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Bevezetés

1. BEVEZETES

Tarsadalmunk egyre égetobb problémaja a talaj, a viz és a levegd oridsi mértéki
elszennyezddése. A novekvd népesség egyre fokozdodd sziikségleteinek kielégitd biztositasa
nagymértékii kornyezetterhelést eredményez vilagszerte. A mult szazad elejétdl jelentdsen
megnovekedett ipari és mezdgazdasagi tevékenység, az 4asvanyli nyersanyagok
meggondolatlan iitemii és mennyiségli kitermelése ¢€s felhasznalasa, az urbanizacio, a
szennyezOanyagok utolagos felismerése €s nem megfeleld kezelése mind hozzajarultak
kornyezetlink jelenlegi szennyezettségi allapotahoz. A természetes (biogén vagy geokémiai)
anyagok mellett a kornyezetlinkbe keriild szamos antropogén eredetli, ¢él6 szervezetekre
sokszor mérgezd vegyiilet komoly kihivast jelent a kdrnyezet szdmara, mivel a természetes
rendszerek nincsenek felkésziilve ezeknek az anyagoknak a gyors lebontasara.

A fenntarthato fejlédés érdekében és az egészséges kornyezetben éléshez valo jog
alapjan a fentiekbdl kovetkezden alapvetd tarsadalmi célkitiizésként fogalmazddik meg a ma
még utdpikusan hangz6 drasztikus szemléletvaltds mellett a kornyezetterhelés csokkentése,
valamint a karmentesitési technologidk fejlesztése €és optimalizaldsa, amelyekkel a foldtani
kozegek és felszin alatti vizek eredményesen kezelhetoek.

Az Egyesiilt Allamokban és a fejlett nyugati orszdgokban mar a 70-es években
felismertéek a veszélyt, és felhivtdk a figyelmet a foldtani kozeg és a felszin alatti viz
szennyezés felmérésének fontossagdra, a szennyezett teriiletek azonositdsdra ¢és
helyreéllitasara, a kornyezeti értékek megdvasara, illetve ennek jogi szabalyozéasara. Szamos,
a természetes kornyezetet ért karos hatds visszaszoritasaval, a szennyezett teriiletek
felmérésével és kezelésével foglalkozd kornyezetvédelmi hatdrozatot és torvényt hagytak
jova, valamint kornyezetvédelmi programokat (pl. az amerikai Superfund és a német Altlasten
program) inditottak. Kezdetben csak a talajokat és a felszin alatti vizeket veszélyeztetd
kornyezetvédelmi problémak, forrasok azonositasaval foglalkoztak. Késdbb, felismerve e
teriiletek kulcsfontossagli szerepét a mindennapi életiinkben, hatékony, koltségkiméld és
kornyezetbarat karmentesitési eljarasok kidolgozasaval és azok fejlesztésével folytattdk a
munkat.

Magyarorszagon a 90-es évek elejéig sajnalatos médon semmilyen kornyezetvédelmi
jogszabaly nem korlatozta az ipari, mezgazdasagi és katonai fejlesztéseket, beruhazasokat.

A XX. szdzad mésodik felében a felgyorsult iparosodas, a mezdgazdasag kemizéalasa
¢és gépiesitése miatt exponencialisan megndtt a kiilonbozd kornyezeti elemek, a talaj, a viz és

a levegd szennyezése’. A 90-es évek elején mar nem lehetett figyelmen kiviill hagyni ezt a
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stulyos kornyezetvédelmi problémat, a karmentesités irant egyre fokozodd tarsadalmi és
gazdasagi igény jelentkezett. Igy a fejlett orszagok tapasztalatait figyelembe véve, 1996-ban
hazéankban elinditottak az Orszagos Kornyezeti Karmentesitési Programot (OKKP)®, melynek
célja a foldtani kozegben ¢és a felszin alatti vizekben felhalmozodott €s hatramaradt
szennyezddések ¢és azok mindségének és mennyiségének felderitése, a kornyezeti karok
mérséklése, lehetdség szerinti felszamolasa, tovabba az Gjabb szennyezddések kialakuldsanak
megakadalyozasa. A felmérések alapjan hazankban a szennyezett teriiletek szama
megkdzelitoleg 30-40 ezerre tehetd.

Magyarorszagon a lakossagi vizhasznalat 95%-a felszin alatti vizekbdl szarmazik,
ezért kiilonosen fontos ezeknek a vizeknek védelme és a talajviz, illetve a talajba keriilé
szennyezddések kezelése. A hazai kornyezetvédelmi gyakorlat egyik leggyakoribb kihivésa a
felszin alatti vizek ¢és a foldtani kozeg szénhidrogén szennyezettségének felderitése és
megsziintetése. Jelenleg a legnagyobb kornyezeti szennyezést a halogénezett szénhidrogének,
koztik a klorozott rovid szénlanct vegyiiletek (CAH - Chlorinated Aliphatic Hydrocarbon)
(pl. tetrakloretén [PCE], trikloretén [TCE], dikloretén [DCE], vinil-klorid [VC],
szén-tetraklorid, kloroform, diklérmetan és klérmetan) okozzak*".

Ezeket a vegyiileteket kedvezd kémiai €s fizikai tulajdonsagaik miatt széleskoriien és
nagy mennyiségben alkalmaztak és alkalmazzak még ma is az iparban, a mezdgazdasagban és
az egészségiigyben (pl. oldoszerként, csiradloként vagy zsirtalanitoként). A melléktermékként
képzddott, valamint az alkalmazas utan visszamaradt klortartalmu szénhidrogének mind a mai
napig komoly kornyezeti és egészségiigyi problémat jelentenek, mivel perzisztensek, a viznél
nagyobb strliséglick, aerob koriilmények kozott nem, vagy csak alig biodegradalhatoak,
némelyek karcinogének, mutagének és toxikus hatastiak a kdrnyezetre és rank nézve is.

Az elmult két évtized tényfeltard felméréseinek, kutatasi projektek eredményeinek és
gyakorlati tapasztalatainak koszonhetéen napjainkban mar talajtisztitasi technologidk szazai
allnak rendelkezésiinkre, melyek dontéen fizikai, kémiai, biologiai, termikus vagy
szigeteléses eljarasok.

A kérmentesités soran — a fenntarthat6 fejlédést szem eldtt tartva — a bioremediacios
folyamatoknak kell el6térbe keriilnilik. Ezen eljardsok a talajban folyd természetes
szennyezbanyag-csokkenté folyamatokon alapulnak, kihasznalva a talaj sajat biologiai
aktivitasat. A bioremediacio el6nye, hogy legtobbszor in situ kivitelezheté, nem igényel
komolyabb infrastruktarat, alacsonyabb koltséggel jar, mint mas, miiszaki megoldasokat is
igényl6 remediacios modszerek. Ugyanakkor ennek az eljarasnak vannak korlatai is, példaul a

koztes bomlastermékek esetleges felhalmozddasa vagy a technologia iddigényessége.


http://enfo.hu/mokka/db2/glossary.php?lang=hu&show_hun=on&show_en=on&search_type=term&pattern=aerob
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A nanotechnolégia és az egyre égetdbb kornyezetszennyezési problémak, valamint az
egyre fontosabb  kornyezetvédelmi  szempontok  taldlkozdsa  hivta életre az
un. nanoremediacios eljarasokat. Ahogy az elnevezésbdl is latszik, ezek olyan karmentesitési
folyamatok, amelyek soran nanoméretli anyagot alkalmazunk. A nanotechnologia
megjelenése a karmentesitési programokban — csakiigy, mint az élet egyéb teriiletein —
hatalmas mértékben felgyorsitotta a technologiai fejlodést. Ezek a ,.kis” anyagok hatalmas
problémakra nyujtanak €s nyujthatnak megoldast. Szdmos publikacidban szdmoltak be fém
vagy fém-oxid nanorészecskék sikeres felhasznalasarél a remediacids folyamatokbans.
A kornyezeti gyakorlatban legtobbszor nulla vegyértékii vas nanorészecskéket alkalmaznak
halogénezett szénhidrogénekkel —szennyezett talajvizek in situ  karmentesitésére®.
A felhasznalasnak leggyakrabban az eldallitasi koltségek szabhatnak gatat, igy napjaink
elsddleges feladata egy olyan gazdasagilag €s ipari méretben kivitelezhetd eldallitasi modszer
kidolgozdsa, ami a nanoméreti anyagokat még inkdbb alkalmassa teszi a kornyezet
védelmének szolgalatéra.

Az alkalmazés tovabbi feltétele, hogy ismerjiik a felhasznalt nanoméretli vasrészecske
teljes Okoszisztémara gyakorolt hatdsat, esetleges toxicitasat, alkalmazhatésaganak hatérait.
Ehhez fontos felmérniink, hogy a nulla vegyértékii vas nanorészecskék milyen hatdssal
vannak a karmentesités soran kezelt kozegben €16 szervezetekre, hogyan és milyen mértékben
valtoztatjak meg a bakteridlis k6z0sség diverzitasat, faji osszetételét.

A fentiek alapjan és a szennyezett természeti elemek (pl. foldtani kozeg, felszin alatti
vizek) allapotanak megismerésével és karmentesitésével foglalkozé tudomanyos forumok, €s
lezart, sikeres projektek sora bizonyitja, hogy igény van az innovativ, kérnyezeti, gazdasagi és
tarsadalmi  szempontbdl egyarant eldnyds technoldgidkra. A kockazatmenedzsment
fejlédésével és a jovobeni hasznélatokbol eredd hasznok figyelembevételével az optimalisan
kombinalt biologiai és a nanoremediécios eljarasok versenyképes alternativat jelenthetnek.

Doktori munkdm soran kiilonbozé reaktivitasu €s morfologiaju vas nanorészecskeket
reaktivitdsat részletesen jellemeztiikk, végiil azt teszteltilk, hogyan befolyasoljak ezek a
tulajdonsdgok a nanorészecskék valos kornyezeti mintdk mikrobialis Osszetételére és
diverzitasara gyakorolt hatasat. Megallapitottuk, hogy egy hosszabb tavi karmentesitési
beavatkozds soran milyen tulajdonsagu vas nanorészecske alkalmazasa javasolt klorozott
alifas szénhidrogének sikeres lebontasara.

A kiilonb6z6 modon eldallitott vas nanorészecskéknél megfigyelt eltérd kémiai

jellemzOk és a nanorészecskék biologiai rendszerekre gyakorolt eltéré hatasanak pontosabb
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értelmezéséhez sziikségesnek gondoltuk megfigyeléseink szélesebb korli kiterjesztését,
melyhez egy jol ismert, az irodalomban konkrét referenciaértékekkel, meghatarozott
paraméterckkel rendelkez6 standard anyag, az eziist nanorészecskék tanulmanyozasat
valasztottuk. Az eziist nanorészecskék jol definialt jellemzoi lehetdvé tették az altalunk zold
szintézissel, ndvényi kivonatok segitségével eldallitott eziist nanorészecskék teljes kort
kémiai és biologiai dsszehasonlitd elemzését, kiilonos tekintettel a redukaldszerek esetleges

befolyasold szerepére.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Szénhidrogének

Az elmult évtizedekben az ipar és mezdgazdasag intenziv fejlddése, valamint a fejlett
gazdasaggal rendelkezd orszagokban kialakult meggondolatlan fogyasztdéi magatartés
kovetkeztében a kornyezetiinkbe keriild karos, természetidegen anyagok koncentracidja
jelentds mértékben megemelkedett, szamos kornyezetvédelmi problémat okozva. Ezaltal, a
kornyezet védelmének fontossaga napjaink egyik legaktudlisabb és egyben legaggasztobb
problémajava valt'?.

Hazéankban, akarcsak az egész vildgon, a kdrnyezeti (talaj- és talajviz) szennyezések
nagy rész¢ét a foldtani kozegbe, illetve felszin alatti vizekbe jut6 antropogén eredetii kdolajok
és koolajtermékek okozzak®. Szénhidrogén osszetételét tekintve a kéolaj kiilsnbdzd
szerkezetli ¢és molekulatomegli normdl paraffinok, izoparaffinok, -cikloparaffinok ¢és
poliaromas szénhidrogének elegye. A Kiterjedt ipari, mezdgazdasagi és lakossagi felhasznalas
miatt szinte mindeniitt szamithatunk kodolaj eredetli szennyezésre, tovabba figyelembe kell
venniink a kéolaj kitermelése és feldolgozasa soran keletkezd, valamint a helytelen tarolasbol,
szallitasbol, illetve egyéb ipari balesetekbdl szarmazo lehetséges szennyezéforrasokat is”.

Széles korti felhasznaldsukkal Osszefliggésben kornyezetkarositd hatasuk is
meglehetdsen nagy'?. A karos hatas fiigg a kornyezetbe kikerilt szennyezéanyag
koncentraciojatol, eloszlasatol, anyagi mindségétdl, az expozicios 1d6tdl, a kornyezeti
feltételektSl (pl. éghajlati, id6jarasi tényezOk — csapadék mennyisége, domborzat — talaj
elhelyezkedése, talajviz mélysége), a kozegben eldforduldé mas anyagok jelenlététdl, illetve az
azokkal ¢és az ¢€l0 szervezetekkel (érintkezés, bejutas, esetleges lebontds) torténd

kolesonhatastol ™,

2.1.1. Klorozott alifas szénhidrogének

Szamos, nagy mennyiségben eldallitott és kedvezd fizikai-kémiai tulajdonsaga (pl.
nagyfoku ellendllo képesség és stabilitds, specifikus hatds) miatt alkalmazott vegyszerrdl
bizonyosodott be, hogy felhalmozodva a kornyezetben, kozvetve vagy kozvetlentl
veszélyezteti az embert és a kornyezetet™.

Sajnalatos modon sok vegyszer esetében a megfelelé hatastanulmany (a termékek
természeti kornyezetre, €éldvilagra gyakorolt hatdsanak felmérése) elkészitésére csak joval

azutan keriilt sor, amikor az alkalmazasi teriileten mar jelentds egészségiigyi, kornyezeti
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problémak jelentkeztek és a beavatkozas elkeriilhetetlen volt. Ilyenek a halogéntartalma
szerves vegylletek is, melyek kozott kiemelkedd helyet foglalnak el a foként olddszerként,
zsirtalanit6 szerként, vagy extrahal6 szerként alkalmazott kldrozott szénhidrogénekls.

A kloérozott rovid szénlanch vegyiiletek (pl. tetrakloretén, trikloretén, dikloretén,
vinil-klorid, szén-tetraklorid, kloroform, diklérmetan és klormetan) a talaj és a talajviz
rendszerek leggyakoribb, és kiilondsen karos szennyez8i kozé tartoznak™®. Az Orszagos
Kornyezeti Karmentesitési Program felmérése szerint, csak hazankban tobb ezer helyen
talalhaté ilyen jellegli szennyezés>*. A dolgozatban vizsgalt legfontosabb klortartalma alifas

vegyiileteket a 2.1. tablazatban mutatom be®’.

2.1. tablazat. Kldrozott alifas etilén szarmazékok

Név Osszegképlet Jellemzok Felhasznalas

szintelen, szagtalan,
vinil-klorid C,HsCl gyulékony, édeskés szagu,
narkotikus hatasu

polimerek (PVC) eléallitasa,
hiitéfolyadék, oldoszer

1,1-dikloretilén C,H,Cl, szintelen, jellegzetes szagh komonomerek
szintelen, nagyon gyulékony,
1,2-dikloretilén  C,H,Cl, jellegzetes szag, cisz-és transz komonomerek
izomer
trikloretilén C,HCls szintelen, Jell,egzetes szag, nem fe,mek f(?ll,lletl kezelyese,
gyulékony zsirtalanitoszer, oldoszer

szaraz vegytisztitas,

tetrakloretilén C.Cly szintelen, nem gyulékony féregirtoszer

Ezen vegyiiletek kozos jellemzéje, hogy stabilak, nehezen bomlanak, perzisztensek,
anoxikus felszin alatti kornyezetben konnyen akkumulalodnak, tehat nehezen hozzaférhetéek.
Vizzel kétfazisi rendszert alkotnak és a vizes fazis alatt helyezkednek el Uin. DNAPL
szennyezést okozva (Dense Non-Aqueous Phase Liquid: viznél nagyobb siiriiségii, vizzel nem
elegyedd folyadék). A talajviz szintje ald is leszivdrognak a talajban, igy nem csak a
talajvizet, de a mélyebb rétegekben elhelyezkedd vizeket is veszélyeztetik. A viz alatti
rétegbdl folyamatosan szennyezdanyagot bocsathatnak a vizbe — ami a talajviz dramléaséaval
messzire eljuthat, ivovizeinket veszélyeztetve — igy a karmentesités soran nehézséget okoz
mar az elhelyezkedésiik megallapitisa is, a forrdsok pontos azonositdsa €s lehatarolasa
mellett®.

A Kklorozott vegyliletek ipari felhasznalhatosdgat a benniik 1évd szén-klor kotés
erdssége ¢s az ebbdl adodod stabilitasa hatdrozza meg. Ugyanakkor a melléktermékként

képzodott és az alkalmazas utan feleslegessé valt klortartalmu vegyiiletek nagyon lassan
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bomlanak le, igy potencialis kornyezetszennyezéként kell kezelniink dket. A nem megfeleld
kezelés és elhelyezés eredményeként a természetes felszini €s talajvizekbe, valamint a talajba
¢és a levegdbe jutnak, lokalis, regionalis és globalis problémakat okozva.

Bekeriilve a talaj- és rétegvizbe, transzportjuk jelentds, igy kornyezetkarositd hatasaik
mellett figyelembe kell venniink a human egészségiigyi hatasukat is. Az altaluk okozott
tiineteket és szervi elvaltozasokat a 2.2. tablazat tartalmazza™. Gézeiket belélegezve vagy
béron, illetve szajon keresztiil is bejuthatnak szervezetiinkbe, ahol felhalmozddhatnak a
zsirszovetben, vagy karosithatjak a kozponti idegrendszert, a majat vagy a vesét. Mivel lassan
tirtilnek és hosszu a féléletidejiik, felhalmozodasuk rosszindulati daganatok kialakulasahoz
vezethet®®. Minden alifas klérozott etilén toxikus, a vinil-klorid bizonyitottan humén
karcinogén. Problémat okoz tovabba, hogy a részleges lebontdsuk soran keletkezd

koztitermékek gyakran toxikusabbak, mint a kiindulési anyagokﬂ.

