99,94 99,93 99,91 99,92 99,24
Kimené PO,~P (mg/L) 0,73 0,98 0,91 1,37 2,03 3,21
PO,—P eltavolitasi hatasfok (%) 96,35 95,1 95,45 93,15 89,85 83,95
MLSS (g/L) 6,65 6,71 7,23 7,51 7,54 7,83
SVIs (mL/g) 33,54 34,28 35,14 33,95 3494 3943
Ossze bemené CBN konc. (mg) 42 42 210 210 420 420

5.4. tablazat. Az elfoly6 szennyviz 10. napokon mért vizkémiai paraméterei: a kémiai oxigén igény
(KOI), ammonia nitrogén (NH;—N) és foszfat (PO,—P) eltavolitasi hatasfokok, az iszap szuszpendalt
lebegbanyag tartalma (MLSS), az iszap térfogati index (SVIs), valamint a kiséreltek soran bejutd szén-
alapu nanoanyagok (CBN) mennyisége [egyfalu szén nanocs6é (SWCNT) és tobbfalll szén nanocs6
(MWCNT)]. A bemend szennyviz KOI, NH,—N és PO,—P koncentracidja 1300, 120 és 20 mg/L.

Bemeno szintetikus szennyviz CBN tartalma

Szennyviz paraméterek 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
SWCNT MWCNT SWCNT MWCNT SWCNT MWCNT
Kimen6 KOI (mg/L) 75,04 67,62 83,09 78,59 141,78 124,39
KOI eltavolitasi hatasfok (%) 94,23 94,80 93,61 93,95 89,09 90,43
Kimen6é NH;~N (mg/L) 0,07 0,08 0,08 0,08 0,15 0,11
NH,—N eltavolitasi hatasfok (%) 99,94 99,93 99,93 99,93 99,88 99,91
Kimen6 PO,—P (mg/L) 0,84 0,83 1,19 1,05 3,09 2,27
PO,—P eltavolitasi hatasfok (%) 95,80 95,85 94,05 94,75 84,55 88,65
MLSS (g/L) 6,58 6,62 7,23 7,53 7,68 7,85
SVIs (mL/qg) 34,29 33,52 35,27 34,73 41,56 36,71
Ossze bemené CBN konc. (mg) 42 42 210 210 420 420
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A G ¢é GO (1 és 5mg/L) kronikus toxicitasdnak vizsgalata soran az ammonia
nem valtoztak [60]. Guo és mtsai. a granularis iszap hatékony nitrifikacios tulajdonsagat
tapasztaltak GO NP (60 mg/L) akut hatasat vizsgalva [74]. A ZnO nanorészecskék 5 mg/L
mennyiségben nem fejtettek ki negativ hatast a granularis iszap ammonia eltavolitasi hatasfokara,
viszont 10 mg/L koncentracioban adagolva negyvendt nap elteltével az ammonia eltavolitasi
hatasfokanak 8-9%-os csokkenését okozta [70]. Ezzel szemben az AGS bioreaktorokban
végbemend nitrifikacid és denitrifikdcid hatékonysaga nem valtozott az Ag ¢és CuO

nanorészecskék 50 mg/L mennyiségben valo adagolasat kovetden sem [71,72].

A G, GO, SWCNT és MWCNT nanoanyagok 1 mg/L mennyiségben az elfolyd szennyviz
alkalmazasa mellett csak a GO NP okozott enyhe KOI novekedést 6t nap elteltével. A G,
SWCNT és MWCNT adagolas 5 mg/L mennyiségben nem okozott negativ hatast, feltehetden a
granulumok képesek voltak jobban toleralni ezen anyagok jelenlétét. A nanoanyagok 10 mg/L-es
adagolast kovetéen mar jelentds valtozast okoztak a KOI eltavolitasdban. Koziiliik a grafén
okozta a legkisebb negativ hatast, a tizedik napon a KOI koncentracidja 108,29 mg/L-re
emelkedett a kezdeti 74,35 mg/L-rél, viszont még igy sem Iépte at 91/271/EGK iranyelvben
meghatarozott hatarértéket. A MWCNT negativ hatdsa 10 mg/L koncentracidban habar nagyobb
volt a grafénhoz képest, még igy is az eldirt 125 mg/L-es hatarérték alatt volt a szennyviz KOI
értéke. Ezzel szemben a GO és SWCNT 10 mg/L-es adagolast kdvetden az elfolyd szennyviz
KOI tartalmdt a megengedett hatarértek folé novelte, ezaltal a szennyviz utdkezelése
szilkségszeri lenne. A GO ¢és a SWCNT magasabb fajlagos feliilettel és reaktivitassal
rendelkeznek, mint a G ¢é a MWCNT, ami nagyobb mértékben befolyasolhatja a
mikroorganizmusok életképességét és aktivitasat a szennyviztisztité bioreaktorokban. A
magasabb reaktivitas azt is okozhatja, hogy a GO és SWCNT a bioreaktorban talalhaté kémiai
anyagokkal reagalnak és 0j vegyiileteket hozhatnak létre, amelyek negativan befolyasolhatjdk a

szennyviztisztitas hatasfokat.

Feltehetden ebben a koncentracidban jelen 1év6 szén nanorészecskék gatoltak az AGS
aktivitasat, igy hosszabb id6t igényelhetett a szerves anyagok cltavolitasa, és ezaltal csokkent a

szennyviztisztitas hatékonysaga.
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5.18. abra. A kémiai oxigén igény (KOI) koncentracio valtozasa a kimené szennyvizben a szén-alapu
nanoanyagok 1, 5 és 10 mg/L mennyiségben torténé adagolasat kovetden. a) grafén (G) adagolas, b)
grafén-oxid (GO) adagolas, ¢) egyfalt szén nanocsé (SWCNT) adagolas, d) tobbfalt szén nanocs6
(MWCNT) adagolas.

Nguyen és Rodrigues az eleveniszapos bioreaktorba 5 mg/L mennyiségli grafént adagolva
mar 6t nap elteltével a KOI eltavolitas jelentés csokkenését figyelték meg [60], amely eredmény
azt sugallja, hogy a granularis iszap jobban toleralta a G NP adagolast. A kémiai oxigén igény
eltavolitasara a GO 10 mg/L koncentracidban fejtette ki a legmarkdnsabb negativ hatast, mivel
mar hét nap utan az elfoly6 szennyvizben 1évé KOI koncentraci6 is a térvényben meghatarozott
érték felett volt (>125 mg/L), a tizedik napon pedig mar 163,35 mg/L volt. A szén nanocsévek
esetében a SWCNT négy nap utan, a MWCNT pedig 6t nap elteltével okozta az elfolyo
szennyviz mindségének romlasat. Szakirodalmi adatok alapjan, a G, GO és MWCNT akut hatasa
<100 mg/L mennyiségben nem okozta az eleveniszapos rendszer KOI eltavolitdsanak
csokkenését, viszont nagyobb mennyiségli (100-300 mg/L) adagolas mellett jelentds
hatasfokcsokkenést figyeltek meg [58,65,132]. Ezzel szemben, a G és GO nanorészecskék 1

mg/L mennyiségben a bioreaktorok szerves anyag eltavolitasat csokkentették [60].

67



A biologiai foszfor eltavolitasdban, hasonloan a KOI eltavolitashoz, negativ valtozasokat
tapasztaltunk a nanoanyagok kiilonb6z6 mennyiségekben torténd adagolasat kovetden
(5.19 dbra). A PO, eltavolitasra a nanoanyagok 1 mg/L mennyiségben nem okoztak negativ
hatast a kisérlet idotartama alatt. 5 mg/L GO és SWCNT adagolast kdvetden az elfolyd szennyviz

PO koncentracioja enyhén megnovekedett négy €s hat nap elteltével.
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5.19. dbra. A PO,* koncentraci6 valtozasa a kimend szennyvizben a szén-alapi nanoanyagok 1, 5 és 10
mg/L mennyiségben adagolast kovetéen. a) grafén (G) adagolas, b) grafén-oxid (GO) adagolas, ¢) egyfala
szén nanocsé (SWCNT) adagolas, d) tobbfalt szén nanocsé6 (MWCNT) adagolas.

A GO és SWCNT 10 mg/L mennyiségben mar jelentGsen gatolta a granularis iszap
bioldgiai foszforeltavolitasat, a tizedik napon a PO,> 3,21 és 3,09 mg/L-re novekedett az elfolyod
vizben. A G és MWCNT adagolas kisebb negativ hatast okozott, tiz nap elteltével az elfolyo
szennyviz PO,* koncentracioja 2,03 és 2,27 mg/L volt.

A szennyviztisztitds soran a biologiai foszforeltavolitast foként az aerob polifoszfat
akkumulalé mikroorganizmusok végzik el, azaltal, hogy a foszfor vegyiileteket felhalmozzak.

Viszont ezen organizmusok nagyon érzékenyek a kornyezeti valtozasokkal szemben [133], igy
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példaul ha a rendszer pH-ja, hémérséklete vagy mas kornyezeti paraméterek jelentésen

megvaltozik, akkor ezen organizmusok foszfor akkumulalé hatékonysaguk csokkenhet.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a granularis iszapban 1évé foszfor
eltavolitasat végz6 mikroorganizmusok a G és MWCNT nanoanyagokat jobban toleraltak, mint a
GO-t és SWCNT-t. Ez magyarazhato azzal is, hogy a GO és SWCNT reaktivitasa nagyobb mint
a G ¢é MWCNT nanoanyagoké, igy az amugyis ¢&rzékeny foszfat akkumulald
mikroorganizmusokhoz  sejtekhez  kapcsolédva  gyengitik azok membranjat, igy a
sejtorganellumok kijutnak a kdrnyezetbe (szennyvizbe) tovabb rontva az elfolyd viz mindségi

paramétereit [60,134].

Zheng ¢és mtsai. a SWCNT és MWCNT akut hatdsat vizsgaltak (négy ora) az eleveniszap
esetében. Méréseik sordn nem tapasztaltak a foszfat eltdvolitds hatékonysagaban negativ hatast
még 100 mg/L nanocs6 adagolas kovetden sem [67]. Ezzel szemben, Hai és mtsai. a MWCNT
kronikus hatdsdnak vizsgéalata soran az elfolyd szennyviz megndvekedett foszfor tartalmat
figyelték meg mar 1 mg/L szén nanocsé bevitele soran is [65]. Eredményeinkhez hasonldan,
Nguyen ¢s Rodrigues a GO toxikusabb hatasat észleltek az eleveniszap foszfor eltavolitdsa soran
a grafén nanorészecskékkel szemben [60]. Aerob granularis iszap esetében, a ZnO
nanorészecskék 10, 50 és 100 mg/L mennyiségben nem okoztak akut negativ hatast a foszfor
eltavolitasaban [69], viszont kronikus kitettséget kovetden mar 5 mg/L koncentracioban is az
elfolyd szennyviz foszfor koncentracigjdnak a ndvekedését okoztdk, 10 ¢és 20 mg/L

mennyiségben adagolva negativ hatasuk még erételjesebb volt [70].

5.3.4. Szén-alapu nanoanyagok hatasa az EPS mennyiségére

Kisérletiink soran a kontroll bioreaktorban a granularis iszap PS €s PN mennyisége 3 és 2,4
mg/g MLVSS volt (5.20. dbra). A kiilonb6z6 mennyiségii nanoanyagok a tesztek soran az iszap
PS tartalmat jelentds mértékben nem befolyasoltak, amely jelenséget CeO,-, CuO- és ZnO
nanorészecskék adagolasat kovetden korabban mar megfigyeltek [69,70,122]. A poliszachariddal
szemben, a PN mennyisége jelentds mértékben emelkedett a nanoanyagok adagolasat kdvetden,

amely valosziniileg hozzajarult a stabil nitrogén eltavolitashoz.

A G NP ¢és MWCNT mennyiségének emelése a PN (ezaltal az EPS) folyamatos és
Iépcsdzetes novekedését okozta. 1, 5 és 10 mg/L G és MWCNT hatasara, az EPS mennyisége a
kezdeti 5,44 mg/g MLVSS-r6l 6-6,6; 9,1-8,9 és 9,6-9,9 mg/g MLVSS-re emelkedett. A GO és
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SWCNT is pozitiv hatassal volt az iszap EPS mennyiségére. Viszont abban az esetben, amikor a
betaplalt szintetikus szennyvizben a nanoanyagok mennyisége 10 mg/L volt, az EPS mennyisége
alacsonyabb volt, mint az 5 mg/L adagolést kovetden. Feltehetden a GO és SWCNT 10 mg/L
mennyiségben adagolva mar toxikus hatast fejtett ki, ezért a mikroorganizmusok mar nem voltak
keépesek nagy mennyiségli EPS eldallitasara. Ezzel szemben, a G és MWCNT nem okozhatott
hasonlé mértékii negativ hatast, ezért a mikrobdk nagyobb mennyiségli EPS szintetizalasara
voltak képesek a védekezés céljabol. A granularis iszap eltérd EPS tartalma 0sszefliggésben van a
tapanyagok eltavolitasaval: 10 mg/L nanoanyag adagolast kovetden minél kisebb volt az EPS
mennyisége, annal magasabb volt az elfolyd szennyviz tdpanyag tartalma, valamint a kevesebb
mikroorganizmus kevesebb tapanyagot tud metabolizalni. A GO és SWCNT magasabb toxicitasa
valoszintileg szerkezeti és kémiai tulajdonsagaik miatt lehet, mivel a G joval hajlamosabb az
aggregaloddasra, mint a GO (ahogyan az 5.14. dbrdn is lathatd), valamint a SWCNT atmérdje
kisebb, mint a MWCNT, igy fizikai hatasa erdteljesebb lehet a sejtekkel szemben [60,67].
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5.20. abra. Szénalapu nanoanyagok hatasa az extracellularis polimer anyagok (EPS) mennyiségére és
osszetételére [poliszacharid (PS) és fehérje (PN)] a kiilonboz6 bioreaktorokban. A grafén (G), grafén-oxid
(GO), egytalu szén nanocsé (SWCNT) és tobbfalu szén nanocsé (MWCNT) utani szamok a nanoanyagok