2.2. tablazat. Szénhidrogének altal okozott tiinetek és elvaltozasok

Erintett szervek Tiinetek
. Nehézlégzés, ciandzis, vérkopés, tiidéodéma,
Légzdszervek . 1n .
tiidogyulladas

Depresszio, zavartsag, egyensulyvesztés,
hanyinger, hanyas, faradtsag, kimeriiltség,
alvaszavar, tudatvesztés, érz6- és motoros idegek
kéarosodasa (paralizis), Parkinson tiinetek

Kozponti idegrendszer és periférias idegek

Gyomor ¢és bélrendszer Héanyinger, hanyas, hasmenés, hasfijdalom
Mij Majenzimértékek emelkedése, gyulladas, fibrozis
Vese Akut tubularis nekrozis, fehérjevizelés, vérvizelés

Véralvadaszavar, hemolitikus anémia, csontvelo
karosodas, akut leukémia
Bor Kititések, eritémak, allergias elvaltozasok

Vér és vérképzo szervek

A fentiecket figyelembe véve Kkijelenthetjiik, hogy napjainkban a hazai
kornyezetvédelmi gyakorlat egyik legfontosabb kihivasa a felszin alatti vizek és a foldtani

kozeg klorozott alifas szénhidrogén szennyezettségének felderitése és megsziintetése.
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2.2. Kornyezeti karmentesités

Magyarorszagon a kornyezetszennyezések okozta karok csokkentése, megsziintetése
¢és a kornyezet védelme csak az utobbi évtizedekben keriilt elétérbe. Napjainkra elfogadotta
valt az a tény, hogy a termelés sordn szinte minden esetben szdmolni kell a kiilonb6z6
szennyezések kornyezetbe keriilésével, igy minden potencialisan veszélyes tevékenység
megkezdése elott részletes hatastanulmanyt kell késziteni. Ez a kornyezetvédelmi eldirasok
szigoritasat és a betartdsukhoz sziikséges technologiak fejlédését is eredményezte. Ezenfeliil,
szamos kornyezetvédelmi hatarozatot és programot hoztak létre, melyek a természetes
kornyezetet ért karos hatdsok visszaszoritdsdval, a szennyezett terliletek felmérésével és
kezelésével foglalkoznak®.

A kornyezetszennyezés okozta kéarok csokkentésének legegyszeriibb modja a
megeldzés, a szennyezOk emisszidjanak megakadalyozasa lenne. Sajnos ez sok esetben nem
oldhato meg, mivel ezek a vegyiiletek mar a kornyezetbe keriiltek korabbi mezdgazdasagi
vagy ipari tevékenység soran. Ezért legfontosabb szempontként azt kell szem el6tt tartani,
hogy a technologiai fejléddés olyan irdnyba mutasson, amely a lehetd legkisebb kornyezeti
szennyezéssel jar (BAT - Best Available Techniques)?.

A mult évszazadban nem tulajdonitottak nagy jelentséget ezeknek az iranyelveknek,
igy az alkalmazott technolégidk jelentSs kornyezeti karokat okoztak''. Annak ellenére, hogy a
jelenlegi jogszabalyozédsi hattérnek koszonhetden mar nem lehetséges nagymértékii
kornyezetvédelmi szennyezés kockazataval jaro gazdasagi tevékenységbe kezdeni, a jorészt
megsziint egykori kornyezetszennyezd tevékenységek altal hatrahagyott szennyezddések
felmérése és karmentesitése még mindig napjaink egyik legfontosabb feladata. Az ilyen
,Orokolt” szennyezddések legveszélyesebb jellemzdi, hogy rejtve vannak, nehezen
hozzaférhet6ek, illetve a talajban és a talajvizben hossztavon toxikus hatastiak. Hazankban
az ipari fejlodést kovetden szamos olyan klorozott alifas szénhidrogénnel szennyezett tertilet
maradt hatra'?, amelyek tovabbi hasznositasa feltételezi a teriilet szennyezettségének

megsziintetését, kdrmentesitését.

2.2.1. Remediacios eljarasok és csoportositasi lehetoségei

A remediaci6 (a latin remedium — gyogyszer, gyogyitas szdbol) a szennyezett
kornyezeti elemek é€s/vagy fazisok (a talaj, a felszini és felszin alatti vizek stb.) kornyezeti
kockazatanak elfogadhaté mértékiire csokkentése, valamint multifunkcionalitdsanak

megorzése, helyreéllitasa.
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A kornyezeti remediacios eljarasok alatt minden olyan kérnyezetvédelmi céllal végzett
miszaki, gazdasagi, igazgatasi tevékenységet s intézkedéssorozatot értiink, amelynek a célja
az, hogy a szennyezd anyagok ¢és a kornyezet kolcsonhatasait felligyelt feltételek mellett
modositsa €s elinditson egy ellenérzott lebontasi folyamatot, amelynek eredményeként a
szennyezd anyag mennyisége csokken vagy veszélytelen vegyiiletté alakul at.

A hazai kornyezetvédelemben a kilencvenes évek eleje ota alkalmazzak azokat a
karmentesitési (remedidcios) technologidkat, amelyekkel a foldtani kézegek ¢€s a felszin alatti
vizek eredményesen kezelhetdk, illetve a bekovetkezett karok mérsékelhetok.

A szennyezdanyag(ok) tulajdonsagainak fliggvényében szamos karmentesitési eljaras
ismert, amelyeknek eldnyei ¢és hatranyai meghatarozzak alkalmazhatosagukat az adott
helyzetben. A megfeleld karmentesitési technoldgia kivalasztdsa soran a kovetkezd
szempontokat kell figyelembe venni®®: a karmentesitendd kozeg meghatarozasa; a
rendelkezésre allo és kivitelezhetd technoldgidk vizsgalata; a beavatkozas siirgésségének ¢€s
tobb teriilet esetében a fontossagi sorrend megallapitasa; a szennyezett teriilet elhelyezkedése,
nagysdga ¢és egyéb jellemzdi; a szennyezdanyag jellemzdi; a szennyezett teriilet
szennyezOanyag kibocsatdsa, a szennyezddés terjedése; a szennyezddés terjedésének
felmérése; a mentesitési hatarérték meghatarozasa; a remediacios folyamatok id6- és
koltségigénye; a karmentesités human és kornyezeti kockéazata, ezek mérséklése; a
karmentesitett teriilet utbhasznositasanak lehetdségei.

Az eljarasokat tobbféle szempont alapjan csoportosithatjuk, azonban meg kell
jegyezni, hogy mivel a szennyezett kozegre altalaban a szennyezdk nagyfokt heterogenitasa
jellemzd, igy a kornyezetvédelmi karmentesitési gyakorlatban legtobbszor kiilonb6zo
technologidk kombinacidjat alkalmazzak. A karmentesitési modszereket lehet a tisztitasi elv
szerint is csoportositani®?;

o Kémiai-fizikai eljarasok: a cél egyarant lehet a szennyezd komponensek
immobilizalasa, illetve kozvetleniil a mennyiségiik csokkentése. Ilyen eljarasok pl. kémiai

oxidacio6 vagy redukcio, talajmosas, talajlevegdztetés, stabilizacio.

o Termikus eljarasok: a beavatkozasok célja lehet a komponensek immobilizalasa vagy

éppen ellenkezdleg, a mobilizalasanak serkentése. Ilyen eljarasok pl. égetés, pirolizis.

o Biologiai eljarasok: cél a szennyez6 komponensek mobilizalasa vagy immobilizalasa.
Olyan beavatkozasok tartoznak ide, melynek soran a szennyezddés kornyezeti kockazat
csokkentése mikroorganizmus(ok) vagy ndvények atalakitdo, biodegradald vagy

bioakkumulalo tevékenységén keresztiil valosul meg, pl.biostimulécid, bioaugmentacio.
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o Okomérnéki eljardsok: A technologiai céllal kialakitott, a szennyezddés specifikumait

szem el6tt tartva in. mezokozmoszt, vagyis tobb fajt tartalmazd vizi, sekélyvizi vagy

szarazfoldi  Okoszisztémat alkalmaznak, pl. ecleven iszapos szennyviztisztitas,

fitoremediacio.

Az eljarasokat a beavatkozas helye szerint, alapvetéen két csoportba sorolhatjuk®:

e In situ (eredeti helyzetben) eljarasok: ebbe a korbe tartozik valamennyi olyan eljaras,

amikor a szennyezett foldtani kozeget, beleértve az egyes talaj fazisokat is természetes

kifejlodésiik kornyezetébdl nem tavolitjak el, nem termelik ki a tisztitas soran.

e EX situ (nem eredeti helyzetben) eljarasok: ide tartoznak azok a beavatkozasok,

amelyek nem a szennyezd6dés eredeti helyén valdésulnak meg.

Megjegyzendd, hogy szinte minden fizikai, kémiai vagy bioldgiai remedidldsi moddszer

alkalmazhat6 in situ is, az alkalmazhatosagot altalaban a szennyezett talaj mennyisége, a

hozzaférhet6ség €és a technoldgia koltsége limitalja.

A klorozott alifas vegyiiletek tovabbi kezelést igényelnek a korabban (2.1.1 fejezet)

emlitett karos Okologiai hatasaik megelézése, csokkentése érdekében. A mar kornyezetbe

kikeriilt szennyezések esetén karmentesitési eljarasokra van sziikség. A nagy kiterjedési,

nehezen hozzéaférhetd klorozott szénhidrogénnel szennyezett teriiletek karmentesitésénél az

in situ technologiak alkalmazasa az eldnyds, mert:

o

o

o

©)

helyben kivitelezhet6ek,

lakott, beépitett teriilet is kairmentesithetd,

a kornyezet csak minimalisan valtozik meg, a remedidcio6 soran is hasznosithato,
szallitasi koltségeket lehet megtakaritani,

mivel nincs kozeg kiemelés, igy nem kell az esetleges hulladékok kezelésével
szamolni,

nagy hatékonysaguk mellett gyakran olcsobbak, mint az ex-situ technologiak,

az egyes karmentesitési eljarasok jol adaptalhatok/alkalmazhatok a szennyezddés
tipusahoz,

kombinalhatoak mas remediacios technikaval.

Az in situ remediacio hatranya, hogy a maradék szennyezettség és a koztitermékek miatt a

munkalatok soran fokozott kockazattal kell szamolni, hiszen a szennyezett kornyezeti

e . 124
elem/fazis nincs izolalva a nem szennyezett kornyezettol”".
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2.3. Klorozott alifas szénhidrogének in situ remediacios lehetéségei

A halogénezett vegyiiletek korabban ismertetett széles kori felhasznalasa (2.1.1
fejezet) specidlis tulajdonsagaiknak koszonhetd. A benniik 1év6 szén-halogén kotés igen erds,
igy stabilak, a kotés ereje a halogén atom ndvekvd molekulatomegével csokken. A halogén
szubsztituens csokkenti a vizoldékonysagot ¢és noveli a lipofil tulajdonsagot, melynek
kovetkezménye a biologiai hozzaférhetdség csokkenése, a felhalmozodas novekedése. A
halogén szubsztituens mennyisége, formaja €s mérete szintén hatassal van a vegyllet
tulajdonsdgaira, pl. toxicitis, mutagenitas™®. A remediacio kulcsfontossagn lépése a
halogénezett szénhidrogének lebontdsanal a halogén atom é&s szénatom kozotti kotés
megbontésa%.

Amennyiben az in situ eljaras feltételei teljesiilnek, akkor a klorozott alifas
szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek karmentesitésére az egyik legelterjedtebben

alkalmazhaté6 modszerek a biodegradacion és a kémiai lebontdson alapulé modszerek. A

kovetkezd pontokban ezeket ismertetjiik részletesen.

2.3.1. Bioremediacio

A fenntarthat6sag jegyében, a jelenlegi kornyezetvédelmi irdnyelveket figyelembe
véve minden olyan esetben, ahol lehetséges, a bioldgiai moddszerek alkalmazasat kell
elényben részesiteni. Ezek az eljarasok tekinthetéek a legtermészetesebb karmentesitési
modszernek. Biodegradacio alatt a mikroszervezetek biokémiai anyagcsere folyamatain
keresztiil megvalosuld, lebontdsi (katabolitikus), illetve 4talakitdsi (transzformacios)
folyamatokat értjiik. A bioremediacio soran a mikrobak ezen képességeit kihasznalva tudjuk a
kornyezetszennyezd anyagokat lebontani. Ezek alapjan elmondhato, hogy a bioremediacios
technologiak kozos feladatai a mikrobialis anyagesere serkentése és fenntartasa. A kovetkezo
bioremediacios modszereket kiilonboztetjiik meg:

e Ontisztulds — Természetes szennyezéanyag csékkenés

Mesterséges beavatkozastdl mentes, a szennyezett kozegben megjelend kdrnyezethez

alkalmazkodva (adaptdlodva) a karhelyen 1évé mikroszervezetek koziil azok

szaporodnak fel, amelyek képesek a szennyezd anyag hasznositasara, lebontasara.
e Biostimulacio — Természetes biodegradacio fokozasa

A szennyezett teriileten 1évé Oshonos vagy a szennyezéshez mar adaptilodott

mikrobdk ndvekedését és aktivitasat serkentik fermentalhatd szerves szubsztrat vagy

egyszeri elektrondonorok (pl. hidrogén, melasz, tejsavo, acetat) adagolasaval. A
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tovabbi adalékok lehetnek még szervetlen tapanyagok (éaltaldban nitrogén, foszfor,
kalium ¢és ¢lesztd kivonat), amelyek a mikrobdk novekedését serkentik, pH-t
szabalyozd vegyiiletek, vagy szervetlen adalékanyagok, amelyek biogeokémiai
folyamatokat stimulalnak.

o , Osztonos” talajoltas
A modszer soran a karmentesitendé kozegbdl izolaljak a degradacios tulajdonsaggal
rendelkezd mikroszervezeteket és az — altalaban szelektiv taptalajokon kivalogatott —
torzseket szaporitjdk, majd nagy mennyiségben visszajuttatjdk (inokuldljak) a
szennyezett kozegbe.

e Bioaugmentdcio — ,, Tervezett” talajoltas
Ha az dshonos mikroba populacié nem képes a szennyezdk hatékony lebontésara, faji
szinten identifikalt, ismert degradacids, patogenitasi ¢és érzékenységi stb.

tulajdonsagokkal rendelkezé mikrobédkat adagolnak a karmentesitendd kdzegbe.

A bioldgiai alapon végezhetd degradacids eljarasok eldnyei, hogy jelentds kiterjedésii
tertiletekre is alkalmazhatdak és a szennyezett teriilet minimadlis atalakitasaval jarnak. Nem
igényelnek komolyabb infrastruktarat, a tobbi kdrmentesitési beavatkozashoz képest kisebb a
koltségigény, mig a teriilet eredeti éldvilagaval, mikroba kozosségével kiméletesebbek.
Hatranyuk a koztes bomlastermékek esetleges felhalmozdodasa, az idéigényesség, valamint a
kornyezeti tényezOktol (pl. hdmérséklet, pH) valo fliggdség. Tovabba a szennyezett kdzeg és

a szennyezO anyagok sajatossagai ezen modszerek hatékonysagat erdteljesen befolyasolj ak®,

2.3.1.1. Biologiai remediacio klorozott szénhidrogének esetében

A természetes rendszerek kiszamithatatlansaganak és komplexitdsanak kdszonhetden
az in situ kisérletek gyakran bizonytalan és nem meggy6z6 eredménnyel jélrnak27. Ezért azt,
hogy az adott teriileten mely beavatkozas lehet sikeres, mindig az eldzetes laboratdriumi
mikrokozmosz kisérletek dontik el. A mikrokozmosz kisérletek soran kontrollalt
kornyezetben, kis térfogatban, komplex oOkologiai rendszerben vizsgalhatjuk a
szennyezbanyagok sorsat, a degradaciot, a mikrobidlis kozosség szerkezetének valtozasait és
az esetleges beavatkozas egyéb kévetkezményeitzs. Az eredmények segithetnek megismerni
¢és megérteni a terlileten zajlo Okoldgiai folyamatokat, kovetkeztethetiink beldliik a

beavatkozas hatékonysagara, igy megkonnyithetik a remediacio megtervezésétzg.
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Eppen ezért nem véletleniil alakult ki a kornyezetvédelmi gyakorlatban, hogy a
klérozott szénhidrogénbontd kozdsség ujjlenyomat-mintdzatdnak valtozasat is gyakran
kovetik mikrokozmosz kisérletek segitségével laboratoriumi koriilmények kozott?.

Bar évtizedekig a halogén atomot tartalmazod szerves vegyiileteket kizarolag
antropogén eredetiinek tartottdk, az utdbbi években tobb mint 3000, természetes uton
keletkezett halogénezett szénhidrogént azonositottak®. Emellett kimutattak reduktiv
dehalogenacidt végzé mikrobakat természetes kérnyezetben31. Ezen eredmények alapjan
elmondhat6, hogy — az addig xenobiotikumnak tartott — halogénezett szerves vegyiiletek
bioremediécios folyamataiban érdemes a dehalogenéciot végzé mikrobakra fokuszalni.

A biodegradaciés folyamatok soran a mikrobak (baktériumok és gombdék) a lebontani
kivant vegyiiletet atalakithatjdk és hasznosithatjdk, mint szénforrast (osztodas, szaporodas
céljabol), vagy mint energiaforrast (ATP szintézis, energiatermelés céljabol), illetve un.
aspecifikus, kometabolikus reakcidkban (sem szénforrasként, sem energiaforrasként nem
hasznosulnak). Energetikai szempontbdl a biodegradacidé olyan elektronatadasi folyamat,
melyben a szerves anyagok szén- és energiaforrasként hasznosulhatnak, az oxidéaciojukbol
nyert energia pedig a sejtek felépitéséhez és azok fennmaradasdhoz jarul hozzd. Az
elektronatadashoz és az anyagcseréhez azonban sziikség van elektronakceptorra is, mely az
elektront felveszi. Az aerob biodegradaci6 sordan az oldott oxigén szolgél
elektronakceptorként a mikroorganizmusok szamara, mig az anaerob lebontasi folyamatoknal
molekularis  oxigén  hidnydban  az  anaerob  mikroorganizmusok  alternativ
elektron-akceptorokat felhasznalva oxidaljak a kornyezetiikben feldusulo szerves anyagokat.
Ebbdl addédoan a denitrifikdldé mikroorganizmusok nitratot, nitritet, a fémredukalo
mikroorganizmusok mangan- vagy vas-oxidokat, a szulfatredukalo baktériumok szulfatot és a
metanogén  baktériumok  szén-dioxidot  hasznalnak  elektronakceptorként. Az
elektrontranszport lanc révén minden olyan elektrondonor-elektronakceptor redox par
felhasznalhaté energiatermésre, amelyek légzési lancba csatolasaval legalabb egy protonnyi
proton hajtderd jon létre. A halogénezett szénhidrogének reduktiv deklorinicidja sordn maga
a halogénezett szénhidrogén vegyiilet a végsd elektronakceptor, igy e lebontasi folyamatot
altalanosan dehalorespiracionak is nevezik. A folyamatban példaul klor esetén, a klor szénnél
magasabb elektronegativitasabol adodoan (EN¢i=3; ENc=2,5) a szerves molekulaban nem a

szén, hanem a klor veszi fel az elektront.
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2.3.1.2. Klorozott alifas szénhidrogének biodegradacioja

A klorozott etilének koziil a PCE, TCE mikrobioldgiai Gton torténd lebontasa redukciod
utjan lehetséges, a DCE ¢és VC oxidativ (un. aerob) ¢€s reduktiv (un. anaerob) koriilmények
kozott is lebonthato®. A mai napig nem irtak le olyan szervezetet, mely aerob kériilmények
kozott képes volt a PCE-t és a TCE-t, mint egyediili szénforrast hasznositani.

A szennyezett teriileteken altaldban az anaerob folyamatok domindalnak, mivel
nagyobb mélységekben az oxigén mar nem elérhet6 elektronakceptor a mikroorganizmusok
szamara®. A koryezeti feltételek és a mikrobidlis kompeticié egyértelmiien meghatarozzak,
mely anaerob biodegradaciés folyamatok dominalhatnak (2.1. abra). Anoxikus talajviz
rétegben a termodinamikailag kedvezObb folyamatok jelennek meg, el6szor a denitrifikacio,
ezt kovetik a mangan- és a vasredukcids folyamatok, majd a szulfatredukcio, végil a

metanogenezis.

]
Szennyezdéforras % Foldfelszin

Vizszint

ISzennyezett zbna v

Talajviz aramlas iranya

+3 +2
Anaerob R A
reakcios MnO, = Mn™
zona ) Vasre:;;kmo' o NO,”
anganredukcio 0, + H,0

Nitratredukcio

Aerob légzés
2.1. abra. Redukal6 zénak a szennyezett teriileten®

Szamos kevert és tiszta kultGraval végzett kutatds eredménye igazolta, hogy a klorozott
etilének bontdsdban a meghataroz6 anyagcsere folyamat az anaerob reduktiv dehalogenacio
folyamata, de eléfordul oxidativ (pl. Pseudomonas stutzeri, ami az els6ként leirt anoxikus,
denitrifikalo koriilmények kozott a 2-kloretanolt szén €s energiaforrasként hasznositani képes
baktérium) és fermentativ (pl. Dehalobacterium formicoaceticum a diklormetant fermentalja
acetatta és formiattd) mechanizmus is oxigénhianyos kérnyezetben34.

Mivel a dolgozatban anaerob koriilmények kozott végeztiik a vizsgalatainkat igy csak

az anaerob reduktiv lebontast mutatjuk be részletesen.
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2.3.1.3. Anaerob lebontas

Anaerob, azaz oxigénmentes kornyezetben a klérozott alifas szénhidrogének lebontasa
un. dehalorespiracié vagy reduktiv deklorinicidé utjan torténik (2.2. abra). Ez a folyamat
végbemehet kometabolikus vagy metabolikus utvonalon.

Anaerob kometabolikus reduktiv deklorinaciot figyeltek meg metanogén®, acetogén®,
illetve szulfatredukalé®” baktériumok esetén. Ezen anaerob baktériumok a reakciot nem
energiaszerzO, hanem kometabolikus atvonalon végzik, kiilonb6z6 enzimek vagy kofaktorok
altal katalizaljak a reduktiv deklorinciot.

Energiaszerz6 folyamat sordn a mikroba a klorozott szénhidrogént, nem
szénforrasként, hanem terminalis elektronakceptorként hasznélja fel az energiatermeld
folyamataiban®®.

A dehalorespiracio soran a szerves szénforras lebomlasa kdzben felszabadul6 hidrogén
(H, — 2H" + 2¢") az anaerob klérlégzd baktériumok segitségével atadodik az illékony
klérozott vegyliletre, amely ilyen mddon reduktivan deklorozddik. Tehat a hidrogenolitikus
reduktiv deklorinacié soran a PCE-TCE—DCE—VC vegyiiletek konszekutiv redukcidja
torténik, és minden egyes 1épésnél egy klorid/hidrogén ion szubsztitucié jatszodik le (2.2.

abra).

Cl Cl
\ /
/C=C\ perkléretilén
Cl l Cl
Cl Cl
\ /
/C=C\ trikloretilén
/CI H \
Cl Cl Cl
\ / \ /
cisz-1,2-dikléretilén /C=C\ /C=C\ transz-1,2-dikloretilén

\H H/ Cl
H\czc’ " vinil-Klorid
H | c

H\ l /H
/C=C\ etilén

2.2. abra. A Kklorozott alifas szénhidrogének reduktiv deklorinacios utvonala

Elészor a Desulfomonile tiedjei torzsnél figyelték meg ezt a folyamatot,

139

3-klorbenzoattal™, majd késébb kimutattak, hogy a torzs képes a klorozott alifas vegyiiletek,

19



Irodalmi attekintés

igy a PCE és TCE deklorinalasara is*. Azota szamos torzset azonositottak, amelyek képesek
a reduktiv dehalogenécié bizonyos lépéseit végrehajtani, pl. a PCE-t, a TCE-t vagy a
klorbenzoatot hasznaljak elektronakceptorként a biologiai energiaszerzésben. Ilyen
baktériumok példaul a Dehalococcoides mecartyi (korabban Dehalococcoides ethenogenes)™®,
a Desulfitobacterium chlororespirans® és a Dehalobacter restrictus®.

A kéarmentesités célja a poliklorozott etilénszdrmazékok teljes, etilénig, illetve etanig
t5rténd  lebontéasa™. Megfeleld6 mikrobidlis 0Osszetétel esetén, ha kelléen negativ
redoxpotencial (-200-t61 -400 mV-ig) és elegend6 mennyiségli kiegészité tapanyag all
rendelkezésre, a reduktiv deklorinacié elméletben teljesen végbemehet, PCE-tdl etilénig.
Azonban gyakran tapasztalhato részleges deklorinacio, és ezzel parhuzamosan DCE, illetve
VC koztitermékek felhalmozdodasa. Sokszor ez a felhalmozddas okozza a legnagyobb
problémat, mivel a kevésbé klorozott etilének toxikusabbak, mint a PCE vagy a TCE*.

A Dehalococcoides mccartyi 195 volt az els6é és az egyetlen azonositott baktérium
torzs, ami egymaga képes véghezvinni a deklorinaciot: PCE-t, illetve TCE-t etilénig
alakitani**. Azonban itt a deklorinacié soran csak a VC eléréséig torténik energiaszerzd
redukcio, az utolso 1épés, ahol a VC etilénné alakul, kometabolikus és lassu folyamat45.

A Dehalococcoides sp. BAVI1 az elséként felfedezett torzs, amely képes a ¢cDCE
osszes izomerjét és a VC-t, mint elektronakceptort hasznositani*'. Az utobbi 10 évben
tovabbi, a klorozott etilének bontasidban résztvevd Dehalococcoides torzseket is sikeresen
izolaltak, amelyeket szintén a Dehalococcoides mccartyi fajhoz soroltak. Ezek a kovetkezd
térzsek: CBDBI1, FL2, GT és VS*. A hat torzs (195, BAV1, CDBDI, FL2, GT és VS)
16S rRNS génjének bazissorrendje tobb mint 98%-0s hasonloésagot mutat. Filogenetikai

elemzések alapjan a Chloroflexi csoportba tartoznak (2.3. tablazat, 2.3. abra).

2.3. tablazat. PCE, TCE bontasara képes Dehalococcoides torzsek

Torzs Elektronakceptor Elektrondonor

PCE, TCE, DCE, VC, kloretanok,

Dehalococcoides mccartyi 195 Kl6rbenzénck H;
Dehalococcoides mccartyi BAV1 DCE, VC H,
Dehalococcoides mccartyi FL2 TCE, DCE, VC H,
Dehalococcoides mccartyi GT TCE, DCE, VC H,
Dehalococcoides mccartyi VS DCE, VC H,

Nem minden Dehalococcoides torzs képes a PCE vagy a TCE teljes deklorinaciojara

(2.3. 4bra)***'. Az egyes Dehalococcoides torzseket vizsgalva azt tapasztaltak, hogy vannak
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olyan torzsek, amelyek az egyes klorozott alifas szénhidrogéneket mas mechanizmussal
bontjak. Pl. a Dehalococcoides FL2 torzs reduktivan deklorinalja a TCE-t és cDCE-t, viszont
a PCE-t és a VC-t kometabolizmussal bontja. A Dehalococcoides BAV1 torzs pedig a DCE-t
¢és VC-t képes termindlis elektronakceptorként hasznositani, mig a PCE-t és TCE-t

kometabolizmussal bontja®.

CI\ /CI CI\ /CI CI\ /CI H\ /H H\ /H
/C:C\ /C:C\ /C:C\ /C:C\ /C:C\
Cl Cl Cl H H H H Cl H H

PCE TCE DCE vinil-klorid etilén

>
Desulfitobacterium dehalogenans

Desulfomonile tiedjei
Sulfurospirillum sp.
Dehalobacter restrictus
Geobacter lovieyi
Desulfuromonas michiganenesis

.................. »
Dehalococcoides mccartyi 195
..................................... [ >
Dehalococcoides BAV1
................... > P cnnrnnnne
Dehalococcoides mccartyi FL2
>
Dehalococcoides mccartyi VS
>

Dehalococcoides mccartyi GT

2.3. abra. A klérozott etilének bontasaban résztvevé mikrobak™

2.3.1.4. Biodegradacioban résztvevo baktériumok kimutatasa

A kornyezeti karmentesités soran kiemelt jelentdségli a degradacidban résztvevo
mikrobak azonositasa és jellemzése. Ezaltal meg tudjuk becsiilni a mikrobak fontossagat,
bontasi képességét €s a kozosségi anyagceserében betdltott szerepét.

Habar a talajmikrobak kozosségeit éveken keresztiil tenyé€sztésen €s izoldlason alapuld
modszerekkel vizsgaltdk, ma mar molekularis biologiai mddszerek hasznalatosak, ugyanis
ezek a mikrobdk sokszor laboratdriumi koriilmények kozott nem tenyészthetdek (a prokariota
fajok <1%-a vonhato tenyésztésbe), vagy a kevert kultirak esetében annyira kevés van
belsliik, hogy jelenlétiik nem mutathaté ki hagyomanyos médszerrel™.

Mint korabban mar emlitettik, az ismert Dehalococcoides torzsek koziil csak a
Dehalococcoides mccartyi 195-nél igazolhatd, hogy képes a PCE teljes deklorinacidjara
(PCE-t6l etilénig), de ezen kiviil szamos Dehalococcoides torzsrdl igazoltak, hogy a

deklorinacid egy vagy tobb 1épését képesek véghezvinni®.
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Egy kornyezeti mintanal a Dehalococcoides 16S rRNS gén kimutatisa egy jo
indikator arra, hogy a teriileten feltételezhetd olyan endemikus mikroflora, mely képes a
klorozott alifas szénhidrogének deklorinacidjara. A 16S rDNS régio egy meglehetdsen
konzervalt szakasz, mely az adott baktérium filogenetikai besorolasara alkalmas, de a kozeli
rokonsagban 1€vé torzsek esetében is vannak reprezentativ eltérések (V2 €s V6 hipervariabilis
régio)>’. Példaul az egyes Dehalococcoides izolatumok 16S rRNS génszekvenciak alapjan
harom un. alcsoportba sorolhatoak: Cornell (ide tartozik pl. a Dehalococcoides mccartyi 195
is), Victoria (pl. Dehalococcoides mccartyi VS) és Pinellas (Dehalococcoides mccartyi
BAV1, CDBDI, FL2 és GT)*.

16S rRNS gént vizsgalva, vilagszerte szamos klorozott etilénnel szennyezett teriileten
mutattak ki Dehalococcoides torzseket®®. Ugyanakkor a Dehalococcoides 16S rRNS gén
jelenléte és diverzitdsa nem tiikrozi a tényleges deklorindcidos potencialt, dnmagaban nem
igazolja a teljes deklorinacio végbemenetelét’’. Az, hogy a teljes deklorinacié végbemegy-e
egy teriileten, mindig attdl fiigg, hogy kialakult-e olyan baktérium konzorcium, mely
egytittesen képes a deklorinacié Osszes lépésnek véghezvitelére. Ezért a Dehalococcoides
16S rRNS gén mellett érdemes megvizsgalni, hogy kimutathatéak-e olyan gén szekvenciak,
melyek az egyes deklorinacids 1épéseket katalizaljak. Ilyen specifikus, katabolikus gének a
reduktiv dehalogenaz gének (rdhA, RDéz)*®. Ezek a gének felel8sek a reduktiv dehalogenaz
enzim katalitikus aktivitasaért, amelyek a reduktiv deklorinacié soran egy klor atomnak egy
kloérozott etilén molekulabol torténd kihasitasat katalizéljék30. Az els6 reduktiv dehalogenaz,
melyet izolaltak, a Desulfomonile tiedjei 3-klorobenzoat reduktiv dehalogenaza volt. Szamos
deklorinald6 Dehalococcoides torzs reduktiv dehalogendz génjeit azonositottdk mar a mai
napig, azonban jelenleg csak keveset tudunk a Dehalococcoides és RDaz gének valtozasarol,
diverzitasarol terepi koriilmények kozott.

Ismert reduktiv dehalogenaz enzimet kodolo gének:
e pceA gén (PCE reduktiv dehalogenaz; amely a perkloretilén (PCE) RDaz enzimet

kodolja, izolaltak és azonositottak a Dehalococcoides mccartyi 195, ¢és a

Dehalococcoides  sp. CBDB1  torzsekben,  valamint  Dehalospirillum

multivorans-nda/**>*)

e tceA gén (TCE reduktiv dehalogendz; amely a trikloretén (TCE) RDaz enzimet

kodolja, megtalalhato a Dehalococcoides mccartyi 195 ¢és FL2  torzsek
54,55).

genomjaban

e VCrA gén (vinil-klorid reduktiv dehalogenaz; amely a vinil-klorid (VC) RD4z enzimet
56,57
’ )-

kodolja, izolaltak és azonositottak a Dehalococcoides sp. VS és GT torzsekben
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e DbvcA gén (vinil-klorid reduktiv dehalogenaz; amely a vinil-klorid (VC) RDaz enzimet

kodolja, izolaltak és azonositottak Dehalococcoides sp. BAV1 térzsben®™).

A felsorolt gének mind egy-egy redukcios 1épésért, egy-egy dehalogénezésért felelGs
enzimet kodolnak.

Az esetek tobbségében a talajok tartalmaznak egy természetes anaerob mikroflorat,
ahol anoxikus koriilmények kozott, aktiv szulfatredukald és metanogén szervezetek is
okozhatjdk a PCE ¢és TCE vegyiiletek redukcidjat cDCE-ig. A problémat sok esetben az
okozza, hogy a deklorinacios utvonal a cDCE-nél vagy VC-nal ledll. Ezért érdemes olyan
enzimkodold gének vizsgalatat is elvégezni, melyek a cDCE és azt kovetéen a VC
detektaldsaval kimutathatd, hogy a vizsgalt kérnyezetben van-e olyan baktérium, amely képes

a reduktiv deklorinacid soran a cDCE és a VC atalakitasara.

2.3.15. Kompetitiv mikroorganizmusok a reduktiv deklorinacio soran

A kozeg fizikai, kémiai jellemz6i és a baktériumpopulacid Osszetétele mellett, a
deklorinacié hatékonysaga nagyban fiigg a rendelkezésre all6 hidrogén mennyiségétdl, az
uralkod6 redox koriilményektdl, az elérhetd -elektronakceptorok és elektrondonorok
mennyiségétol, illetve a szénforras elérhetGségétol.

Sok esetben a CAH szennyezéssel érintett teriilet tartalmaz olyan endemikus
mikroflorat, mely képes a szennyezés reduktiv uton torténd eliminacidjara. Mivel e
vegyiiletek elektronakceptorként vesznek részt a folyamatban, sziikséges a mikrobioldgiai
aktivitds fokozasdhoz elektrondonor biztositasa (un. biostimulécios eljaras alkalmazasa). Az
elektrondonor vegyiiletek elsdsorban hangyasav vagy hidrogén, melyet anaerob fermentativ
szervezetek cukrok, szerves savak vagy alkoholok lebontasaval biztositanak.

Az elektrondonorok azonban nem csak a deklorinaciot végzé mikroflora aktivitasat
segithetik, hanem olyan egyéb endemikus baktériumok szaporodasat is, melyek az
alkalmazott elektrondonor vegyiiletet képesek hasznositani®. Ilyenek példaul a metanogén,
acetogén vagy szulfatredukdld baktériumok, melyek kompetitiv szervezetek lehetnek a
deklorinaciot végzd mikrobdk szdmara. Ha az adott teriileten a nem megfeleld mikroflora
feldusitasa torténik, az nemkivanatos végtermékek (pl. metan, kénhidrogén stb.)
keletkezéséhez vagy a részleges deklorindciobdl keletkezd toxikus metabolitok
felhalmozddashoz vezethet.

A reduktiv deklorinacioban kulcsfontossagli elektrondonor a hidrogén. A felszin alatti

kozegben a hidrogén biztositdsara legalkalmasabb modszer az anaerob fermenticio
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alkalmazésa. Azonban anaerob mikroflordban a hidrogénért, mint elektrondonorért versengés
alakul ki a deklorindld baktériumok ¢€s egyéb kompetitiv mikrobdk kozott. Szamos
tanulmanyban vizsgaltdk, hogy a hidrogénért folytatott verseny soran mely mikrobidlis
reakci6 domindns, a H; koncentracio csokkenése alapjan a kovetkezd sorrend a
valoszintisithetd: acetogenezis > metanogenezis > deklorinacid és szulfatredukcié > Fe (II)

redukcié > Mn (IV) redukci6 > denitrifikacio (2.4. tablazat).

2.4. tablazat. A H, koncentracié hatarértékei

Reakcio H, koncentracio (nmol/L) Hivatkozas

Acetogenezis 400 Yang és McCarty (1998)*°
Metanogenezis (B Yang és McCarty (1998)°°, Lovely (1994)%°
Deklorinacio <2 Yang és McCarty (1998)>°, Smatlak (1996)**
Szulfatredukcid 1-4 Lovely (1994)%°, Chapelle (1996)%

Fe (11I) redukci6 0,1-0,8 Lovely (1994)%°, Chapelle (1996)

Mn (IV) redukci6 <0,05 Lovely (1994)%°
Denitrifikacié <0,05 Lovely (1994)%°

A legtobb szerz6 egyetért abban, hogy alacsony (kisebb, mint 0,3 nmol/L)
hidrogénkoncentracié kedvezd a deklorinaciénak, mig 5-95 nmol/L tartomanynal mar a
metanogén baktériumok dominalnak®. Eppen ezért preferalt a lassan fermentalhaté (alacsony
hidrogénkoncentraciot biztositd), metanogén baktériumok szdmara nem felvehetd
szubsztratok alkalmazasa, mint példaul butirat vagy propionat vagy politejsav, illetve
emulzifikalt ndvényi olajok hasznalata®.

A deklorinalo és szulfatredukald baktériumok kozotti versengés mar vitatottabb, mivel
a szulfatredukcio hidrogénkoncentracio kiiszobértéke 1-4 nmol/L, ami mar megkdzeliti a
deklorinacionak kedvezd 0,3 nmol/L értéket. A szerzok véleménye megoszlik, van, aki szerint
a szulfatredukcid nincs gatldo hatassal a deklorinicidra, mas szerzOk szerint azonban gatlo
hatas léphet fel®.