mennyiségét jelolik mg/L-ben megadva.
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5.3.5. A nanoanyagok hatdsa a mikrobidlis kézosségre

Annak érdekében, hogy meg tudjuk vizsgdlni a szénalapu nanoanyagok hatasat a
mikrobialis kozosség esetében, a 10. napi granularis iszap mintakat szekvenaltuk ¢és a
szekvencidkat az NCBI GenBank nemzetk6zi szekvencia- adatbdzisban helyeztiik el (projekt
szam: PRINA670422). A 13 darab szekvenalt minta 16S rRNS génszekvenciajanak teljes szama
1286356 leolvasas volt. Az egyes kisérletek NCBI azonositdo kodjait az 5.5. tablazatban

talalhat6ak meg.
5.5. tablazat. NCBI azonositok kisérletenként.

NCBI azonosito Szénalapd nanoanyag tipusa és mennyisége
SRR12938547 Kontroll
SRR12951107 Grafén (1 mg/L)
SRR12951108 Grafén (5 mg/L)
SRR12951110 Grafén (10 mg/L)
SRR12951158 Grafén-oxid (1 mg/L)
SRR12951159 Grafén-oxid (5 mg/L)
SRR12951166 Grafén-oxid (10 mg/L)
SRR12951167 Egyfal szén nanocs6 (1 mg/L)
SRR12951168 Egyfalt szén nanocs6 (5 mg/L)
SRR12951171 Egyfalll szén nanocsé (10 mg/L)
SRR12951173 Tobbfalt szén nanocsé (1 mg/L)
SRR12951178 Tobbfalt szén nanocsé (5 mg/L)
SRR12951182 Tobbfalt szén nanocsé (10 mg/L)

A mérés alapjan a kezdeti iszapban a legdominansabb a Proteobacteria torzs volt (5.21.
dbra). A nanoanyagok hatasara, foként a GO és SWCNT esetében, az Actinobacteria torzs relativ
abundanciaja jelentés mértékben csokkent, mig ezzel szemben a Bacteriodetes gyakorisaga
megndvekedett. Osztaly szinten a legelterjedtebb képviselok a Gamma-, Alpha- és
Betaproteobacteria, Flavobacteriia ¢és Actinobacteria voltak, amelyek mennyisége a

nanoanyagok adagolasat kovetden szintén valtozott (5.22. dbra).
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5.21. abra. Szénalapu nanoanyagok hatasa az aerob granularis iszap mikrobialis dsszetételére torzs
szinten. A grafén (G), grafén-oxid (GO), egyfall szén nanocsé (SWCNT) és tobbfal szén nanocsd
(MWCNT) utani szamok a nanoanyagok mennyiségét jelolik mg/L-ben megadva.

A kisérletek végén mért értékeket, Osszehasonlitva a kezdeti granularis iszapbol vett
mintakbol szarmazd adatokkal, a nemzetségek jelentés valtozasat tapasztaltunk (5.23. dbra).
Példaul a Zoogloea, Flavobacterium, Gemmobacter és Raoultella abundanciaja megnovekedett,
mig a Devosia, Stenotrophomonas és Tahibacter nemzetségek csokkentek a G NP, GO NP,
SWCNT ¢és MWCNT adagolasat kovetéen. A Comamonas, Dyadobacter, Lysobacter,
Gemmobacter és Pseudoxanthomonas fontos szerepet jatszanak a szennyviz nitrogén
vegyiileteinek eltavolitasaban [135-137], gyakorisaguk a kiilonb6z6 nanoanyagok adagolasat
kovetéen eltéréen valtozott. A Comamonas és Dyadobacter relativ mennyisége jelentésen
novekedett a GO és MWCNT hatasara, mig a Lysobacter abundanciaja a G és SWCNT adagolast
kovetden emelkedett, a GO és MWCNT pedig csokkenést okozott ezen esetekben. Az
Acidovorax nemzetség tagjai a nitrogén ciklus fontos szerepl6i, és hozzajarulnak a szennyvizben

talalhatd ammonia atalakitdsdhoz nitrattd és nitritté. Ezen folyamatok révén csokkentik a
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Abundancidja a nanoanyagok mennyiségének emelésével folyamatosan novekedett, ami arra utal,
hogy a toxikus anyagokkal szemben ellenalld nemzetség, igy elésegitve a hatékony
szennyviztisztitast. Ezen nemzetségek eltérd valtozasa magyardzhatja a hatékony nitrogén
eltavolitast, mivel a nanoanyagok eltérd nitrogén eltavolitd nemzetségre voltak hatdssal: mig az

egyik nemzetség abundanciaja csokkent, addig egy masiké novekedett.
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5.22. abra. Szénalap(i nanoanyagok hatasa az aerob granularis iszap mikrobialis Gsszetételére osztaly
szinten. A grafén (G), grafén-oxid (GO), egyfall szén nanocsé (SWCNT) és tobbfal szén nanocsd
(MWCNT) utani szamok a nanoanyagok mennyiségét jelolik mg/L-ben megadva.
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A Streptophyta, Stenotrophomonas és Xenophilus nemzetségek képesek a szennyviz
szerves anyag eltavolitasara [137-139]. Abundanciajuk a GO, SWCNT és MWCNT Kkitettséget