Tehat a fentiek alapjan elmondhatd, hogy a szubsztratok és ebbdl keletkezd
elektrondonorok adagoldsaval szabdlyozhat6 a klorozott alifds szénhidrogének lebontdsa. A
lebontd klororespirald kozosség szamdara hozzaférhetd hidrogén mennyiségét és ardnyat
megfeleld koriiltekintéssel megallapitva, minimalisra csokkentheté a hidrogén kompeticid
mas mikroba csoportokkal, mint pl. metanogén, acetogén és szulfatredukald baktériumok. A
lassan felhaszndlodo szubsztratok alkalmazésa koltségtakarékossagi szempontbol is elényds,

ugyanis ezzel csokkenthetd a beavatkozasok szama®.
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2.3.2. Kémiai lebontas — In situ kémiai redukcio

A mar emlitett, szdmos elérhetd kémiai elven alapulé remediacios technologia koziil a
dolgozathoz kapcsolédoan a nulla vegyértékii nanoméretii vassal megvalosuld karmentesitési

eljarast (in situ kémiai redukcio) fogjuk részletesebben bemutatni ebben a fejezetben.

2.3.2.1. Nulla vegyértékii vas nanorészecskék altalanos jellemzése

Az elmult par évtizedben a tobb tudoménydgat is atfogd nanotechnoldgiai
kutatasokban robbanasszert fejlodés kovetkezett be, melynek kovetkezményeként olyan 1j,
nagyhatékonysdgu anyagokat, illetve eszkdzoket ismertiink meg, amelyek jelentds segitséget
nyujthatnak az iparosodott vilag egyik legnagyobb kihivasaval, a kornyezetszennyezéssel
szemben. Ebbe egyrészt beletartoznak a tovabbfejlesztett analitikai modszerek, ujszerti
adszorbensek €s szennyezdanyag-kibocsatast szabalyozo késziilékek, valamint a korabbiaknal
jobban teljesitd talaj- és talajviz remediacios technologiak. Utobbiak kozé sorolhatok az olyan
elemi allapoti fémet (ilyen pl. vas, magnézium, cink stb.) felhasznal6 modszerek, ahol a fém
alkalmas vizes kozegben, szerves komponensek (klorozott alifas, nitro-aromas, poliklérozott
bifenilek, peszticidek stb.) redukciéjara®®. A szakirodalomban fellelheté adatok alapjan a
nulla vegyértékli vas nanorészecskék (nZVI=nano zero valent iron, nanovas, nFe%) kezdettsl
fogva fontos szerepet jatszottak a nanotechnologia kornyezetvédelmi alkalmazasaban
(nanoremediécié)eg'sg.

A vas nanorészecskék vizes kdzegben €s oxigén jelenlétében kémiailag nem stabilak.
Az oxigén redukciodja soran keletkezd hidroxid-ionok és a vas oxidacigja soran keletkezd Fe?*
ionok reakcioja Fe(OH),, majd Fe,O3 vegyiiletek képz6déséhez vezet, ez okozza a feliileti
oxidréteg megjelenését is. A kialakuld kiils6 oxidréteg miatt a nanovas részecskék héjas
szerkezetiiek, ahol a nagy reaktivitasti fém a héjon beliil, a magban talalhato (2.4. abra). Az
ilyen nanorészecske tulajdonsagait dontden befolydsolja az, hogy milyenek a héj transzport
tulajdonsagai és milyen a kémiai természete. Az ilyen rendszer viselkedése joval sszetettebb,
mint a csak fémbdl allo részecskéké, kiilonosen akkor, ha figyelembe vessziik, hogy

. , . , . ’ , rz s 1u y 17 s 7
tulajdonsagai modosulnak a kérnyezet megvaltozasa soran és az idé mulasaval 0
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2.4. abra. A vas részecske héjas szerkezete, és a feliiletén végbemend redukcios
reakciok”

Mindezek mellett a részecske reakcioba 1ép a kornyezetével is, a reakcidpartner lehet
pl. a viz vagy az oldat valamilyen egyéb komponense, illetve a jelenlévd szennyezések. Az
eltelt id6 itt is komoly tényezd lehet. Mivel a fém vas termodinamikailag a legtobb
kornyezetben nem stabil, ezért varhat6, hogy a hosszabb tavu tarolds soran oxidacio vagy
egyeb reakciok fognak végbemenni az anyagban. Bar a tombfazisu vas esetén a kismértékii
rozsdasodas még nem okoz jelentds valtozasokat az anyag tulajdonsagaiban, viszont az
ugyanekkora korrdzi6 mar jelentdsen megvaltoztatja a nanoméretli részecskék kémiai
jellemzoit. Bar a vas nanorészecskéket igyekeznek inert kdrnyezetben tarolni (oxigéntdl
elzarva, szaraz helyen, esetleg vékuumban), azonban az idd eldrehaladtaval igy is

megfigyelhet6 a korrodalodas kdvetkezménye.

2.3.2.2. Nulla vegyértékii vas nanorészecskék szerepe a kornyezeti

remedialasban

A nulla vegyértékii vasat (Feo) — részecskemérettdl fiiggetleniil — mar régota ismerik,
mint kivalo elektrondonor reakciopartnert. A hétkoznapi életb6l a legjobb példa erre a
vastargyak oxidalodas altali korrozidja. A rozsdasodas soran a fém vas Fe®* (ferro-), illetve
Fe** (ferri-) ionnd oxidalodik a levegSben 1évé oxigén hatdsara, ami ekdzben vizzé
ismert, ugyanennek a folyamatnak a kdrnyezettechnoldgiai alkalmazasa egészen az 1980-as
évek kozepéig varatott magéra71. Miutan megfigyelték, hogy a talajvizmintakban talalhato,

klérozott szénhidrogént tartalmazd oldoszerek vasbol és acélbol késziilt targyak jelenlétében

26



Irodalmi attekintés

elbomlanak, gyorsan megnétt az érdeklddés a viszonylag olcsdé és nem toxikus vas, mint
potencialis talajviztisztité anyag irant’*.

A nulla vegyértékii vas nanorészecske ujfajta lehetoséget teremt a szennyezett talaj és
talajviz kezelésében. Kis (0-100 nm ko6zotti) méretiikb6l addoddan a vas nanorészecskék
nagyon reaktivak (sokkal reaktivabbak, mint a szemcsés vas, aminek hasznalata bevett
modszernek szamit a reaktiv gataknal), igy sokkal konnyebb Oket eljuttatni a szennyezés
helyére, segitségilkkel megoldhatdé a szennyezések in situ artalmatlanitasa is. A
nanorészecskéknek kozvetlentil a felszin ala torténd bejuttatasa sikeres modszernek bizonyult:
segitségiikkel hatékonyan alakithatoak at a klortartalma szerves anyagok is’®. A nagyobb
reakcioképesség kovetkeztében higabb szuszpenzid formdjaban alkalmazhatéak, ami
jelentésen megndveli az egy pontban torténd bejuttatas hatasteriiletét, vagyis sokkal kevesebb
injektalopontot kell kialakitani, mint a szemcsés vas alkalmazdsa esetén, és lényegesen
kevesebb vas bejuttatasara van sziikség. A gyors reakcido miatt, kevésbé koltséges, rovidebb
kezelési id6 sziikséges. A redukcié eredményeként nem-toxikus végtermékek keletkeznek (pl.
TCE lebontasa soran etan a végtermék’"). Az in situ kezelés miatt kevesebb felszerelésre és
felszini berendezésre van sziikség, ami csokkenti a koltségeket, illetve az embereket és
kornyezetet is kevesebb hatas éri. Ezenkiviil a nanovas alkalmazasaval gyorsabb lebontast (pl.
TCE lebontasanal) figyeltek meg a szintén remediacidban hasznalt szemcsés vas
alkalmazasaval szemben’. Tovabbi elénye, hogy a nanorészecskék olyan reakciokban is részt
vehetnek, amelyek a szemcsés vasra nem jellemzdek, mint példaul a poliklérozott bifenilek
lebontasa®.

A nanorészecskék emellett nagyon rugalmasan hasznalhatok fel, akar in situ, akar
ex situ helyzetben. Példaul a nanorészecskék konnyen elhelyezhetdk zagyreaktorokban, ahol
hatékonyan képesek részt venni a szennyezett talaj, az tlledék és a szilard hulladék
kezelésében. Egy masik lehetdség az, ha a nanorészecskéket szilard hordozohoz rogzitjiik, pl.
aktivalt szénhez vagy zeolithoz, az igy kapott anyag felhasznalhato a viz, a szennyviz vagy
éppen gazelegyek megtisztitdsara is""7®,

Az ¢évek sordn szamos, kiilonbozd tulajdonsdgokkal rendelkezd nanorészecskét
sikeriilt eldallitani, €s a mar ismert szintézismodszereket jelentésen tovabbfejlesztették.
Tovabba, rengeteg laboratoriumi és helyszini kisérletet végeztek el, és egyre tobb szennyezé
anyag artalmatlanitdsara talaltdk meg a megfeleld technologiat. Ennek eredményeként a vas
nanorészecskék mara a kornyezetre artalmas vegyiiletek jelentds részével szemben
hatékonyan alkalmazhatéak: a nanovas nagyon igéretes a nehézfémek (pl. Cr(V1), Hog?* és

Ni%") és a radionuklidok (UO,*") immobilizaldsa szempontjabol, tovabba felhasznalhatd
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klortartalmu vegyiiletek (pl. klorozott etének/etanok, klorbenzolok, bifenilek), peszticidek (pl.

DDT, lindan), vagy szervetlen anionok (pl. perklorat, nitrat) artalmatlanitaséra is>®®°%%97

2.3.2.2.1. A nulla vegyértékii vas hatasanak kémiai alapjai

Az elemi vas (Fe°) kozepesen erés redukaloszer, vagyis képes elektrondonorként

viselkedni a megfeleld reakciopartnerrel szemben:
Fe* +2e” — Fe° (2.1)

A nulla vegyértékii vas és a Fe** jonok altal alkotott redoxi par standard
elektrodpotencialja (E°) -440 mV, ami lehetvé teszi, hogy a vas, szamos, a kornyezetben
eléforduld vegyiilettel reakcioba 1épjen. Ilyenek példaul a hidrogénion (proton), az oldott
oxigén, nitratok, szulfatok vagy karbonatok®. Aerob koriilmények kozott példaul a vas az
alabbi reakci6 szerint reagal az oldott oxigénnel:

2Fe;, +4H, +O

(aq

| = 2FeZ, +2H,0, (2.2)

2(aq (aq)

Ennek a reakcionak 25 °C-on a teljes redoxpotencialja +1710 mV, ami azt jelzi, hogy
termodinamikai szempontb6l nagyon kedvezményezett folyamatrol van szo®. A
sztochiometria szerint a reakcidban négy elektron szabadul fel a vas feliiletérdl, és a
protonfogyasztas miatt névekszik az oldat pH-ja. Ha tovabbi oldott oxigén is jelen van, akkor
a képzddott Fe?* jonok tovabboxidalodnak Fe®* ionokka. A megndvekedett pH azonban
kedvez a vas-hidroxid és a karbonat alapti csapadék kivalasanak, ami passzivalhatja a reaktiv
fém feliiletét™.

Anaerob koriilmények kozott, de legalabbis a talajviz kisebb oldott oxigén szintje
esetén a viz fogja oxidélni a fém vasat, aminek kovetkeztében a Fe?* mellett hidroxidion és
hidrogéngaz is keletkezik:

Feg, +2H,0., — 2Fei, +H

(ad) 2(g

) +20H 2.3)

Az oldott oxigén redukcidjaval ellentétben a vizzel vald reakcidé termodinamikailag
nem kedvez®, ahogy azt a -390 mV-os standard redoxpotencial is jelzi®'. Tovabba, ez és mas,
természetes vizekben végbemend reakciok kinetikai szempontbdl elég lasstiak, és altalaban

nem jutnak el a kémiai egyensuly éllapotébagz.
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A (2.2) és (2.3) egyenletek alapjan elmondhato, hogy a vas részecskék adagolasanak
hatasara jelentdsen megné a rendszer pH-ja €s lecsokken a redoxpotencidlja. Erésen redukalo
kornyezet jon 1étre, mivel a vas elfogyasztja az oxigént és mas oxidaloszereket a rendszerbdl,
¢s a reakcidkban H, gaz keletkezik.

A laboratoriumi kisérletekkel szemben a természetes kornyezetben a pH és a
redoxpotencidl valtozdsa nem mindig ilyen nagymértékli, mivel a diffuzid és a keveredés
igyekszik visszaszoritani ezeket a hatasokat. A pH novekedése ¢és a redoxpotencial
csokkenése kedvez az anaerob mikroorganizmusoknak, ami gyorsabb biodegradaciot tesz
lehetévé. A képzédé hidrogéngaz és a Fe” ionok szintén elényosek lehetnek ebbél a
szempontbol. Ezért a kdrmentesitésben a szennyezdéanyagok lebontdsara a nulla vegyértékii
vas alkalmazasdnak bioremedidcioval valo kombinalasa egy optimalis technologiat feltételez.

A leggyakrabban el6forduld természetes elektronakceptorok mellett a vas reakcioba
1ép szdmos redukalhatdé szennyezd anyaggal is. A karmentesités reduktiv folyamatdban a
szennyezd €s a reaktiv vas kozotti kémiai termodinamikai egyenstuly hidnyat hasznaljak fel.
Minél nagyobb a redoxpéarok standard redoxpotencidl értékei kozotti kiillonbség, annal
nagyobb a termodinamikai hajtéerd. A perkloretilén reduktiv dehalogénezése példaul (a
PCE/TCE redoxpar E%-értéke kb. 580 mV) vassal (Fe’/Fe** E%-értéke kb. -440 mV) sokkal
spontanabban zajlik le, mint a dikléretilén vinil-kloridd4 valé redukéldsa (¢cDCE/VC E%-értéke
kb. 360 mV). Az els6 esetben a potencialkiilonbség kb. 1020 mV, a masodikban kb.
800 mv*®.

2.3.2.2.2.  Nulla vegyértékii vas alkalmazasa klorozott szénhidrogének

karmentesitésében

Szamos jol bevalt technologia ismert az illékony szerves anyagok artalmatlanitasara,
de csak nagyon kevés olyan megoldas ismert, amellyel megoldhat6 a strii, nem vizfazisa
folyadékok (DNAPL) eltavolitasa. Mint mar emlitettiik (2.1.1 fejezet), a klorozott
szénhidrogének okozta szennyezések nehezen kezelhetdek, mivel ezek az anyagok hidrofobok
¢s nagyon perzisztensek. A felszin alatt egyre messzebb jutnak el, és lassan beleoldodnak a
talajvizbe. Mivel diffuzidkontrollalt folyamatokrdl van szo, ez az oldddas akar évtizedekig is
eltarthat.

A szakirodalmi adatok alapjan a nulla vegyértékii nanovas szemcsék klorozott
vegyitiletek in situ kérnyezeti remedialasban betoltott vezetd szerepe vitathatatlan®® 9808485 A

kovetkezOkben a vas részecskék ezen vegyiiletek lebontasaban vizsgalt szerepét ismertetjiik

részletesebben.
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A vegyliletcsalad reakcidjanak standard redoxpotencialja a +500 és +1500 mV kozotti
tartomanyban valtozik, igy vassal torténé redukalasuk termodinamikailag kedvezményezett™.
A klorozott szénhidrogének lebontasa tobbféle redukcios utvonalon is Végbemehet86.
Kozilik az egyik a hidrogenolizis vagy reduktiv dehalogénezés, amelynek soran a
halogénatomok egymadst kovetd Iépésekben cserélédnek ki hidrogénre. Egy altalanos,

klérozott alifas szénhidrogén (RCI) hidrogenolizise a kovetkezoképpen zajlik:

Fe’ +RClI+H" > Fe* +RH +CI~ (2.4)

Ez az utvonal a halogénezett metan®® és ecetsav®’ szarmazékok redukalasanal
tekinthetd dominans reakcionak. A perkloretilén (PCE) hidrogenolizis ttjan torténd teljes
deklorozasahoz tobb 1épésre van sziikség: a PCE-bol elobb trikloretilén (TCE), majd
dikléretilén (DCE), vinil-klorid (VC), végiil pedig etilén, majd etan keletkezik®. Ez a

reakciosor a 2.5. abra folytonos nyilai mentén kovethetd végig.

CI\ /CI
F=&
Cl Cl
) PCE
Cl—C=C—Cl C'\C_CC'
diklér-acetilén 7~ A
Cl H
TCE

Cl Cl Cl H CI

H-C=C—Cl v=¢  t=d  t=¢
. e / \ / \ / \
kléracetilén H H H Cl Cl H
cisz- transz- 1,1-
) 1,2-DCE ) 1,2-DCE DCE
l “\\.\ -------------- \ l /
H-C=C-H . H\ - /H
acetilén /C_C\
H Cl
- vinil-klorid
e H  H
/C _C\
etilén

2.5. abra. A PCE deklorozasanak lépései: hidrogenolizis (folytonos nyil), B-eliminacio6
(pontozott nyil) és hidrogénezés (szaggatott nyil)79.
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Ezeknél a reakciolépéseknél kiilondsen fontosak az egyes reakciok relativ sebességet,
mivel ezek hatdrozzak meg, hogy egyes perzisztens és veszélyes koztitermékek (pl. a
vinil-klorid) felhalmozddnak-e. Mint ismertettik ez a lebontdsi tUtvonal jellemz6é a
bioremediécioban is.

A dehalogénezés masik fontos utvonala két halogénatom egylittes elimindcidjaval
jatszodik le, amelynek soran a kloratomok hatrahagynak egy-egy elektront, amibdl a
szénatomok kozott n-kotés jon Iétre. Ha a reakcidban szomszédos szénen 1évo kloratomok
eliminalodnak, akkor vicindlis dehalogénezésrél vagy B-eliminéaciordl beszélink. A PCE
bomlasanak B-eliminacios lépéseit a szaggatott nyilak jelzik (2.5. abra). A vassal végzett
redukalas 70-90%-ban B-eliminacios 1épéseken keresztiil zajlik le elsdsorban akkor, ha a
szennyezd anyag kozvetleniil érintkezhet a vassal. Altaldnossiagban a vicinalis
dihaloalkénekbdl alkinek, a vicinalis dihaloalkanokbol pedig alkének jonnek 1étre’®; a TCE
B-eliminacidja soran példaul az elsé 1épésben kldracetilén keletkezik.

A két f6 reakciotipus mellett tovabbi, kisebb jelentdségii reakciok is szerepelnek a

° Az egyik ilyen a hidrogénezés, amelynek soran hidrogén

deklorozasi reakciosorban®
addiciondlodik a szén-szén kettds vagy harmas kotésre, a masik pedig a dehidrohalogénezés,
ami egy proton és egy halogenid anion eliminéciojaval, ezt kovetéen pedig egy szén-szén
n-kotés kialakuldsaval jar. A hidrogénezés akkor kap nagyobb szerepet, ha olyan kétfémes
katalizatort hasznédlnak, amely a fém vas szemcsék mellett egy katalitikusan aktiv fémet, pl.
palladiumot is tartalmaz®™. A masik folyamat, a dehidrohalogénezés nem jellemz6 a Fe°
reakcidira, annak ellenére sem, hogy baziskatalizalt folyamatrél van szo, igy a vas

Fontos, hogy a szennyezdk lebontasa teljes legyen, mert ha csupan részleges, akkor
atmeneti vegyiiletek képzOdnek, és ezek szintén toxikus hatdsuak lehetnek a talaj
mikroﬂéréjéra21’89. A felhaszndlt reaktiv nanovas nem specifikusan reagil a
szennyezOanyaggal, hanem redukaloszerként minden olyan anyaggal reakcidba 1ép, amely
oxidalt allapotban van, azaz elektronakceptor. Ez egyben azt is jelenti, hogy a redukaldszer
egy része nem a célvegylilet artalmatlanitdsara forditodik, ezért az alkalmazott reagens
mennyiségét ehhez kell igazitani a beavatkozads soran. Ugyanakkor nagyfoku szennyezés
esetén nagy mennyiségii redukaldszerre van sziikség, igy a technologiak gazdasagosabba

tételére nagy az igény.
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2.3.3. Vas nanorészecskék hatasa a talajban €16 baktériumokra

A nano mérettartomanyba tartoz6 anyagok a rendkiviil kis méretiik kdvetkeztében
mindségileg 0j tulajdonsdgokkal rendelkeznek, igy mas kornyezeti kockazattal is jarhatnak,
mint a szemcsés megfeleldik. A méretiikbdl adodoan megvaltozott kedvezo tulajdonsagaikat a
fizika, a kémiai és az orvosbioldgia terliletén hasznositjak, ugyanakkor a lehetséges
kornyezeti kockazataikkal, sokkal kisebb mértékben vagy egyaltalan nem foglalkoznak™.
Ennek ellenére mar tobb éve nagy mennyiségben hasznaljak dket ¢és igy kozvetleniil, vagy
kozvetett utakon ki is keriilhetnek a természetbe™.

Mint ahogy bemutattuk, a nanovassal térténé in situ remediacidé a laboratériumi és
terepi tesztkisérletek alapjan igéretes innovativ technoldgidnak mutatkozik. Kiilonosen
alkalmas lehet a kloérozott szénhidrogénekkel szennyezett felszin alatti kornyezet
egy bioremedidcioval kombinalt kémiai lebontasban®, Ugyanakkor az alkalmazéas soran
figyelembe kell venni azt is, hogy ez az anyag potencialis vesz¢€lyt jelent az €16 kdrnyezetre: a
beavatkozas soran a foldfelszin ald bejuttatott nanovas kapcsolatba kertilhet a felszini vizekkel
¢s annak ¢l0 szervezeteivel, akar toxikus hatast kifejtve, tovabba tartosan felhalmozodhat az
Okoszisztémaban.

Karmentesités soran, nanovas alkalmazasiaval sem lehetséges a talaj/talajviz
szennyezOdéseket 100%-ban elimindlni. A legtobb szennyezett teriileten a karmentesitési
hatarértékek teljesitéséhez célszerli — koltséghatékonysagi szempontbol — végsd 1épésként
bioremediaciot alkalmazni. Ebb6l kifolydlag fontos megérteni, hogyan hat a nanovas a kezelt
teriilet geokémiai viszonyaira, valamint mikrobialis Osszetételére és diverzitasara. A vas
részecskek amellett, hogy erds redukaloszerek, az ujabb kutatdsok szerint gatld vagy stimulalo

93’94, habar a hatdsok pontos
mechanizmusa még nem ismert.

Lee és munkatarsai bebizonyitottak, hogy laboratoriumi tiszta Escherichia coli
(E. coli) kultarakba mg/L-es nagysagrendli koncentracioban beadagolt nanovas baktericid
hatdst mind aerob, mind anaerob koriilmények kozott semleges pH-n*°. Ennek oka
valésziniileg kettds: egyfelél a sejtmembran szétesik, masrészt reaktiv oxigéntartalmu
szabadgyokok is keletkeznek, melyek szintén roncsoljak a sejteket%. A baktericid hatas
kisebb mértékii volt nagyobb vasszemcsék, nanoméretli vas-oxid szemcsék vagy Oregitett

nanovas részecskék alkalmazasa esetén.
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Li és munkatarsai szerint, a nanovas részecskéken mesterségesen létrehozott, vagy
természetes moédon kialakult bevonatok csokkentik a toxicitdst”. Fang és munkatarsai
kimutattak, hogy a nanovas hatasara szétesik a sejtmembran, lipid peroxidacio és DNS
roncsolodas  kovetkezik  be®™. A nanovasrol felszabadulo ionok egyes enzimek
inaktivalodaséhoz vezethetnek®.

A legtobb tanulméanyban tiszta kultiran végzett vizsgalatrol szamolnak be®*%.
Az elérhetd molekuléris biologiai moddszerek egyre szélesedd tarhaza lehetové teszi a
nanovasas, illetve a bioremediicidoval kombinalt nanovasas beavatkozasok kifinomultabb
vizsgalatat is*?. Azonban jelenleg még kevéssé ismert, hogy a kiilonbozé moédszerekkel
eléallitott nanovasas kezelés miként befolyasolja komplex rendszerek dshonos

........ 101102 4nnak
ellenére, hogy ezen mikrobakdzdsségek szamos szennyezdanyag lebontdsaban fontos szerepet
jatszanak %1%,

Mint mar emlitettiik, bizonyos Dehalobacter és Dehalococcoides torzsek képesek a

iojara®"1%%, igy a nanovas ezen
baktériumokra gyakorolt hatdsanak feltérképezése kulcsfontossagu. Ebbdl a felismerésbol
adéddan szamos publikacio sziiletett, amiben a nanovasnak anaerob kdrnyezetben
végbemend, a mikrobioldgiai dehalogenizacio folyamatat stimulalo hatasarél szamoltak be®.
Yin és munkatérsai szerint a vas anaerob korr6zidja sordn keletkezd molekularis hidrogén,
amely részt vesz a szennyezOanyagok redukcidjdban is, felelés a stimulalod hatasért™®. Ezzel
ellentétben Diao és munkatarsai, valamint Xiu és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy 1 g/L-es
koncentracioban a nanovas toxikus hatdsu lehet az dshonos baktériumok populécidjara,

9394 Tilston és munkatarsai

gatolhatja a bioldgiai deklorinaci6 folyamatat a remediacid soran
szintén gatld hatast figyeltek meg a lebontasban résztvevd baktériumok csoportjat vizsgalva,
¢s kimutattdk, hogy a nanovas adagolds egyértelmilen megvaltoztatta a talaj mikrobialis
osszetételét™ . Xiu kisérletei alapjan azonban a TCE bontasaban résztvevdé baktériumokat
csak kezdetben gatolta a nanovas, azonban egy 1d6 utan visszanyerték aktivitasukat™. Fajardo
és munkatarsai szerint a nanovas nagyobb koncentracioban valé alkalmazasa (1; 5; 10 g/L)
mar nem volt megfigyelhetd a toxikus hatas, valdsziniileg a részecskék aggregalodasa
miatt'®™. A terepi tesztek soran a ,hopehely” alaka vas nanorészecskék csak rovid ideig
fejtettek ki enyhén toxikus hatast a deklorozo baktériumok populacioj ara'®.

A nanovas szulfatredukalé és metanogén baktériumokra gyakorolt hatdsat illetéen a

kutatok véleménye nem egységeswz. Mig egyik tanulmanyban a nanovas adagoldsa utdn a
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deklorindlé baktériumok gatlasa mellett a veliikk hidrogénért versengd metanogén &s

szulfatredukald baktériumok stimulalasarol szamoltak be>®*

, addig egy masik publikaciéban
a szulfatredukalokra nézve éppen a forditott hatasrol olvashatunk tiszta kultira esetében a vas
nanorészecskék ugyanazon koncentracioja mellett'®. Kirschling ¢és munkatarsai harom
kiilonbozd szennyezett teriiletrdl szarmazd mintan vizsgéltdk az eltérd Osszetételii nanovas
reagensek (poliaszpartat bevonattal ellatott nanorészecskék és a reaktiv nanovas részecskék)
hatasat mikrokozmosz rendszerekben. A kvantitativ. PCR eredménye alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a reduktiv koriilmények, valamint a nanovas hatasara keletkezo
hidrogén egyiittesen stimuldltdk a szulfatredukalé és a metanogén mikrobakat. Tovabba, a
mikrokozmoszokban nem volt megfigyelhetd a teljes mikrobialis abundancia csokkenése a
nanovas kezelés utan, s6t a biodegradalhaté poliaszpartdt bevonat serkentd hatassal volt a
baktérium populacidkra, valdszinlileg azaltal, hogy depolimerizacidjukbol kdénnyen
metabolizalhato szubsztratokhoz jutnak a mikrobak'®.

Ezen eredmények alapjan felmeriil a kérdés, hogy a hasonlé populacidkon végzett
hasonlo kutatdsok eredményei hogyan térhetnek el ennyire egymastol, minek koszonhetd
vajon a megfigyelt kiillonb6z6 hatas. Lehetséges, hogy a vas nanorészecskék
szintéziskoriilményei nem csak a kialakult részecskék kémiai-fizikai tulajdonsagait
hatdrozzak meg, hanem hatassal vannak a részecskék biologiai aktivitasra is.

A fentiekben latott egymésnak ellentmondé és az ezekhez hasonlo, de még ismeretlen
folyamatok azonositasa, valamint a kiilonb6z6 médon eldallitott nanovasnak a mikroflorara,
kiilonosképpen a klorozott etilének deklorindcidjdban résztvevd baktériumokra gyakorolt

hatdsanak megismerése kulcsfontossdgl a nanovas biztonsagos kornyezeti alkalmazasidhoz.
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”r

2.3.4. Vas nanorészecskék eloallitasa

Az egyre jobb teljesitménnyel rendelkez6 és sokszor koltséghatékonyabb eljarasoknak
koszonhetden a nanotechnologiat egyre gyakrabban alkalmazzék a kornyezeti karmentesités

soran st

. A kisméretii nanorészecskék eldallitasara tobbféle mod is kinalkozik. Alapvetden
kétféle stratégiat kiilonboztetiink meg: egyrészt az un. ,,top-down” eljarasokat, amelyek az
anyag dezintegraldsan, méretének csokkentésén alapulnak, masrészt pedig az
n. ,,bottom-up”, vagyis alulrol épitkezd modszereket™™ . A vas nanorészecskék mind a kétféle
megkozelitéssel eldallithatoak, de az utdbbi a gyakoribb, vagyis altalaban 6nszervez6do
rendszerekrdl van szd. A ,top-down” modszerek legnagyobb gyengéi a magas eldallitasi
koltség, illetve, hogy specidlis eszkozoket igényelnek, altalaban lassu a szintézis és ezekkel a
modszerekkel csak kis mennyiségben allithatéak elé a nanorészecskék™?. Ilyen modszer
példaul a fém vas nanorészecskék precizids 6rléssel torténd eléallitasa golyosmalomban™?.
Ezzel a technikaval azonban szabélytalan alaku ¢és konnyen aggregalodo részecskéket kaptak.
Egy masik ,,top-down” moddszer a vakuumban végrehajtott porlasztiasos szintézis, mely soran
jol lehet szabalyozni a részecskék képzodését, és befolyasolni a bevonat tulajdonsagait is,
ugyanakkor magas a koltség- és eszkézigényell3. A ,.bottom-up” moddszerek koziil késébb
ismertetiink részletesebben parat a teljesség igénye nélkiil.

Hwang és munkatarsai tanulméanyukban ramutattak, hogy a kiilonb6z6 technikaval
gyartott nanorészecskék fizikai és kémiai tulajdonsagai is eltérhetnek, és az oxid bevonat
szerkezetében is taldlhatoak kiilonbségek, ezért felhasznalastol fiiggben a megfeleld
szintéziskoriilményeket kell kivalasztani™™.

Habar a vas nanorészecskék eldallitasa soran a kémiai modszerek koziil egyértelmiien
a redukcios eljarasokat alkalmazzak a legszélesebb korben, egyéb eljarasok is ismertek.

Tekintsiikk at a kovetkezOkben rdoviden a vas nanorészecskék eldallitdsara kidolgozott

szintézismodszereket, kitérve az eldallitott részecskék egy-egy jellegzetes tulajdonsagara.

2.3.4.1. Kémia redukcio

A legelterjedtebben alkalmazott moddszerek a vas nanorészecskék eldallitdsara a
redukcion alapulo szintézisek™™. A redukcid soran prekurzorként leggyakrabban Fe¥*- &s
Fe?*-sokat alkalmaznak és az oldatban 16v8 vas-ionokat redukaljak nulla vegyértékii vassa. A
kiinduldsi vas vegylletek vizes ¢s vagy etanolos redukdldsara legtobbszor

natrium-borohidridet hasznalnak*'®.
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A laboratoriumi és helyszini kisérletekben legeldszor vas(Ill)-klorid prekurzorbol

76,117
. A

kiindulva allitottak elé6 vas nanorészecskéket szintézis soran 0,25 M

folytonos kevertetés mellett Ggy, hogy a két oldat térfogata kozel megegyezett. A kevertetés
kb. 1 oran keresztiil tartott. A reakcid az alabbi egyenlet szerint ment végbe:

3+ - 0 - +
4Fe(aq) +3BH 4(aq) +9H20(f) - 4Fe(sz) +3HZBOS(aq) +12H(aq) +6H2(g) (2.5)

Ebben az 0Osszetételben a natrium-borohidridet 7,4-szeres feleslegben adagoltak a
vas(l11)-mal szemben, ezzel igyekeztek biztositani a vas kristalyok gyors és egységes méretii
képzddését. A kapott részecskéket ezutan vakuumsziiréssel kiilonitették el az oldattol, és
etanollal mostak. Az igy eldallitott vas részecskék mérete 50-200 nm volt, a fajlagos feliiletiik
kb. 33,5 mzlg-nak adédott’.

A vas(ll)-szulfat prekurzorként valod alkalmazasara két jelentds probléma miatt volt
sziikség. Az er6sen savas és higroszkopos vas(Ill)-klorid haszndlata egészségligyi és
biztonsagi szempontbol sem ajanlott, masrészt a vas(ll)-szulfat hasznalata joval
koltségkimélobb valasztds. Tovabba, ha Fe(Il)-t tartalmazod nyersanyagot hasznalunk a
nanovas részecskék eléallitasahoz, akkor kevesebb redukaloszerre van sziikség, mint a jobban
oxidalt Fe(III)-nal.

Zhang ¢és munkatarsai kisérletiikben a vas(Il)-szulfatbol kiinduld szintézis soran
0,50 M natrium-borohidridet adtak 0,28 M vas(l1)-szulfat oldathoz 0,15 L/perc sebességgel,
1:1 térfogatardnyban’. A reakci6 az alabbi sztochiometria szerint ment végbe:

2Fe” +BH;

(aq) 4(aq

) +3H,0;, = 2Fel,, +H,BO;,, +4H ) +2H,, (2.6)
Ennél a reakcional 3,6-szoros natrium-borohidrid felesleget alkalmaztak, ami joval
kevesebb a fentebb emlitett vas(Ill)-kloridbdl kiinduld moédszerhez hasznalt feleslegnél.
Emiatt a natrium-borohidrid hozzdadéasat is lassabban végezték, hogy jobban tudjak
szabalyozni a részecskék méretét. Eppen ezért a kisebb reagensigény miatti koltségesokkenést
ellensulyozta a szintézishez sziikséges hosszabb 1d6. A képzddott nanorészecskéket vakuum
szlirdvel leszlirték, majd desztillalt vizzel és etanollal mostak, nitrogén alatt szaritottdk. A
kapott részecskék mérete 50-70 nm volt, tovabba 80%-uk kisebb volt, mint 100 nm, és
30%-uk még 50 nm-nél is kisebbnek adodott. A vas részecskék fajlagos feliilete 35 m%/g volt,

ami kozelitleg megegyezik a vas-kloridbol eldallitott részecskék fajlagos feliiletével.
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A rontgendiffraktometrids vizsgalatok alapjan mindkét tipusi nanorészecske esetében
az elemi vasra jellemz6 reflexiok domindltak, azonban mindkét minta tartalmazott kisebb
mennyiségben vas-oxidokat is. Fryxell és munkatarsainak vizsgalatai alapjan, a vas-oxid
megjelenése a levegdvel vald érintkezés kdvetkezménye, €s csak a részecskék felszinén van

jelen, a vas részecskék belsejében nem talalhato meg™’

. A szintézis utan 48 oraval elvégzett
rontgendiffraktometrias mérések a vas-oxid reflexidjanak novekedését mutattak, de az elemi
allapoti vas jol lathatéan még mindig jelen volt. Ezért a részecskék passzivalddasanak
elkeriilése érdekében a redukcios eljarasokat inert kornyezetben végzik, altaldban nitrogén gaz
bevezetésével, ez azonban jelentésen noveli a kdltségeket.

Wang és Zhang mindkét tipusu vas részecskét sikeresen tesztelték klorozott etilének
bontasaban mind laboratoriumi, mind terepi teszt soran. A szintézismoddszereket bemutato
cikket szamos publikacioban hivatkoztak, amelyekben a hasonléan eléallitott részecskéket
vizsgaltak, elsésorban szennyezOanyagok lebontasaban. A vas nanorészecskék segitségével a
kornyezetre artalmas vegyiiletek jelentds része felszamolhato, pl. megoldhatd a nehézfémek
immobilizalasa, az illékony halogénezett szénhidrogének, a nitroaromds vegyliletek, vagy a
szervetlen anionok artalmatlanitasa®®® %%,

A natrium-borohidrid draga és veszélyes vegyszer, a vas nanorészecskék szintézise
soran oxidalt borvegyiiletek keletkeznek, melyek nagyon nehezen valaszthatéak el a
végterméektdl, mikozben tobb orszagban is tilos borvegylileteket a talajba vagy a talajvizbe

juttatni.

A karmentesités sordan a vas nanorészecskék nagyobb mennyiségben valo
alkalmazasara van sziikség, igy egyéb koltséghatékonyabb, kornyezetkimélobb, ipari
méretekben is felhasznalhato eljarasok kidolgozasa indokolt.