kovetden csokkent, amely magyarézhatja az elfolyé szennyviz megni')vekedett KOI

crer

fajta részecske adagolasa utan (kivéve GO), folyamatosan nagyobb volt a kezdeti értékhez
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képest. Feltehetden ezen két szerves anyag eltavolitasara képes nemzetség esetiinkben nem
jatszott elengedhetetlen szerepet a gliikoz eltavolitasa soran [137]. Tobb el6z6 tanulmanyban is
megallapitottak, hogy az Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas és Runella nemzetségek fontos
szerepet jatszanak a szennyvizben talalhato foszfor polifoszfatokka alakitasaban [136,137,140].
Rendszeriinkben, a kezdeti granularis iszapban e nemzetségek mennyisége alacsony volt, viszont
foként a GO NP, SWCNT és MWCNT hatasara abundancidjuk megndvekedett, mig a G jelentds
valtozast nem okozott esetiikben. A jelentds foszfor eltavolitasi hatasfok csokkenést azonban
ezen megfigyelésekkel nem tudtuk magyarazni, valdsziniileg a nanoanyagok kémiai-fizikai uton
gatoltdk a hatékony foszforeltdvolitast, azaltal, hogy a foszfat hozzaférhetdségét korlatoztak.
Tovabba, az is el6fordulhatott, hogy a foszfor akkumuldlasdra képes mikroorganizmusok
aktivitasa csokkent, igy azok nem voltak képesek felhalmozni a foszfort, annak ellenére sem,

hogy a foszfor akkumulal6é mikroorganizmusok abundancidja megnovekedett.
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5.23. abra. Szénalapu nanoanyagok hatasa az aerob granularis iszap mikrobialis Osszetételére nemzetség
szinten. A grafén (G), grafén-oxid (GO), egyfali szén nanocs6é (SWCNT) és tobbfalll szén nanocsé
(MWCNT) utani szamok a nanoanyagok mennyiségét jelolik mg/L-ben megadva.

Az EPS szintézisére képes Nakamurella volt a legabundansabb nemzetség a kezdeti
granularis iszapban [23], viszont relativ gyakorisaga a G NP, GO NP, SWCNT és MWCNT

adagolast kovetden is csokkent a kezdeti értékhez képest. Valosziniileg a Nakamurella nemzetség
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kiemelten fontos EPS termeld, ezért fontos szerepet jatszik a granulumok kialakulasa soran,
viszont nagyon érzékeny a kdrnyezetidegen anyagokkal szemben. A Zoogloea egy jol ismert EPS
termelé mikroorganizmus [135], amely relativ abundanciaja a nanoanyagok mennyiségének
emelésével folyamatosan novekedett rendszereinkben. He és mtsai., valamint Zheng és mtsai.
ZnO ¢és CuO nanorészecskék adagolasa, valamint mennyiségiik novelését kovetden szintén a
Zoogloea nemzetség abundancidjanak és a granularis iszap EPS mennyiségének novekedését
figyelték meg [70,71]. A Flavobacterium is képes EPS szintézisére [137], amely abundanciaja
szintén minden reaktorban magasabb volt mint a kontroll iszapban. Feltételezhetéen az emlitett
két nemzetség a granularis iszap nélkiilozhetetlen EPS termeld mikroorganizmusai, amelyek jol
toleraljak a nanoanyagok jelenlétét. A Devosia nemzetség tagjai is képesek EPS szintézisre [141],
viszont csak a grafénnal szemben voltak toleransak, a GO, SWCNT ¢s MWCNT jelentds

csOkkenést okoztak mennyiségiikben.

Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a szekvenalas alapjan a legelterjedtebb nemzetségek
(Nakamurella, Flavobacterium, Lysobacter, Zoogloea, Gemmobacter, Pseudomonas ¢&s
Raoultella) mindegyikénél megfigyelték, hogy képesek az EPS eldallitasara [140,142-146],
amely szintén magyarazhatja a folyamatosan novekvd EPS mennyiséget, ezaltal védve a tobbi
mikroorganizmust a toxikus anyagoktol, igy fenntartva egy hatékony szennyviztisztitasi

hatékonysagot.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a szén nanoanyagok a granuléris iszap mikrobidlis
kozosségeének jelentds dsszetételbéli €s mennyiségi valtozasat okoztak. Néhany nemzetség, mint
a Zoogloea, Gemmobacter és Pseudomonas alkalmazkodott az 01j kornyezethez, mig a legtobb
mikroorganizmus abundancidja csokkent, vagy mennyiségiik kimutathatosagi szint ald csokkent
(példaul a Nakamurella, Lysobacter ¢és Devosia nemzetségek) a granularis iszapbol a

nanoanyagok altal kifejtett toxikus hatas kovetkeztében.

Az 5.6. tabldzat szemlélteti a mikrobidlis kozdsség szekvencia és taxon szamat, valamint az
Alfa diverzitasat, 0sszegezve a fontosabb informacidkat és a kiilonb6z6 bioreaktorokban 1évo
mikroorganizmusok diverzitds indexeit. A 13 minta lefedettsége 92% ¢€s 97% kozott valtozik, ami
azt jelzi, hogy a kapott szekvencidk tobbnyire meghatarozasra keriiltek a szekvenalas kiértékelés
soran. A szekvenciak és a taxonok szama a kontroll granularis iszapban volt a legmagasabb

(kivéve az 5 mg/L MWCNT-t), amely arra utal, hogy a szén-alapt nanoanyagok negativ hatassal
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voltak a granularis iszap Ossz-mikrobialis kozosségére. A legtobb szekvencia szamot a GO
esetében mértiink, ami arra utalhat, hogy a grafén-oxid féként a mikroorganizmusok metabolikus
aktivitasara volt hatassal. A legkevesebb szekvencia szamot a SWCNT adagolasokat kdvetéen
mértlink, ami arra enged kovetkeztetni, hogy negativ hatdsat a mikroorganizmusokra sejthalél
okozasa altal fejti ki. A taxonok szama a diverzitds ¢és az egyedszam becslésére szolgal. A
taxonok szamat tekintve a kontroll iszaphoz képest minden esetben csokkenést tapasztaltunk
(kivéve az 5 mg/L MWCNT-t), ami aldtdmasztja a nanoanyagok toxikus hatdsit a
mikroorganizmusokra nézve. A legalacsonyabb taxonszamokat a SWCNT adagolas hatasara
kovetkezett be, ami szintén aldtdmasztja azt az elképzelést, hogy a nanocsdvek sejthalalt

okoznak, mig a tobbi nanoanyag inkabb metabolikus aktivitas csokkenést okozhat.

5.6. tablazat. A granularis iszap mikrobialis k6zosségének diverzitds becslése

. Nanoar}y?g Szekvencia Taxonok Chao Simpson Shannon ,
Minta mennyiség . . . . . Lefedettség
szam szama index  index index
(mg/L)

Kontroll 0 112272 716 489 0,93 3,79 0,93
1 86903 573 392 0,95 3,96 0,92
G NP 5 93083 637 411 0,95 3,78 0,94
10 101773 626 389 0,93 3,54 0,95
1 105225 602 391 0,96 3,93 0,93
GO NP 5 104930 599 386 0,96 3,82 0,95
10 111294 666 410 0,96 3,95 0,94
1 88566 526 334 0,93 3,34 0,97
SWCNT 5 88993 596 366 0,95 3,68 0,96
10 96652 458 297 0,94 3,47 0,97
1 91024 464 286 0,95 3,57 0,97
MWCNT 5 116190 780 464 0,97 4,32 0,94
10 89451 691 439 0,96 4,12 0,94

A Shannon diverzitas index alapjan a G NP 1 mg/L mennyiségben a mikrobialis diverzitast
novelte, mig magasabb mennyiségben a diverzitas enyhén csokkent. A GO esetében a diverzitas a
kezdeti granularis iszaphoz képest magasabb volt, ami egybevag a magasabb szekvencia és
taxonomia szamokkal, szintén arra utalva, hogy a GO foként aktivitds csokkenést okoz a
granularis iszapban. A SWCNT adagolést hatdsara a diverzitasi index jelentdsen alacsonyabb

volt, szintén azt sugallva, hogy a szén nanocsé sejthalalt okoz.
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A fékomponens analizis (PCA) alapjan lathato (5.24. dabra), hogy a mikrobialis k6zOsségre
novelése 5 és 10 mg/L-re mar nagyobb valtozast okozott, hasonlot, mint a SWCNT 1 és 5 mg/L
mennyiségben. Viszont a mikrobidlis Osszetételre a legerdteljesebb valtozast SWCNT 10 mg/L és
a MWCNT 1 mg/L-es adagolasa okoztak. A MWCNT némileg ellentmondhat a mért vizkémiai
valtozasoknak, ami alapjan feltehetden ebben az esetben nem a legfontosabb tapanyag

eltavolitasaért felelés mikroorganizmusok osszetételében okozott jelentds atalakulast.
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5.24, abra. A granularis iszap mikrobialis kozosségének fokomponens analizise (PCA) nemzetség szinten.

Kisérleti eredményeink azt bizonyitjak, hogy a vizsgélt szén-alapti nanoanyagok koziil a
szennyviztisztitds hatdsfokara a G ¢s MWCNT fejtették ki a legenyhébb hatést, a KOI esetében
még 10 mg/L-es mennyiségben sem 1épték at 91/271/EGK iranyelvben meghatarozott 125 mg/L-
es hatarétéket, mig a foszfor eltavolitas tekintetében a kimend szennyviz éppen, hogy atlépte a 2
mg/L-es hatarétéket. Ezzel szemben a GO és SWCNT 10 mg/L mennyiségben az elfolyd

szennyviz KOI és foszfor tartalma is meghaladta az iranyelvben eléirtakat, ami a befogadé kozeg

crer
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mennyiségének csokkenése is hozzajarulhatott, mivel a 10 mg/L koncentracioban adagolt szén-
alapu nanoanyagok kozil a GO ¢és SWCNT hatdsara mértik az alacsonyabb EPS-t. A
nanoanyagok hatdsira a mikrobidlis Osszetétel megvaltozott, mind torzs, osztily és nemzettség
szinten. Mivel a nanoanyagok 1 és 5 mg/L mennyiségben még nem okoztak az elfolyo szennyviz
jelentés mindségbeli romléasat, ezért valoszinlileg olyan kis mennyiségben 1évo
mikroorganizmusok szaporodtak el, amelyek tolerald képessége magasabb volt, mint azoké,
amelyek mennyisége csokkent. Annak ellenére, hogy a vizmindségi romlasban a GO NP okozta a
legnagyobb valtozast, szekvencia szam tekintetében itt mértiik a legnagyobb értékeket, ami arra
utal, a GO NP f6ként metabolikus aktivitds csokkenést okoz. Ezzel szemben a vizkémiai mérések
alapjan masodik legtoxikusabb nanoanyag a SWOCNT, negativ hatasat elsésorban sejthalal
okozasaval fejti ki, mivel a szekvencidk szama és a diverzitasi index ebben az esetben volt a

legalacsonyabb, csokkentve a szennyviztisztitasban résztvevé aktiv mikroorganizmusok szamat.
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6. Osszefoglalas

Munkank sordn a kiillonboz6 tulajdonsdgu szénalapu nanoanyagok hatasat vizsgaltuk az
aerob granularis iszapos szennyviztisztitasi eljaras esetében. Kisérleteinkben a nanoanyagokat
kiilonb6z6 koncentracidkban adagoltuk a bioreaktorokhoz tobb napon at, mikézben folyamatosan
nyomon kovettiik a viztisztitasi hatasfokot, az iszapban végmend valtozasokat, valamint a
mikrobialis kozosségben torténd atrendezddéseket is elemeztiik. Szakirodalmi adatok alapjan,
tudomasunk szerint Magyarorszagon elséként sikeriilt aerob granulumot kialakitani, valamint
szakaszos tlizemi betaplalassal stabilan mukodtetni a granularis aerob iszapot tartalmazo
bioreaktorokat, folyamatosan fenntartva azok tdpanyag eltavolitdsi hatasfokat.

Az eleveniszap beszerzését kovetden, az lilepedési id0 folyamatos csdkkentésével, egy
honap elteltével a bioreaktorban 0,5—10 mm nagysaga granulumokat alakitottunk ki. A sikeres
granulum képzOddést a biomassza mennyiségének és az llepedés sebességének kovetésével,
valamint az EPS matrixdba bedgyazddott mikroorganizmusokat 4brazold6 SEM felvételekkel
igazoltuk.

Munkénk elsé részében az egyik leggyakrabban alkalmazott nanorészecskét, a GO NP
hatasat vizsgaltuk tobb koncentracioban is az AGS SBR esetében, amely soran a fo0bb vizkémiai
paramétereket és az iszapban végbemend valtozasokat elemeztiik, ezt kovetden a kapott
eredményeket kiértékeltiik. A GO nanorészecskék 5-95 mg/L mennyiségben a bioreaktorok
tapasztaltunk egyik esetben sem valtozast, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a granulumok
hatékony védelmet biztositottak a denitrifikdldo mikroorganizmusok szdmara.

A GO részecskék 15, 25 és 35 mg/L koncentracioban serkentették az EPS termelddését,
amely a kezdeti 5,95 mg/g MLVSS-16l 11,66; 8,44 és 8,17 mg/g MLVSS-re emelkedett. Az AGS
magas EPS mennyiségének koszonhetéen a rendszer NH,—N és KOI eltavolitasi hatasfoka
jelentds mértékben nem valtozott hét nap elteltével sem. A tapanyagok eltavolitasi hatasfoka nem
csokkent 75% ald, ezért az elfolyd szennyviz mindsége még megfelelt a 91/271/EGK eurdpai
iranyelvnek.