Magas pH-n, oxigén jelenlétében a natrium-ditionit (Na,S,O4) is hasznalhatd a

Fe(11)-sok redukalasara, és ezaltal nanovas eldallitasara a kovetkezd egyenlet szerint™#1%;

Feiry + 5,050 +40H, — Fel, +2S0;,, +2H,0;, 2.7)

A néatrium-ditionit a natrium-borohidridnél joval olcsobb és sokkal kevésbé mérgezd
vegyiilet, tovabba a vas-ionokkal reagalva nem fejlodik veszélyes hidrogén, igy a kezelése is
egyszeriibb és a reakcid koztes termékei sem veszélyes anyagok. Emellett, a passzivalt
nanovas részecskék redukald kapacitdsat is képes visszaallitani**®. Ma és munkatarsai a
szintéziseik soran Fe(II)-klorid kiindulasi vas vegyiiletet hasznalva allitottak eld nanovas

részecskéket, melyeket sikeresen teszteltek a trikloretilén bontasdban'®. Eredményeik

alapjan, habar a részecskék nem rendelkeztek akkora redukcios kapacitassal, mint a
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natrium-borohidriddel eléallitott mintak, alkalmasnak bizonyultak a trikloretilén lebontésara.
Tovabba, ezen részecskék eldallitasa 6-szor kevesebbe keriilt, mint a borohidrides
modszerrel %,

Amellett, hogy a natrium-ditionitos modszerben felhasznalt vegyszerek olcsdbbak,
mint a natrium-borohidrides szintézis sordn hasznaltak, leginkabb azért tekinthetd
On. ,,félig-z6ld” modszernek az elébbi eljards, mert nem érzékeny az oxigén jelenlétére. igy
akar kezeletlen csapviz is felhasznalhat6 a reakcidban €s nincs sziikség inert atmoszféra vagy
koltség- és energiaigényes technologiak (pl. N2 buborékoltatas, nyomasszabalyozo eszkozok)
alkalmazéasara. A koltségek tovabbi csokkentése érhetd el egyéb olcsobb, nem toxikus
vas(ll)-vegyiiletek (pl. vas-szulfat) alkalmazasaval. Ezaltal a natrium-ditionitos modszer egy
kis 6kologiai labnyommal rendelkezd, ipari méretben ,,Open Air” kivitelezhetd technologia.

Megjegyzendd, hogy a redukcids modszerrel kétfajta fémet tartalmazéd (bimetal)
nanorészecske eldallitasara is van lehetéség. A masodik fém a vas mellett lehet példaul a
palladium, ami katalizalhatja a hidrogénnel torténd redukciot. Ilyen esetben az etanollal
mosott vas nanorészecskét olyan etanolos oldathoz adjdk, amely kb. 1%
palladium(II)-acetatot tartalmaz, amit az elemi allapota vas redukalni fog fém palladiumma.
Wang ¢és munkatarsai kutatdsuk soran, mikroszemcsés (mZVI), nanoméretli (nZVI) és
palladiumot tartalmaz6é (nZVI/Pd) elemi allapoti vasat hasonlitottak Gssze szén-tetraklorid
bontasaban’®. A szén-tetraklorid lebontésa tipikus példdja a klorozott szénhidrogének
artalmatlanitdsanak. A legjobb deklorozasi teljesitményt a nZVI/Pd-mal sikeriilt elérni, ezt
kovette a nZVI, majd pedig a mZVI1. A nZVI/Pd két nagysagrenddel gyorsabban bontotta el a
szén-tetrakloridot, mint a mZVI. A harom reakcioban ugyanazok a termékek képzddtek
(kloroform, diklérmetan és metan), de eltér6 aranyban. A diklérmetan — ami toxikusabb, mint
a kiindulasi vegyiilet — legkisebb szazalékban a nZVI/Pd-mal végzett redukcioban keletkezett,
¢és itt volt a legnagyobb a metan kitermelés. A nZVI/Pd jobb teljesitményét két dologra
vezették vissza. Egyrészt a nZVI fajlagos feliilete jocskan meghaladta a mikrométeres
szemcsekét, masrészt a palladium jelenléte lehetdséget biztosit a katalitikus redukcid szamara

is'?, Xu és Zhang hasonl6é mddszerrel sikeresen allitott eld bimetal részecskéket, ahol a vas

mellett a mésik fém platina, nikkel, eziist, kobalt és réz volt'?,

2.3.4.2. Mikroemulzios eljaras

Mikroemulzios szintézisek soran két egymadssal nem elegyedd fazisbol hoznak létre
inverz (forditott) micellas rendszert, melynek vizes fazisaban a nanorészecskék

kialakulasdhoz sziikséges prekurzorok vannak feloldva. Nagyon kézenfekvé megoldéasrdl van
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sz0, hiszen a mikroemulzidés cseppméret szabalyozasaval konnyedén befolyasolhatjuk a
nanorészecskék méretét is. Ezzel a modszerrel milligrammos vagy a micellék stabilizalasaval
(kotenzidek) akar tobb grammos mennyiség is eldallithatd. Az igy eldallitott nanorészecskék
altaldban monodiszperzek, viszont problémat jelenthet a részecskék elvalasztasa ¢és
begylijtése, mivel ilyen koriilmények kozott a részecskék a szuszpendalt allapotot preferaljak.
A részecskék Osszegylijtéséhez hasznalt modszerek — pl. a micella destabilizalasa — azonban a
részecskék aggregalodasdhoz vezetnek. A micella technikaval eldallitott egyedi
nanorészecskék feliiletét tehat szinte mindig valamilyen feliiletaktiv anyag foglalja el.

Li és szerzétarsainak kisérletei soran a V/O (inverz) mikroemulzid szerves fazisat az
n-oktan alkotta, a feliiletaktiv anyag cetiltrimetilammonium-bromid (CTAB) volt, a kotenzid
pedig az 1-butanol*”®. A fenti elegyhez 0,1 M koncentracioji vas(Ill)-klorid vizes oldatot
adtak, majd szilard natrium-borohidridet, ami a Fe3* ionokat redukalta a korabban mar leirt
egyenlet szerint. Az eldallitas teljes folyamata nitrogén atmoszféraban tortént. A kapott vas
részecskék kozel gomb alakuak és egységes méretiick voltak, az atlagos részecskeméret
10 nm alatt volt. Ezzel szemben a hasonlé modszerrel, oldatban eldallitott vas részecskék
mérete 20 ¢és 70nm kozott valtozott, az atlagos atméréd 50 nm koril volt, és a
részecskeklaszterek lancszeriien helyezkedtek el. Méréseik alapjan a mikroemulzidoban
eléallitott vas nanorészecskék energiadiszperziv rontgenanalizise szerint az anyag csak fém
vasat tartalmazott és 5 g/L-es koncentracioban alkalmazva 100 mg/L-es TCE teljes
redukalasahoz 75 orara volt sziikség.

Wang és szerzOtarsai hasonld koriilmények kozott CTAB alkalmazasa mellett
vas-szulfat prekurzorbol kiindulva allitottak eld levegdn is stabil vas nanorésecskéket,
azonban a micella destabilizdlasa utan a részecskék konnyen aggregélédtaklZG. Li és
szerzOtarsai Tween 60 és Span 80 feliiletaktiv anyagok egyiittes felhasznalasaval szintén
vas-szulfat  prekurzorbol — kiindulva  kalium-borohidriddel  sikeresen  szintetizaltak
monodiszperz, kerekded vas részecskéket, hasonloan megfigyelve a részecskek

aggregalodasat a demulgealas utan*?’.

2.3.4.3. Ultrahangos kezelés

Jamei és munkatarsai az ultrahangos kezelés hatasat vizsgaltdk a vas nanorészecskék
szintézise soran'?®, Megfigyelték, hogy az ultrahangos besugarzas hatassal volt a részecskék
novekedésére ¢€s aggregacioés hajlamara. Azt tapasztaltak, hogy ndvelve a besugarzas
teljesitményét a gombszeri részecskékbdl eldbb lemez alakt, majd tliszerli szerkezetek

alakultak ki. Tovabba megfigyelték, hogy a besugarzas hatdsara csokkent a részecskék
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mérete, nott a fajlagos feliiletik ¢és nagyobb kristalyossagi fokkal rendelkeztek
Osszehasonlitva a hagyoméanyos natrium-borohidrides modszerrel eldallitott részecskékkel.
Ugyanakkor a részecskék aggregacids hajlama drasztikusan nott a méretiik csokkenésével.
Andreas és szerzbtarsai levegén stabil részecskéket allitottak elé6 a vas prekurzor
(vas-pentakarbonil) 3 6ras ultrahangos kezelésével'®. A szintézis soran kiilonbozé étolajokat
(repce ¢és kukorica) is felhasznaltak, aminek eredményeként az ultrahangos kezelés soran
keletkezett vas részecskék egy vegyes Osszetételii polimermatrixba agyazddtak be. Ezt az
anyagot azutan argonban felmelegitették, ¢s a hokezelés hatdsara a polimer karbonizalodott. A
vas egy része elreagalt a szén bevonattal, és vas-karbid keletkezett. A kapott anyag hat
honapon keresztiil stabil maradt, klorozott szénhidrogének lebontasaban sikeresen

alkalmaztak.

2.3.4.4. Elektrodepozicié

Banerjee és munkatarsai az elektrodepozicids technika alkalmazasaval szilikagéles
matrixban allitottak eld olyan a-vas nanorészecskéket, amelyek atmérdje 4,9 és 11,1 nm
kozott valtozott™*®. Az elektrondiffrakcids vizsgalatok azt mutattak, hogy a vasrészecskék
feliiletén vas-oxidbdl (Fe3O4 vagy y-Fe,03) allo héj taldlhatd. Kiindulasként vas(I1I)-kloridbol
és szilicium-dioxidbol kiilonbozé Gsszetételii géleket készitettek. Az elektrodepozicidhoz a
gélekbdl desztillalt vizzel Osszekeverve pasztat készitettek, amivel bevontak az alkalmazott
vas katod feliiletét. Ezutan a vas anddot a gél pasztara helyezve 10, illetve 20 V fesziiltség
mellett végrehajtottdk az elektrodepoziciot. A kiillonbozd Osszetételll gélbél mas-mas
fesziiltségen levalasztott vas nanorészecske mintdk 4tmérdinek medianja €s a hozzajuk tartozo
szorasok alapjan megallapitottdk, hogy a vas részecskék mérete csokkenthetd, ha noveljiik a

kiindulasi Fe** koncentraciot, vagy nagyobb fesziiltséget alkalmazunk.

2.3.4.5. Kémiai gozfazisu levalasztas

Choi ¢és munkatarsai a kémiai gézfazisu levalasztas (CVD) moddszerével allitottak el
kozel gomb alaku, 6-25 nm atlagos atmérdjli vas nanorészecskéket™'. Vas-pentakarbonilt
hasznaltak prekurzorként, ennek pirolizise eredményezte a vas szemcséket, amelyek részben
elreagaltak a jelenlévd kevés oxigénnel, igy oxidbevonatli vas nanorészecske keletkezett.
Megfigyelték, hogy a pirolizis hdmérsekletének novelésével a mintak kristalyossagi foka néott.
Ugyanakkor az atlagos részecskeméret a pirolizis hdmérsékletével egyiitt csokkent, 400 °C-on
az atméré minimalis volt, a méreteloszlas pedig szimmetrikus. Ennél alacsonyabb

homérsékleten nem sikerilt eldallitani a nanorészecskéket. A homérséklet novelésével a
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méreteloszlas egyre szélesebb és egyre aszimmetrikusabb lett. Eszrevették, hogy a
hémérséklet-novelés hatdsara a részecskeatmérd medidnja eltérd mértékben ndvekszik
argonban ¢és héliumban. A novekedés azzal magyarazhato, hogy a nagyobb hdmérséklet miatt
a telitett géznyomads is novekszik, ami fokozza a vas részecskék novekedését. Tovabba a
gazfazisu vas részecskék kinetikus energiaja is megnd, igy gyakoribbak lesznek az iitkozések
koztikk, ami szintén kedvez a részecskék novekedésének. Hélium atmoszféraban ez a
novekedés joval lassabb, valosziniileg a hélium nagyobb mobilitasa és hdvezetd képessége

miatt, ami miatt a vas részecskék gyorsabban kondenzalodnak.

2.3.4.6. Karbotermikus eljaras

A vas nanorészecskék karbotermikus redukcidval is eléallithatoak'¥. Az eljaras soran
valamilyen vas-oxidot (pl. a természetben el6forduld vasérceket — goethit) altalaban szénnel,
szén-dioxiddal vagy szén-monoxiddal redukalnak magas hémérsékleten. A technologia
elénye, hogy a kiinduldsi anyagok nagy mennyiségben, olcsén rendelkezésre allnak,

ugyanakkor a magas hémérséklet miatt koltséges modszerrdl beszéliink.

2.3.4.7. Termikus bomlas

A termikus bontas szintén hasznalhaté vas nanorészecskék eldallitasara™>'®, Park és
munkatarsai vas-pentakarbonilt (vastartalma fémorganikus prekurzormolekula) trioktil foszfin
oxidhoz adagolva 320 °C-on argon atmoszfériban gombszerti részecskéket allitottak el
Az igy elballitott nanorészecskék homogén eloszlasuak és extrém kis méretiiek lettek (2 nm).
Az eljarasnak szamos hatranya van mas egyszerlibb technologiahoz képest, a kiindulési vas
pentakarbonil erdsen toxikus €s nem stabil, tovabbad a mddszer energiaigényes, ¢és jelentds

mennyiségll toxikus szén-monoxid keletkezik melléktermékként.

2.3.4.8. Hidrotermalis eljaras

Vas nanorészecskék eldallithatoak hidrotermalis eljaréssal s’ Az eljaras soran
teflonbéléstli, rozsdamentes acélkOpennyel ellatott, nyomastartd autoklavokat hasznalnak a
szlikséges nyomas és hdmérséklet biztositdsadhoz. Sun és munkatérsai sikeresen allitottak eld
gliikoz és vas(ll)-nitrat oldatabol kiindulva 10 nm nagysagu szén gombokbe agyazott vas
részecskéket, amik nitrogén atmoszféraban maguktdl redukélodtak. A technoldgia hatranya,

hogy energiaigényes és az eldallitas és szétvalasztas viszonylag bonyolult.
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2.3.4.9. Poliol modszer

2010-ben Joseyphus és munkatarsai allitottak el el6szor vas nanorészecskéket poliol

modszer segitségével hexakloro-platina(IV)-savat hasznalva'®.

Tapasztalataik alapjan
novelve a hexakloro-platina(IV)-sav mennyiségét, a részecskék mérete csokkent. Tovabba
észrevették, hogy ha a részecskék mérete 25 nm-nél nagyobb volt, akkor kocka alakkal
rendelkeztek. 25nm alatt nagyfoku aggregacid volt megfigyelhetd. A részecskék a
polioloknak kdszonhetden levegon is stabilak maradtak. A modszer hatranya, hogy a szintézis

soran erdsen mar6 anyagokat hasznalnak.

2.3.4.10. Z.61d szintézis

Mint bemutattuk, a nanorészecskék szintézise hagyomanyos fizikai vagy kémiai
eljarasokkal rendszerint rendkiviil energia-, id6- és koltségigényes, mindemellett a felhasznalt
vegyszerek szamottevd kornyezeti terhelést jelentenek. A fenntarthatd fejlodés és a
kornyezetvédelem érdekében a terhelés csokkentésére torekvé modszerek, igynevezett zold
kémiai eljarasok nagyjabol két évtizede jelentek meg Uj irdnyvonalként a vegyiparban. Céljuk,
hogy felvaltsak a klasszikus eldallitasi modszereket, illetve alternativat kinaljanak a kdrnyezet
védelmében a gazdasigossag megtartisa mellett™®. Ebbe a csoportba tartoznak a korabban
emlitett Gn. félig-zold kémiai eljarasok is, melyek hasznalata kétségkiviil elényds. Azonban az
idealis szintézis olyan, amely soran csokkenthetd vagy megsziintethetd a veszélyes anyagok
alkalmazéasa vagy képzddése a nanorészecskék eldallitdsa soran, illetve kikiiszobdlhetd a
magas energia- ¢és koltségigény (nincsenek magas hémérséklet- és/vagy nyomasigényil
reakcios 1épések).

Ezeknek a szempontoknak az Un. zold vagy bioszintézisek felelnek meg, melyek
nyilvanval6 el6nyeik miatt valoban egy potencidlis alternativat kindlnak a hagyomanyos
eljarasokkal szemben. A fém nanorészecskék zo6ld szintézise az utobbi évtizedben hatalmas
figyelmet kapott, a témdaban szamos publikaciot olvashatunk (809 000 taldlat a ,,green
synthesis of metal nanoparticles” kifejezésre Google Scholar alapjan). Szdmos olyan
innovativ, kornyezetbarat szintézismodszert fejlesztettek ki, amellyel alacsony koltség mellett,
kornyezetkiméld és egyszerti modszerekkel allithatoak eld fém nanorészecskék. Tovabba, a
z01d szintézisek soran altaldban kornyezeti hdmérsékletet €s nyomadst, valamint nem meérgezo,
kornyezetkiméld oldo-, redukalo- €s stabilizaloszereket alkalmaznak, igy a hagyomanyos
kémiai eljarasoknal kisebb 6koldgiai labnyommal rendelkeznek és sokkal biztonsagosabbnak

tekinthetsk™’.
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Gyakran €16, els6sorban prokariota (baktérium) és eukariota (gomba, alga) szervezetek
segitségével allitjak eld a kivant nanorészecskéket. A mikrobdk kozvetetten vagy kozvetleniil
szerepet jatszanak szamos geokémiai-biologiai folyamatban, igy a talajban 1évo fémek mar az
¢let kezdete ota egyfajta természetes kapcsolatban vannak a bioldgiai komponensekkel is. Ezt
az ¢érdekes tényt felhasznalva rengeteg publikécio sziiletett, ahol mikroorganizmusokat, vagy
valamelyik aktiv komponensiiket felhasznalva allitottak el6 nanorészecskéket'®®. Példaul Kaul
és munkatarsai, Vvalamint Pavani és munkatarsai kiilonb6z6 gombak (Pochonia
chlamydosporium, Aspergillus fumigatus, Aspergillus wentii, Curvularia lunata,
Chaetomium globosum, Aspergillus sp.) és baktériumok (Alcaligenes faecalis és Bacillus
coagulans) alkalmazésaval allitottak el vas nanorészecskéket™*4.