A GO magasabb koncentracioban adagolva (55, 75 és 95 mg/L) a NH4;—N és KOI
eltavolitasi hatasfokanak és az EPS mennyiségének egyarant jelentds csokkenését eredményezte.
A legmagasabb nanorészecske koncentracid alkalmazasa mellett a KOI és NHs—N eltavolitasi

hatasfok 73,7 és 81%-ra csokkentek, és ezzel parhuzamosan a biomassza mennyisége is csokkent.
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Ezen megfigyelések alapjan megallapitottuk, hogy az EPS nagyon fontos szerepet tolt be a
granularis iszap tapanyag eltavolitasi képességében, azaltal, hogy védelmet biztosit a granulumot
alkoté mikroorganizmusokat ¢ér0 karos hatdsok ellen, valamint a matrixaban kiilonb6z6
tapanyagok is felhalmozodnak, ezért az EPS Osszetétel és mennyiségbeli valtozasa szintén
hozzajarul a bioreaktor tapanyag -eltavolitasi hatasfokanak valtozasihoz. A bioreaktorok
mikrobidlis Osszetételében is jelentds valtozasokat figyeltink meg. A DGGE elemzés alapjan
elmondhat6, hogy a baktériumtérzsek szama csokkent a GO NP mennyiségének ndvelésével,
amelyre a gélen taldlhatdé sévok intenzitds csokkenésébdl, valamint a sdvok mennyiségének
csokkenésébdl kovetkeztetiink. Ugyanakkor a legellenallobb torzseknek a Paracoccus sp.,
Klebsiella sp. és Acidovorax sp. bizonyultak, mely fajok fontos szerepet jatszanak a biologiai
szennyviztisztitasban.

Kovetkezd kisérletiinkben az AGS SBR regeneralasi képességét vizsgaltuk. Az el6zo6tdl
eltérden, itt egyetlen bioreaktorban két hetente fokozatosan noveltiik a szintetikus szennyviz GO
bioreaktor regeneralodo képességét. A rendszer vizkémiai és az iszap tulajdonsaganak
vizsgalatan tilmenden mikrobidlis aktivitds méréseket is elvégeztiink.

Az eredményekbdl azokat a kdvetkeztetéseket vontuk le, hogy hasonldan az el6z6 kisérlet
soran tapasztaltakhoz a GO nanorészecskék nem okoztak mérhetd valtozast a nitrit- €s nitrat-
nitrogén eltavolitasi hatasfokdban, amely O0sszhangban all a granuléris iszap SNRR ¢és SNIRR
valtozatlan értékével. A GO nanorészecskék 55 mg/L-es koncentracioban adagolva az elfolyd
SOUR értéke is szignifikans csokkenést mutatott. Ezen megfigyelések alapjan megallapitottuk,
hogy a nanorészecskék az aerob szerves anyag lebontd ¢és ammonia oxidalo
mikroorganizmusokra voltak negativ hatassal, amely torzsek jellemzden a granulumok kiilsé
részén vannak bedgyazddva az EPS matrixba.

A TP eltavolitasi hatasfoka mar kis GO részecske koncentracié hatasara is csokkent,
valamint a SPUR szignifikans csokkenése hamarabb bekovetkezett, mint a SPRR csokkenése,
amely szintén arra utalt, hogy a GO az aerob folyamatokra erdteljesebb és gyorsabb hatast fejt ki.
Az EPS mennyisége 55 mg/L GO adagolast kovetden volt a legmagasabb (a kezdeti 5,95-rd1
11,86 mg/g MLVSS-ra novekedett), viszont a részecskék mennyiségének tovabbi novelése mar

az EPS mennyiség drasztikus csokkenését eredményezte.
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Végil 98 nap elteltével a GO NP adagolast megsziintettiik, és megvizsgaltuk az AGS
regeneralodd képességét. Megfigyeltiikk, hogy tizennégy nap utdn a bioreaktor tapanyag
eltavolitasi hatasfoka jelentdsen javult, az elfolyd szennyviz KOI és NH4,—N koncentracidja kozel
azonos volt a kezdeti értékekkel. Azonban a TP eltavolitas hatékonysagaban nem tapasztaltunk
ilyen mértékii javulasat, amelybdl arra kovetkeztettiink, hogy a GO a foszfor eltavolitas esetében
nem csak akut hatast, hanem kronikus hatast fejtett ki.

Eredményeink varakozasainkat feliilmultdk, hiszen a GO adagoladst megsziintetve a
bioreaktor mitkddése, a foszfor eltavolitast leszamitva, teljesen visszaallt eredeti allapotéba, igy
sikeriilt bebizonyitanunk az AGS SBR szennyviztisztitasi technologia kivald regeneralodo
képességét ezen nanoanyag alkalmazasa esetében.

A szakirodalomban csak kevés 0sszehasonlité tanulmany talalhat6, amelyben a kiillonb6z6
szénalapil nanoanyagok szennyviztisztitasi folyamatokra gyakorolt hatdsat vizsgaljak (mig AGS
esetében tudomasunk szerint nincs is). Ennél fogva fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk a G
NP, GO NP, SWCNT és MWCNT kronikus hatasat (tiz nap) az AGS reaktorban, koérnyezeti
szempontbol relevans koncentraciokban (1, 5 és 10 mg/L), annak érdekében, hogy meg tudjuk
allapitani hatasukat ezen elterjeddben 1év6 technologia esetében is.

A szénalapt nanoanyagok 1 mg/L mennyiségben a bioreaktorok miikodésére nem fejtettek
ki negativ hatast, viszont nagyobb mennyiségben (5 és 10 mg/L) a rendszer KOI és foszfat
eltavolitasi hatasfoka csokkent. A nanoanyagok koziil 5 mg/LL mennyiségben csak a GO okozott
enyhe csokkenést a KOI eltavolitasi hatasfokdban, mig a PO, eltavolitasi hatasfokédban a GO és
SWCNT okozott enyhe negativ hatast.

A 10 mg/L G NP, GO NP, SWCNT és MWCNT adagolasa a bioreaktorok KOI eltavolitasi
hatasfokat a tizedik napra 94%-ro6l 91, 87, 89 és 90%-ra csokkenését eredményezték. A PO,*
eltavolitasi hatdsfoka pedig 90, 84, 85 ¢és 89%-ra csokkent a kezdeti 96%-r6l. A biologiai
nitrifikaciot és denitrifikacio folyamatat a kdrnyezetidegen nanoanyagok nem befolyasoltak, mig
a granularis iszap EPS mennyiségére pozitiv hatast fejtettek ki minden esetben.