Sajnos a mikroorganizmusokat felhasznald szintézisek sokszor lassuak, az eljaras
soran alkalmazott kiilonbozd fajok elérhetdsége és fenntartdsa koriilményes, tovabba az
eldallitott részecskék sokszor nem monodiszperzek. A kiilénbozé novények részeibél
(levél, szar, mag, gyokér, gylimolcs) késziilt kivonatokat felhasznald szintézisek
egyszeriiek, koltség-, id6- és energiahatékonyak, jol reprodukalhatok, gyors és akar ipari
méretben is alkalmazhato eljérésok142. A novényi kivonatokkal eldallitott nanorészecskék
kialakulasanak mechanizmusat tSbben vizsgaltak'®®. A kutatasok eredményei alapjan nem egy
biomolekula felelds a fémionok redukalasaért, hanem tobb, masodlagos metabolitban gazdag
novényi komponens. Ilyen aktiv komponensek a kiilonféle enzimek, fehérjék, aminosavak,
vitaminok, poliszacharidok, alkaloidok, polifenolok, flavonoidok és szerves savak, amelyek
kozismerten nem toxikus, bioldgiai uton lebonthatdé anyagok, emellett a szintézis soran
segithetik a részecskek kialakulasat és gatolhatjak az aggregaciot, tehat a szintézisben
redukalé- és stabilizaloszerként is részt vesznek™' 2. A fémionok novényi kivonattal torténd
redukéldsa soran formdlodo részecskék keletkezésének mechanizmusat mar koradbban

13 &5 Ag*-hidrolizalhat6 tannin'** parokon. A fémionok

bemutattdk az Au’-dihidromiricetin
eldszor komplexet képeznek a biomolekula fenolos hidroxilcsoportjaival, majd ezutan fémmé
redukalodnak, mikézben a biomolekula egyrészrél oxidalodik, masrészt sokszor stabilizélja is
a részecskéket (,,capping”), igy nincs sziikség kiilon stabilizloszerre a szintézis soran. Az
ilyen szintézisek 4altaldban nagyon egyszerlieck: a fémsé oldatdit a ndvényi kivonattal
Osszekeverve a nanorészecskék spontan alakulnak ki. A részecskék formalodasanak ideje a
par perc €s egy nap kozott mozog a felhasznalt fém-kivonat partol fiiggden. Azt is érdemes
megjegyezni, hogy a polifenolok és flavonoidok konjugélt n-elekron rendszere lehetdvé teszi

crer

molekuldk antioxiddns kapacitassal rendelkeznek, ami meghosszabbithatja a vas

43



Irodalmi attekintés

nanorészecskék élettartamat is*

. Tovabba szamos vegyiilet, elsésorban a flavonoidok, az
atmeneti fémionok hatékony kelatorai, ezzel a tulajdonsadgukkal csokkentik a Fenton- és
Haber-Weiss reakcioban keletkezd aktiv oxigén intermedierek szamat'*®. Raadasul e
vegytiiletek ~ megérzik  antioxidans  és  szabadgyOk-befogd  kapacitasukat  a
flavonoid-fémion-komplex kialakulésa utan is*" .

A felhasznalt kivonat redukal6d- illetve stabilizaloszer tartalma meghatarozza a
keletkezo részecskék méretét, igy a késObbi reakciokban valo reaktivitasat is. Ashokkumar és
munkatarsai megfigyelései szerint a részecskék mérete csokkent, ha novelték az alkalmazott
névényi extraktum koncentraciéjat’*. Masik tanulméanyban leirtak szerint a kialakul6
részecskék  szama  korreldlt az alkalmazott ndvényi extraktum mennyiségével 2.
A bioredukaldszer adagolasanak iitemét valtoztatva alakszelektivitast figyeltek meg149.

Novényi kivonatokkal késziilt vas nanorészecskékre rengeteg példat taldlunk a

150-154

szakirodalomban . A z0ld tea szamos orszagban olcson elérhetd termék, igy kivonatat

gyakran hasznaljak vas nanorészecskék eldallitasara. Hoag és munkatarsai 2009-ben sikeresen
allitottak elé vas nanorészecskéket egylépéses kornyezetbarat bioszintézis utjdn tea
(polifenolok) segitségével™. Kisérletiikben zold tea kivonatat reagaltattak vas(I1l)-klorid
vizes oldataval par percig szobahOmérsékleten, a reakcid végén stabil nanorészecskéket
kaptak. Megallapitottak, hogy a teaban 1év0 polifenolok a reakcié soran nem csak
redukaloszerként, hanem stabilizaloszerként is kozremiikodtek. Huang és munkatarsai
haromféle (zo6ld, oolong és fekete) tea kivonataval allitottak el vas nanorészecskéket, amit
malachitzold bontasaban teszteltek™. Magas polifenol/koffein tartalmanak koszonhetéen a
z0ld tea teljesitett a legjobban. Machado ¢és szerzotarsai 26 kiilonféle novény levelének
potencialis bioredukaldszerként valo alkalmazhatosagat Vizsgélték152. Eredményeik alapjan a
legnagyobb antioxidans kapacitassal a tolgy, a granatalma és a zold tea rendelkezett, ezek
kivonataval sikeresen allitottak el vas nanorészecskéket.

Hasonloan kornyezetkiméld, egylépéses szintézis utjan Aallitottak eld vas
nanorészecskéket kavé, szold, eukaliptusz, rozsa, henna, gardénia, illetve kiilonboz6
gylimolcsfak, igymint golgotavirag, cseresznye, Oszibarack, avokado, narancs stb. levelébol
késziilt kivonat segitségével69’152’153. A felsoroltak és tovabbi 0Osszegzd tanulmanyok is
ravilagitottak arra, hogy a bioredukéldszer koriiltekintd kivalasztdsa nagyon fontos, mert a
Fe** ionok redukalasa nem mindig teljes, tovabba a zo0ld szintézissel eldallitott vas
nanorészecskék degradacios kapacitdsa is sokszor alulmarad a hagyomanyos eljarassal

eléallitott részecskék kapacitasahoz képest™*.
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Mint lathatdo a zo6ld szintézisek jo alternativat kindlnak a hagyomdnyos eljarasok
kivaltasara. Mindazonaltal, a zold szintézismodszerek tovabbi fejlesztésére van sziikség,
elsésorban olyan noévények bevonasaval, melyek nagy mennyiségben és konnyen
hozzaférhetéek, és felhasznalasuk révén a szintézis Kkivitelezése ipari méretekben is

megoldhato.

2.3.4.11. Vas nanorészecskék stabilizalasa

A nanofazisu anyagok kornyezettechnologiai alkalmazasaban a legnagyobb kihivast az
aggregalodasra vald hajlam, a gyors iilepedés, és a vizes kozegbeli csekély mobilitas jelenti.
A vas nanorészecskék aggregalodasanak megeldzésére €s mobilitdsanak novelésére egy jo
megoldas lehet a részecskék feliiletének modositasa. A sztérikus stabilizalas (polimerrel valo
stabilizalas) széles korben alkalmazott modszer kolloid diszperzidk eléallitisaban: a
részecskék koré épiilé polimer adszorpcios réteg sztérikus stabilizalast biztosit, gatolva a
képességét vizsgaltak, mikozben az egyes polimerek moléaris tomegének hatdsat is
értékelték™. A haromféle polimer a poli(sztirol-szulfonat), a karboximetil-celluldz és a
poliaszpartat volt. A kisérletek eredményei szerint a diszperzid stabilitdsa, vagyis a nem
aggregalodo részecskék aranya egyarant fligg a polielektrolit feliileti tobbletkoncentracidjatol
¢€s az adszorpcios réteg vastagsagatol.

A vinil-alkoholbdl, vinil-acetatbol és itakonsavbol allo PV3A kopolimerrel stabilizalt
vas részecskéknél megfigyelték, hogy a kopolimer hozzdadasa a sztérikus stabilitds mellett
jelentOs elektrosztatikus taszitast is eredményezett, igy a részecskék varhatéan nem fognak
adszorbealddni a f8leg szintén negativ toltésti talajkolloidok feliiletén™®.

Choi ¢és munkatarsai az alkalmazott polimer (polivinil-pirrolidon — PVP)
mennyiségének valtoztatasaval értek el alakszelektiv szintézist™'.  Vizes kozegben
natrium-borohidriddel torténd redukcioval Aallitottak eld vas nanorészecskéket. Ha az
alkalmazott PVP mennyisége kisebb volt, mint 0,3% akkor a megszokott kerekded
részecskéket figyelték meg, ha nagyobb volt, mint 1%, akkor nem alakultak ki elemi allapoti
részecskék. Ha az eldallitas soran felhasznalt PVP mennyisége 0,3-1% kozott valtozott, akkor
szalas szerkezetli nanovasat sikeriilt eloallitaniuk. A nanoszalak méretét (a&tmérd: 1-10 nm és

Cirtiu és munkatarsai megfigyelték, hogy a véddpolimerként alkalmazott
karboximetil-celluléz (CMC) mennyiségének novelésével csokkent a részecskék mérete™®. A

magyardzat valdsziniileg az, hogy a nagyobb CMC koncentracié miatt a polimer hamarabb
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boritja be a képzddd kristalygocokat, ezzel megakadalyozva tovabbi novekedésiiket. Zhou és
munkatarsai megfigyelték, hogy amellett, hogy a CMC-vel stabilizalt vas nanorészecskék
stabilitasa és diszpergalhatosaga nétt, a polimer bevonat miatt kevésbé fértek hozza a
sejtekhez, igy kevésbé bizonyultak citotoxikusnak™®. Ugyanakkor Dror és munkatarsai
megallapitottak, hogy a polimer bevonat a nanovas szennyezdanyagokkal szembeni lebontasi
hatékonysaganak csokkenését is eredményezte, ezért a karmentesitési eljaras sordn nagyon

fontos a megfeleld stabilizaloszer kivélasztasa™®®o".
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2.4. Eziist nanorészecskék eloallitasa zold szintézissel

Napjainkban a széles kori alkalmazasi lehet6ségeiknek koszonhetdn az eziist
nanorészecskék (AgNP, nanoeziist) eldallitasa ¢és felhasznalasa iranti igény exponencialisan

162

né (becsiilt termelés: tobb szdz tonna/év) Az ezilist nanorészecskéket optikaban,

elektronikaban, katalizisben, haztartasi termékekben, ruhazati cikkekben, kozmetikumokban,
¢és az orvostudomany kiilonboz6 teriiletein egyre nagyobb mértékben hasznéljék163’164.
Rendkiviil nagymértékii alkalmazasuk széles spektruma antimikrobialis hatasuknak
tulajdonithatd, mivel képesek Gram negativ és Gram pozitiv baktériumok, valamint patogén
gombak elpusztitasara, de emellett antiviralis szerként is hatékonynak bizonyultak'®>'®" A
nanotechnoldgia innovativ eredményeinek koszonhetden 1) stratégidk alakultak ki a rakos

crer

eziist nanorészecskék kiemelkedé tumorellenes hatasat, melyet az in vitro eredmények utan
tbb in vivo kisérleti rendszerben is megerdsitettek'®°%8172,

A vas nanorészecskéknél ismertetett fizikai-kémiai eljarasokkal el6allithatok az eziist
nanorészecskék is. A fotokémiai, termikus, szonokémiai és mikrohullam alapu moédszerek
mellett a leggyakrabban az eziist nanorészecskéket is kémiai redukcioval vagy elektrokémiai
eljarasokkal allitjak elé'™®. Azonban ezen eljarasok soran gyakran toxikus vegyszereket
hasznalnak, igy a kornyezetre és az egészségre artalmasak'™. Példaul stabil nanoméretii
eziistot tartalmazd kolloid oldat ,bottom-up” kémiai eldallitdséhoz is gyakran
natrium-borohidridet hasznalnak redukaldszerként'™. Mint mar kordbban bemutattuk, a
natrium-borohidrid alkalmazasa amellett hogy meglehetésen koltséges, oxidalt borvegyiiletek
keletkezéséhez vezet, amelyek nehezen valaszthatoak el a kivant nanorészecskéktol. Az ilyen
nem kivant kémiai anyagok jelenléte komoly korlatot jelenthet az eldallitott nanoméretii
anyagok felhasznalasi lehetdségeiben és biologiai alkalmazdsdban. Ezek utdn nyilvanvalo,
hogy az eziist nanorészecskék esetében is sziiks€g van a nanorészecskék olyan eldallitasi
modjaira, amelyek innovativak, kis koltséggel jarnak, kdrnyezetkiméldk és kevesebb toxikus
vegyszert hasznédlnak, valamint minimalis mennyiségli veszélyes anyag keletkezésével
jarnak™® 1", Az utobbi évtizedben szamos, az eziist nanorészecskék zold szintézisérdl szolo
kutatds jelent meg, melyek a hagyomanyos kémiai eljarasoknal sokkal biztonsagosabb,
koltséghatékonyabb ¢és kisebb 0Okologiai ldbnyommal rendelkezd szintézismodszereket
ismertettek!®. A vas nanorészecskékhez hasonloan az eziist nanorészecskéket is eld lehet
allitani €16 szervezetek vagy sejtalkotoik segitségével, azonban a novényeket alkalmazé zold

eljarasok 1d6-, koltség- és energiahatékonyabbak, tovabba a ndvények altaldban jobban
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hozzéaférhetéek, igy ezen modszerek esetleges ipari méretben vald Kkiterjesztése
megoldhat6 %3707,

Shankar és munkatarsai az els0k kozott szamoltak be az eziist nanorészecskék gyors,
z0ld uton torténd eldallitasarol. Kisérleteik sordn nagymennyiségli eziist nanorészecskét
allitottak eld golyaorr (Pelargonium graveolens) és indiai orgona (Azadirachta indica)
levelébdl késziilt novényi extraktum alkalmazasaval, melyet eziist-nitrat vizes oldataval

kevertek osszel®1°. A

szerzOk az eljaras vitathatatlan eldonyei koziil a gyorsasagot emelték
ki: a novényi kivonattal torténd redukalds soran sokkal gyorsabban alakultak ki a
nanorészecskék, mint korabbi kisérleteik sordn, ahol mikroorganizmusokat hasznaltak.

Egyéb ndvényi kivonatot iS hasznaltak mar redukalo- és stabilizaloszerként eziist
nanorészecskék eldallitasa soran, példaul kozonséges kamforfa (Cinnamomum camphora),
citromfii (Melissa officinalis), kozonséges paprika (Capsicum annuum), voroskérgli fenyd
(Pinus desiflora), pafranyfeny6 (Ginko biloba), japan liliomfa (Magnolia kobus), keleti platan
(Platanus orientalis) és bortermeld szolé (Vitis vinifera) kivonatat alkalmaztak mar
sikeresen'’"*®, Ezek a novények nagy mennyiségben tartalmaznak olyan aktiv dsszetevoket
(pl. polifenolok, flavonoidok), amelyek alkalmasak a fémionok redukciéjéralSz’lsl. Baharara
¢s munkatarsai szerint az eziist ionok redukaldsaért a novényi kivonatokban 1évé fenolos

k182

csoportok és a fehérjék a felelések . Ajita és csoportja kimutatta, hogy a névényi kivonatok

aktiv komponenseiben (flavonoidok, terpenoidok, fenolok, fehérjék) 1évé hidroxil- és

karbonilcsoportoknak tulajdonithatd az eziist ionok redukcidj a'®®

. Tovabba bemutattidk, hogy
a fehérjek és peptidek véddbevonatot képeznek a részecskék koriil, ezéltal ndvelik a
partikulumok stabilitasat és megel6zik az aggregaciojukat. Nadagouda és munkatarsai kavé és
tea extraktum segitségével elséként allitottak eld eziist nanorészecskéket™”. Munkéjukban
bemutattdk, hogy a ndvényi kivonatok alkalmazisa mellett nem volt sziikség egyéb
stabilizaloszerre, a novényi kivonatok aktiv Osszetevdi szolgaltak mind redukalo-, mind
stabilizaloszerként a szintézis soran. Ezt az egyszerli, egylépéses szintézismodszert
kiterjesztették palladium, arany és platina nanorészecskék eldallitdsara is. A részecskek
kialakuldsi mechanizmusat a vas nanorészecskéknél bemutatott 1épésekre bontottdk: 1) a
fémionok a biomolekuldkkal komplexet képeznek, 2) a fémionok elemi fémmé redukalddnak,
3) a 2. lépéssel parhuzamosan a biomolekula oxidalédik ¢és stabilizadlja a kialakult
nanorészecskéket. Porkolt kavé (Coffea arabica), zold tea és fekete tea vizes-alkoholos
oldataval is allitottak mér el8 eziist nanorészecskéket'™*®18 A szerzék megallapitottak,

hogy a kivonatokban 1évé koffein ¢és teofillin feleldsek az eldallitott nanorészecskék

48



Irodalmi attekintés

stabilizalasédért. Dhand €s munkatarsai szerint a kavé komponensei koziil a klorogénsav a
legfébb fenolos komponens, ami szerepet jatszik az eziist ionok redukciéjaban™®,

valtoztatasaval  eldallitott eziist nanorészecskék alak- €s méretszelektivitasat érték el
Chandran és munkatarsai'®’. Loo csoportja zold tea kivonataval allitott elé kerekded eziist

, ’ 186 e
nanorészecskéket

novelésével a nanorészecskék mérete csokkent, mikozben a szamuk n6ttte,

A kiilonb6z6 zold szintézisekkel eldallitott eziist nanorészecskék eltérd biologiai
rendszerekre gyakorolt hatasat is tobben vizsgaltak. A kiilonbozo teafélékkel eldallitott eziist
nanorészecskéknél megfigyelt profilaktikus hatdst Moulton és munkatirsai a részecskék

feliiletén jelenlévd antioxidans csoportoknak mlajdonitotték18g.

Fekete teaval eldallitott
nanorészecskék bioldgiai hatasainak vizsgalatakor kidertilt, hogy a részecskék gatoljak human
emlérak (MCF-7) sejtek novekedését ¢és a gatlo hatas forditottan aranyos a

’ r 1
részecskemérettel**®

. Mikrobiologiai tesztek soran megfigyelték, hogy a zold teaval eldallitott
részecskék kevésbé bizonyultak toxikusnak E. coli ellen, mint a tisztan kémiai tton eldallitott,
nem stabilizalt részecskek™. A megfigyelt kisebb mértékii toxicitast a nagyobb stabilitassal
magyaraztak, mivel kevesebb eziist ion tudott felszabadulni a nanorészecskék felszinérol,
amit a ndvény aktiv komponensei stabilizaltak. Hasonld eredményrdl szdmoltak be Ajita és
munkatarsai, vizsgalatukban a kisebb méreti nanorészecskék bizonyultak hatdsosabbnak a
tesztelt mikroorganizmusok ellen.

Egy 2016-ban megjelent Osszefoglald tanulmanyban kifejtették, hogy a kiillonb6zo
kivonatokkal eldallitott részecskék antimikrobialis hatasa nemcsak a kialakult nanorészecskék
méretétdl €s alakjatol fligg, hanem a szintézis soran alkalmazott redukalo- €s stabilizaloszertol
5163

Habar a nanorészecskék zold Uton torténd eldallitasa kiemelt figyelmet kapott az
utobbi évtizedben, csak kevés tanulmdnyban vizsgéltak, illetve hasonlitottdk Ossze az
eléallitott nanorészecskék komplex (antibakterialis, antifungalis, antiviralis és citotoxikus)
biologiai aktivitasat, kiilonds tekintettel a szintézis soran alkalmazott kiilonb6z6 ndvényi
kivonatok hatdsanak fliggvényében. Azonban a zo6ld Uton eldallitott eziist nanorészecskék
mindennapi életben torténd biztonsagos hasznélatahoz nagyon fontos felmérniink, hogy a
szintézis soran hasznalt, esetiinkben ndvényi eredetli anyagok milyen hatissal vannak a
kialakult részecskék késébbi felhasznalasakor, elsOsorban az ¢€l6 rendszerekre nézve. Az

alkalmazas el6tt ezért a nanorészecskék atfogd vizsgalata sziikséges, hogy fel tudjuk mérni az

¢10 rendszerekben tanusitott viselkedésiiket é€s hatasukat.
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3. CELKITUZES

Napjainkban a kornyezetvédelmi gyakorlat egyik leggyakoribb ¢és legfontosabb
megoldandé kihivéasa a felszin alatti vizek és a foldtani kdzeg klorozott alifds szénhidrogén
szennyezettségének felderitése ¢és megsziintetése. Ehhez olyan innovativ, kdrnyezeti,
gazdasagi ¢és tarsadalmi szempontbol egyarant elonyds technoldgidkra van sziikség, melyek az
utobbi évek tapasztalatai alapjan a nanotechnolédgiai kutatasok segitségével oldhatoak meg.
A nanotechnoldgia megjelenése a karmentesitési programokban — csakugy, mint az élet egyéb
terliletein — hatalmas mértékben felgyorsitotta a technoldgiai fejlodést, sokszor a koltségek
jelentds csokkentése mellett. Az elmult években a Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és
Kornyezeti Kémiai Tanszékén tobbféle anyagbdl allitottak eld nanorészecskéket, melyek
sikeresen alkalmazhatoak a kiilonb6z6 probléméak megoldésara a fizika, a kémia és a biologia
tudomanyteriiletein. Ehhez kapcsoldodva, doktori munkdm céljaul nulla vegyértékii vas
nanorészecskék eldallitasat, morfologiajuk és felhasznalhatésaguk lehetéségeinek vizsgalatat,
valamint kémiai és biologiai rendszerekben valo viselkedésiik atfogod tanulmanyozasat tiiztiik
Ki.