A Dbioreaktorok vizkémiai és EPS mennyiségbéli valtozasai alapjan a szénalapu
nanoanyagok toxikus hatdsanak mértetke GKMWCNT<SWCNT<GO volt. A kiilonb6zd mértékii
toxicitdsuk az anyagok kiilonb6zd tulajdonsdgaibdl szdrmazhatnak. Kordbban leirtak szerint
példaul a G aggregéciora hajlamos, ezaltal kifejtett negativ hatdsa csokkenhet. Ezzel szemben a

GO feliiletén meglévd funkcionalis csoportok a sejtekhez kapcsolddva azok miikédési zavarat
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vagy sejthalalt okozhatjdk. A SWCNT mérete kisebb a MWCNT-hez képest, igy a
sejtmembranon valo atjutasa egyszerlibb. Ezen kiilonbségekbdl addéddan a vizsgalt nanoanyagok
a mikrobialis kozdsségre is eltérd hatast fejtettek ki, melyet 16S rRNS ujgeneracids szekvenalas
segitségével vizsgaltunk. Kapott eredményeink a mikrobidlis kozosség jelentds valtozasait
mutattdk, mely magyarazhatdé azzal, hogy az eltér6 tulajdonsdgokkal rendelkez6
mikroorganizmusok eltéré tolerdld ¢és védekezd képességekkel is rendelkeznek. A nitrogén
eltavolitasaban fontos szerepet jatsz6 mikroorganizmusok abundancidja eltéré mértékben
valtozott a kiilonbozd nanoanyagok adagolasdnak hatasara, amely jelenség magyarazza az AGS
hatékony és valtozatlan ammonia, nitrit és nitrat eltavolitasat. A Zoogloea és a Flavobacterium
nemzetségek, melyek Dbizonyitottan EPS termelé mikroorganizmusok, bizonyultak a
legtoleransabbnak a nanoanyagokkal szemben, mivel abundancidjuk a kezdeti granularis
iszaphoz képest minden rendszerben magasabb volt, ezéltal a kiilonb6z6 mikroorganizmusok
szamara elegendd, védelmet biztositd EPS eldallitasara voltak képesek.

Eredményeinket 0sszegezve elmondhatd, hogy habar magas nanoanyag betaplalas mellett az
aerob granularis iszap tapanyag eltavolitasa romlott, ezen anyagok negativ hatasa kornyezeti
koncentracioban, figyelembe véve a 91/271/EGK europai iranyelvet, elhanyagolhatdé. A
bioreaktorokbdl tavozo szennyviz mindsége egyéb kezelési 1épés beiktatasa nélkiil is megfelelt az
eldirt hatarértéknek, amelyeket az eleveniszapos rendszerek alkalmazasanal altalaban kémiai
adalék anyagok segitségével érnek el. A folyamatosan ndvekvd szennyviz mennyis€g €s annak
kiilonbozd Osszetételll szennyezettsége a mar meglévd bioldgiai szennyviztisztitd telepek
hatékony miikddését veszélyeztetik. Tekintettel arra, hogy eredményeink kivalo tolerald és
regeneralodo képességekkel rendelkezd szennyviztisztitasi technologidra utalnak, széles kor

alkalmazaséanak elterjedéséhez tapasztalataink hozzajarulhatnak.
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7. Summary

We investigated the effects of different properties of carbon-based nanomaterials (CBNS)
on aerobic granular sludge (AGS) wastewater treatment process. In our experiments, we added
the nanomaterials to the bioreactors at different concentrations for several days while we were
continuously monitoring the efficiency of water treatment, changes in the sludge, and analyzing
the microbial community's restructuring. To our knowledge, based on literature data in Hungary,
firstly we were able to develop aerobic granules and stably operating bioreactors containing
granulated aerobic sludge using periodic feed input, meanwhile continuously maintaining the

nutrient removal efficiency.

After obtaining activated sludge, we formed granules ranging from 0.5 to 10 mm in size in
the bioreactor within a month by continuously reducing the sedimentation time. The successful
granulation was confirmed by monitoring the biomass quantity and sedimentation rate, as well as
scanning electron microscope (SEM) images showing microorganisms embedded in the
extracellular polymeric substance (EPS) matrix.

In the first part of our work, we investigated the effect of one of the most commonly used
nanomaterials, graphene oxide nanoparticles (GO NPs), at various concentrations in an AGS
sequencing batch reactor (SBR). We analyzed the main water chemistry parameters and the
changes occurred in the sludge, and then we evaluated the results. GO NPs at concentrations of 5-
95 mg/L had different effects on the performance of the bioreactors. We did not observe any
changes in nitrite and nitrate concentrations in the effluent wastewater in any case, indicating that
the granules provided effective protection for denitrifying microorganisms.

The GO particles at concentrations of 15, 25, and 35 mg/L stimulated EPS production,
which increased from the initial value of 5.95 mg/g mixed liquor volatile suspended solids
(MLVSS) to 11.66, 8.44, and 8.17 mg/g MLVSS, respectively. Due to the high EPS content of
the AGS, the removal efficiency of NH4-N and chemical oxygen demand (COD) did not
significantly change even after 7 days. The nutrient removal efficiency did not decrease below
75%, so the effluent wastewater quality still met the requirements of the European Directive
91/271/EEC.

In the case of higher concentrations of GO (55, 75, and 95 mg/L), removal efficiency of

NH4-N and COD as well as the EPS production were significantly reduced. The application of

84



the highest nanoparticle concentration resulted in a reduction of removal efficiency of COD and
NH4-N to 73.7% and 81%, respectively, accompanied by a decrease in the amount of biomass.
Based on these observations, we concluded that EPS plays a crucial role in maintaining the
nutrient removal capacity of granular sludge by providing protection against harmful effects on
microorganisms forming the granules and by accumulating various nutrients in the matrix.
Therefore, changes in the composition and quantity of EPS also contribute to the changes in
nutrient removal efficiency of the bioreactor. Based on denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE) analysis, it can be stated that the number of bacterial strains decreased due to increased
GO NP concentration, as evidenced by the decrease in band intensity and quantity on DGGE gel
images. The most resistant genus were found to be Paracoccus sp., Klebsiella sp., and
Acidovorax sp., which play an important role in biological wastewater treatment.

In our next experiment, we investigated the regenerative capacity of AGS SBR. In contrast
to the previous experiment, we gradually increased the concentration of synthetic wastewater
containing GO NPs (from 0 to 115 mg/L) in a single bioreactor every two weeks and then
examined the reactor's regenerative capacity after discontinued GO dosing. In addition to
examining the water chemistry parameters and sludge properties, we also measured microbial

activity.

Based on the results, we concluded that similarly to the previous experiment, GO
nanoparticles did not cause any measurable changes in the nitrite- and nitrate-nitrogen removal
efficiency, which is consistent with the unchanged specific nitrate reduction rate (SNRR) and
specific nitrite reduction rate (SNIRR) of the granular sludge. When GO nanoparticles were
dosed at a concentration of 55 mg/L, it resulted an increased concentration of NH,—N and COD
in the effluent, and the values of specific ammonia oxidation rate (SAOR) and specific oxygen
uptake rate (SOUR) also showed a significant decrease. Based on these observations, we
concluded that the nanoparticles had a negative effect on aerobic organic matter-degrading and
ammonia-oxidizing microorganisms, which are typically embedded on the outer surface of the

granules in the EPS matrix.

The total phosphorus (TP) removal efficiency decreased even at low concentrations of GO
particles, and the significant decrease in specific phosphorus uptake rate (SPUR) occurred earlier
than the decrease in specific phosphorus release rate (SPRR), indicating that GO has a stronger
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and faster effect on aerobic processes. The amount of EPS was the highest following the addition
of 55 mg/L of GO (increasing from 5.95 to 11.86 mg/g MLVSS), but further increase of the
particle concentration resulted a drastic EPS amount reduction.

After 98 days, we stopped dosing GO NP and examined the AGS regeneration capacity.
We observed a significant improvement in the nutrient removal efficiency after 14 days, with the
effluent KOI and NH4,—N concentrations nearly equal to the initial values. However, we did not
observe such a significant improvement in TP removal efficiency, indicating that GO had a

chronic effect on phosphorus removal in addition to its acute effect.

Our results exceeded our expectations, as after discontinuing the GO dosing, the parameters
of the bioreactor returned completely to original state, except for phosphorus removal, thus
proving the excellent regenerative capacity of the AGS SBR wastewater treatment technology in
the case of this nanomaterial application.

There are only a few comparative studies in literature examining the effect of different
carbon-based nanomaterials on wastewater treatment processes (while to our knowledge, none
have been conducted on AGS). Therefore, we deemed it important to investigate chronic effects
(over 10 days) of graphene nanoplatelets (G NP), graphene oxide nanoparticles (GO NP), single-
walled carbon nanotubes (SWCNT), and multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) at
environmentally relevant concentrations (1, 5, and 10 mg/L) in the AGS reactor in order to
determine their effects on this emerging technology as well.

Carbon-based nanomaterials did not exert any negative effects on the performance of the
bioreactors at a concentration of 1 mg/L, however, at higher concentrations (5 and 10 mg/L), the
removal efficiency of COD and phosphate was reduced. Among the nanomaterials, only GO
caused a slight decrease in COD removal efficiency at a concentration of 5 mg/L, while both GO

and SWCNT had a slight negative effect on phosphate removal efficiency.

After 10 days of dosing 10 mg/L G NP, GO NP, SWCNT, and MWCNT, the COD removal
efficiency of the bioreactors decreased from 94% to 91%, 87%, 89%, and 90%, respectively. The
PO,> removal efficiency also decreased from the initial 96% to 90%, 84%, 85%, and 89%. The

biological nitrification and denitrification processes were not affected by the foreign
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nanomaterials, while in every case, they had a positive effect on the amount of EPS in the

granulated sludge.

Based on the changes in water chemistry parameters and EPS quantity in the bioreactors,
the extent of toxic effects of the carbon-based nanomaterials was GKMWCNT<SWCNT<GO.
The different degrees of toxicity may be attributed to the different properties of the materials. As
previously described, for example, G is prone to aggregation, which may reduce its negative
effects. In contrast, functional groups on the surface of GO can bind to cells, causing their
malfunction or even cell death. The size of SWCNT is smaller than that of MWCNT, making it
easier to cross the cell membrane. Due to these differences, the tested nano-materials exerted
different effects on the microbial community, which we investigated using 16S rRNA gene
sequencing. Our results showed significant changes in the microbial community, which can be
explained by the fact that microorganisms with different properties have different tolerating and
defensive abilities. The abundance of microorganisms that play important role in nitrogen
removal changed to varying degrees depending on the dosage of different nanoparticles, which
explains the efficient and consistent removal of ammonia, nitrite, and nitrate by AGS. The genera
Zoogloea and Flavobacterium, which are known to be EPS-producing microorganisms, proved to
be the most tolerant to nanomaterials, as their abundance was higher in all systems compared to
the initial granular sludge, thus they were able to produce sufficient protective EPS for different

microorganisms.

Summarizing our results, it can be stated that although the nutrient removal of aerobic
granular sludge deteriorated due to high nano-material concentration, the negative impact of these
materials can be considered negligible when considering the environmental concentration in
compliance with the European Directive 91/271/EEC. The effluent quality leaving the bioreactors
met the required limit without any additional treatment steps, which are usually achieved by the
use of chemical additives in activated sludge systems. The continuously increasing volume of
wastewater and its various pollutant loads threaten the efficient operation of existing biological
wastewater treatment plants. Considering that our results suggest excellent tolerating and
regenerating ability, this could contribute to the widespread adoption of this wastewater treatment
technology.
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Mellékletek
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1. melléklet. A kémiai oxigén igény (KOI) koncentracioja a kimend szennyvizben a kontroll aerob
granularis iszapos (AGS) bioreaktor €s a kiilonb6z6 mennyiségii grafén-oxiddal (5, 45, 65 és 85 mg/L)
szennyezett AGS bioreaktorok esetében. A hibasavok a hdrom parhuzamos minta szorasat jelolik.
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2. melléklet. Az ammonia-nitrogén (NH,—N) koncentracioja a kimend szennyvizben az aerob granularis
iszapos (AGS) bioreaktor és a kiillonb6zé mennyiségii grafén-oxiddal (5, 45, 65 és 85 mg/L) szennyezett
AGS bioreaktorok esetében. A hibasavok a harom parhuzamos minta szérasat jelolik.
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3. melléklet. A foszfat (PO,—P) koncentracidja a kimend szennyvizben a kontroll aerob granularis iszapos
(AGS) bioreaktor ¢s a kiilonbdzé mennyiségii grafén-oxiddal (5, 45, 65 és 85 mg/L) szennyezett AGS
bioreaktorok esetében. A hibasavok a harom parhuzamos minta szorasat jeldlik.
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4. melléklet. Az extracellularis polimer anyag (EPS) tartalom és &sszetétel a kontroll bioreaktorban [0
mg/L grafén-oxid (GO)] és a kiilonbdz6é nanorészecske koncentraciokkal (5, 45, 65 és 85 mg/L GO) kezelt
bioreaktorokban. A hibasavok a harom parhuzamos minta szorasat jeldlik.
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