Kutatdsom kezdeti szakaszanak célja kiilonb6z6 vas-prekurzorok és redukaloszerek
felhasznalasaval eldallitott vas nanorészecskéket tartalmazd szuszpenzidk (nanovas
szuszpenziok) eldallitdsa volt, melyek sikeresen alkalmazhatoak klorozott szénhidrogénekkel
szennyezett talajviz in situ kdrnyezeti karmentesitésben. Tovabba a kidolgozott, optimalizalt
szintézismodszer megfeleljen a valos életben elvart, alkalmazhatosdgot erdsen korlatozo
szempontoknak: legyen gazdasagos ¢&s kornyezetbarat, ipari méretben hatékonyan
alkalmazhatd, a tovabbi kornyezetterhelés minimalizalasa mellett. Ennek megvaldsitasdhoz

fontosnak tartottuk,

o hogy alacsony koltségli és jobban hozzaférhetd prekurzorokat és redukaldszereket
keressiink,  valamint a  szintézis  koriilményeit  kdrnyezetkimélobbé  és

koltséghatékonyabba tegyiik;

o hogy a hagyomanyos kémiai eljarasok nyilvanvalo korlatai miatt zold aton, ndvényi

kivonatok segitségével is eldallitsunk vas nanorészecskéket;

. hogy az elballitott vas nanorészecskéket anyagvizsgalati modszerekkel (TEM, XRD,
EDS, reaktivitas vizsgalat sth.) jellemezziik, Gsszehasonlitsuk, ami elengedhetetlen a

késobbi alkalmazasi lehetdségeik felderitéséhez;
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hogy az eldallitott vas nanorészecskék illékony klorozott szénhidrogén bontd

hatékonysagat laboratoriumi és terepi mérésekkel megvizsgaljuk.

Munkank masodik szakaszdban a vas nanorészecskék karmentesitési munkdk soran

torténd alkalmazhatosaganak tovabbi feltételeit vizsgaltuk. Mivel a szakirodalomban kevés

adat ismert arrdl, hogy a vas nanorészecskék milyen hatassal vannak a talajban/talajvizben €l

baktériumokra, ezért a kutatas kovetkez6 célja a kiilonboz6 morfoldgiaju és reaktivitast vas

nanorészecskék anaerob baktériumokra (kiilonos tekintettel a reduktiv deklorinaciéban

crer

toxicitasanak kimutatasa volt. Ennek megallapitasahoz

mikrokozmosz rendszerekben, az illékony klorozott szénhidrogének Osszetétel
véltozasanak monitorozasa mellett, DNS alapti mérésekkel kivantuk megvizsgalni, hogy
a kiilonb6zo tulajdonsagh vas nanorészecskék hogyan ¢és milyen mértékben

befolyasoljak a karmentesités soran kezelt kozeg mikroflorajanak dsszetételét.

Végiill munkank harmadik szakaszdban a kiilonb6z6 modon eldallitott vas

nanorészecskéknél megfigyelt kémiai és bioldgiai rendszerekre gyakorolt hatis szélesebb

korli vizsgalatahoz sziikségesnek gondoltuk,

hogy Osszehasonlitasként szintén z6ld modszerekkel, névényi kivonatokkal eldallitsunk

nulla vegyértéki eziist nanorészecskéket;

hogy a kiilonboz6 novényi kivonatok segitségével eldallitott eziist nanorészecskék

kémiai jellemzdit meghatarozzuk (TEM, XRD, DLS, UV-VIS);

hogy a kapott eziist nanorészecskék kiilonbozd biologiai rendszerekben valo
viselkedését tanulmanyozzuk, kiilonos tekintettel a redukaldszerek esetleges befolyasolo

szerepere.

o1



Kisérleti rész

4. KISERLETI RESZ

4.1. A kisérleti munka soran felhasznalt anyagok

Vas nanorészecskék eloallitasahoz felhasznalt anyagok

Vas(Il)-klorid 4-hidrat (FeCl,x4H,0), Sigma-Aldrich Kft., 98%
Vas(l11)-klorid 6-hidrat (FeClzx6H,0), Sigma-Aldrich Kft., 98%
Vas(Il)-szulfat 7-hidrat (FeSO4x7H,0), Molar Chemicals Kft., 99,97%
Natrium-ditionit (vizmentes, Na;S,0,), Sigma-Aldrich Kft., 82%
Natrium-borohidrid (NaBH,), Alfa Aesar, 98%

Natrium-hidroxid (mikroszemcsés, NaOH), Molar Chemicals Kft., 99,93%
Kavé, Tchibo Family

Z6ld tea, Twinings of London, Green Tea&Lemon

Abszolut etanol (C,HsOH), Molar Chemicals Kft.

Ioncserélt és csapviz

Eziist nanorészecskék eloallitasahoz felhasznalt anyagok

Eziist nitrat (AgNQO3), Sigma-Aldrich, 99,0%
Kavé, Tchibo Family
761d tea, Twinings of London, Green Tea&Lemon

Toncserélt viz
4.2. Vas és eziist nanorészecskék eloallitasa

4.2.1. Vas nanorészecskék eloallitasa félig-zold médszerrel

A nanovas tartalmi szuszpenziok félig-zold eléallitaisa soran vas(I)-klorid,
vas(l1l)-klorid és vas(I)-szulfat vizes oldatat redukaltuk natrium-borohidriddel vagy
natrium-ditionittal szobahdmérsékleten levegd jelenlétében illetve inert atmoszféran. A

lejatszodo reakciokat kovetkezo egyenletek irjak le (4.1), (4.2), (4.3), (4.4):

Fe** +S,07 +40H* — Fe® +2S0;” +2H,0 (4.1)

Fe? +2BH; +6H,0 — Fe® + 2B(OH), + 7H, (4.2)
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Fe* +S,0;” +40H* — Fe® +2S07 +2H,0 (4.3)

Fe* +3BH; +9H,0 — Fe® +3B(OH), +10,5H, (4.4)

A szintézisek sordn a bemérendd vas-sok és redukaldszerek mennyiségét a fenti
egyenletek alapjan hatdroztuk meg: a reagenseket 1:1 (natrium-ditionittal eldallitott mintak),
1:2 (Fe** tartalmi prekurzorok és natrium-borohidrid reakciéja), illetve 1:3 (Fe** tartalmu
prekurzorok ¢€s natrium-borohidrid reakcidja) molardnyban mértiik G6ssze. A nanovas
szuszpenziokat 2500, 5000 és 10000 ppm koncentracidban is eléallitottuk. Minden esetben
vizet hasznaltunk oldoszerként (levegd jelenlétében csapvizet, inert atmoszféraban
deoxigenizalt ioncserélt vizet), a reakciok végtérfogata 250 mL volt. A szintézis soran
intenziv keverés mellett (Velp Scientifica, Stirrer ES keverémotorhoz rdgzitett iiveg
keverébot) az elkészitett vas-s6-oldatokhoz el6szor megfelelé mennyiségii natrium-hidroxid
oldatot (ligos kozeg biztositasara), majd a megfelelé redukaldoszer oldatat adtuk. A
natrium-borohidrid oldatat 6 csepp/perc sebességgel adagoltuk a keletkez6 hidrogéngaz
kontrollalasa végett, a natrium-ditionit oldatat egyben hozzaontottiik a vas-oldatokhoz. Az
OsszeOntés utan a mintakat 5 (natrium-borohidrid esetében) illetve 40 percig (natrium-ditionit
esetében) kevertettiik, majd a végterméket vizzel és etanollal mostuk. A kapott mintakat
frissen felhasznaltuk vizsgélatainkhoz. Az igy eldallitott vas nanorészecskéket tartalmazo

mintak elnevezéseit a 4.1. tdblazat foglalja ssze.

4.1. tablazat. A félig-zold modszerrel eloallitott vas nanorészecskét tartalmazo
szuszpenziok elnevezései

Mintaazonosité Osszetétel
nZVlep® FeCl, + NaBH,
nZVlep° FeCl, + NayS,0,4
nZVleis® FeCl; + NaBH,
nZVleis® FeCl; + Na,S,0,4
nZVIs® FeSO, + NaBH,
nZVI1s® FeSO, + Na,S,04

Az inert atmoszféran eldallitott nanovas szuszpenzidk eldallitdsa soran egy
gazbevezetéses iivegreaktort hasznaltunk, az oldatok adagolasa egy csiszolattal ellatott bedntd
nyilason keresztlil tortént (4.1. 4bra). A szintézis paraméterei megegyeztek a levegdn
eldallitott nanorészecskék szintézisének koriilményeivel, kivéve, hogy ezen szintézisek soran

deoxigenizalt ioncserélt vizet hasznaltunk ¢€s a reakcio nitrogéngaz bevezetése mellett tortént.
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A polivinil-pirrolidon (PVP) adagolasanak termékmorfologiara és reaktivitasra
gyakorolt hatasanak vizsgadlatihoz a mintdkat az el6zéekhez hasonléan készitettiik el
deoxigenizalt ioncserélt vizzel, inert atmoszféran, a vas mennyiségére nézve 0,3%-nyi PVP

adagoléasa mellett.

Keverd /
berendezés
<«— Gazbevezetés
Csiszolatos dugdval
Kever@szara

zart adagold nyilas

keverdlapatokkal D ——

T

4.1. abra. A nanovas szuszpenziok eléallitasara szolgalo reaktor sémaja

4.2.2. Vas nanorészecskék eléallitasa zold modszerrel — novényi kivonatok

A vas nanorészecskéket novényi — kavé, zold tea ¢és vadsz6l6 — kivonatok
(extraktumok) segitségével is eldallitottuk. A vadszold kivonataval késziilt nanorészecskék
szintéziséhez a vadszolo leveleket (Parthenocissus quinquefolia, Virginia creeper) tavasszal,
friss hajtas utan gytjtottiik. A levelek feliiletén 1évd esetleges szennyezéseket ioncserélt vizes
mosassal tavolitottuk el, majd a leveleket tomegallandosagig szaritottuk kornyezeti feltételek
mellett. A kivonat elkészitéséhez a megszaradt, poritott levelekbdl 5 g-ot 100 mL ioncserélt
vizhez adtunk, majd az igy eld6allitott ,,oldatot” 80 °C-on 80 percig forraltuk, végiil
visszahtilés utan 0,2 um porusatmérdjii sziirdn szirtiik, tovabbi felhasznalasig pedig 4 °C-on
taroltuk. Hasonldan jartunk el a kaveé és zold tea kivonatok elkészitése soran is, kivéve, hogy a
vasarolt kavé és zold tea levelek nem igényeltek elOzetes tisztito-szaritd 1épést, és az
extraktum eléallitasahoz a kavébol 2 g-ot, a zold tea levelekbdl 5 g-ot mértiink 100 mL
csapvizhez. A hékezelés a kavé esetében 5, a zold tea esetében 20 percig tartott 80 °C-on.

A vas nanorészecskék szintézise soran 0,1 M vas(lll)-klorid csapvizes oldatat a
megfeleld kivonattal reagaltattuk 1:1 térfogataranyban 24 6ran keresztiil szobahdmérsékleten.
A kapott részecskéket desztillalt vizzel és etanollal mostuk, majd a mintdkat frissen
felhasznaltuk vizsgalatainkhoz. A zold szintézismoddszerekkel eldallitott vas nanorészecskéket

tartalmazé minték elnevezését a 4.2. tablazat foglalja ossze.
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4.2. tablazat. Az novényi kivonatokkal eléallitott vas nanorészecskét tartalmazo
szuszpenziok elnevezései

Mintaazonosito Osszetétel
nzVI¥ FeCls + kavé kivonat
nZVI4T FeCl; + zold tea kivonat
nzVv1Y FeCl; + vadsz618 kivonat

4.2.3. Eziist nanorészecskék eloallitasa zold médszerrel — novényi kivonatok

Az eziist nanorészecskék eldallitdsahoz az elézdéekben ismertettet modon késziilt kavé
¢s z0ld tea kivonatdt hasznaltuk fel, annyi kivétellel, hogy a kivonatok elkészitéséhez
ioncserélt vizet hasznaltunk minden esetben. A szintézis soran 0,1 M eziist-nitrat vizes oldatat
a megfeleld kivonattal reagaltattuk 1:1 térfogatardnyban 24  6rdn  keresztiil
szobahOmérsékleten. A kapott részecskéket ioncserélt vizzel mostuk, majd a felhasznalasig
4 °C-on taroltuk. A kavé kivonataval redukalt mintat C-AgNP-nek, a zold tea kivonataval

eléallitott eziist nanorészecskét GT-AgNP-nek neveztiik el.

4.3. Vizsgalati médszerek

Az elédllitott vas ¢és ezilist nanorészecskék tulajdonsagait szamos maoddszerrel
nanorészecskék anaerob mikroba populaciora  gyakorolt hatasat mikrokozmosz
modellrendszer segitségével kovettiik. Az eziist nanorészecskék biologiai aktivitasat
kiilonbozd antimikrobialis és citotoxicitas tesztekkel vizsgaltuk. A vizsgéalatok soran minden
esetben legalabb két (altalaban 3-5) parhuzamos, egymastol fliggetlen mérést végeztiink,
atlagot és szoOrast szamoltunk, amennyiben nagyobb eltérést észleltiink a mérések vagy

kiértekelés kdzben, megismételtiik a minta eldallitasat €s vizsgalatat.

4.3.1. Transzmisszios elektronmikroszképia (TEM)

Az elektron sugarnyaldbot hasznald transzmisszios elektronmikroszkop szilard testek
szubnanomeéteres lateralis képi felbontast leképezésére alkalmas modszer. A képalkotashoz a
mintdn athaladé nagy energiara felgyorsitott elektronokat hasznaljuk. A TEM segitségével
tanulmanyozhatéak a nanoméreti anyagok, informécidt nyerhetiink tobbek kozott a
nanoszerkezetek méretérdl és morfologiai sajatossagaikrol.

Az eldallitott nanorészecskék morfologiajat és méretét FEI TECNAI G2 20 X-Twin,
200 kV-os gyorsitofesziiltséggel iizemeld transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

A mérésekhez a mintdk nagy higitasu etanolos szuszpenzi6jabol par cseppet 3 mm atmérdji,
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szénfilmmel bevont rézrostélyra (grid-re) cseppentettiink, majd az adott mintara jellemzd
tertiletekrdl felvételeket készitettiink. A nanorészecskék méretét Imagel program segitségével

hataroztuk meglgl.

4.3.2. Rontgendiffraktometria (XRD)

A rontgensugarak diffrakcioja a kristalyokon a kristaly szerkezeti és anyagi
mindségére jellemzo informacidt szolgaltat. A modszer alapja a rontgensugar és a kristalyracs
kolcsonhatasa. Rontgensugarakat kristalyos anyagon atbocsatva elhajlas és interferencia
jelenség 1ép fel. Az igy keletkezo interferenciakép egyértelmii informaciot szolgaltat a kristaly
szerkezetérdl és anyagi mindségerol.

A kiilonbozé  szintézisek soran eldallitott nanorészecskék anyagi mindségét
rontgendiffrakciés modszerrel azonositottuk. Méréseinket CuKa (A = 0,154 nm)
sugarforrassal felszerelt Rigaku Miniflex 1II késziilékkel végeztik 26 =5-80°-0s
szOgtartomanyban. A mintédkat porformaban mértiik, a kapott diffraktogramokat felhaszndlva
a mintak azonositasat JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) kartyak és

irodalmi adatok alapjan végeztiik el.

4.3.3. Energiadiszperziv rontgenspektroszkopia (EDS)

Az energiadiszperziv rontgenspektroszkopia a minta kémiai Osszetételérél ad
informaciot az elektrongerjesztéssel kivaltott karakterisztikus rontgensugarzas detektalasa és
kvantitativ értékelése révén.

Kisérleteinkben ezt a moddszert alkalmaztuk a vas nanorészecskék vastartalmanak
igazolasara, illetve az egyes szintézisek soran hasznalt csapvizbdl esetlegesen visszamarado
potencidlis szennyezddések kimutatdsara. Az energiadiszperziv rontgenspektroszkopids
méréseket egy Hitachi S-4700 pasztazo elektronmikroszkdpba (SEM) beépitett Rontec QX2

spektrométerrel végeztiik 20 kV gyorsitdfesziiltség alkalmazéasaval.

4.3.4. Redoxpotencial (ORP) — redukcios kapacitas

Redukcids-oxidacios (redox) reakciok legfontosabb paramétere a redoxpotencial. Egy
redoxrendszer redoxpotencialja az az egyensulyi elektrodpotencidl, amelyet egy inert
fémelektrod az illetd redoxrendszerrel érintkezve felvesz. A redukcids-oxidaciods reakcio
folyaman az egyik anyag (redukaldszer) elektront ad le, a masik anyag (oxidaloszer) elektront
vesz fel: A redoxpotencidl az oxidalo- illetve redukaloképesség mértéke, és mint ilyen,

onmagaban nem, csak mas rendszerek redoxpotencialjdhoz képest értelmezhetd: mindig a
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negativabb redoxpotencialii rendszer képes redukalni a pozitivabbat. Altalaban, minél
negativabb egy redoxpotencial, annal redukalobb a rendszer.

A vas nanorészecskék redoxpotencidljat Consort-SK10B vezetoképesség mérod
elektréddal felszerelt Consort-C533 tipusi multiméter segitségével hataroztuk meg a

méréseink soran.

4.3.5. Hatékonysag vizsgalat — hidrogéngaz fejlodés

Az egyes mintak nulla vegyértékii vastartalmanak meghatarozasara kénsavas (H,SO,, Sigma-
Aldrich Kft., 95,0-98,0%) reakciot alkalmaztunk. Az elemi vas a kénsavval az alabbi reakcio

szerint reagal el (4.5):

Fey +H,SO0,¢y) = FeSO, ¢y + Hyy, (4.5)

A két anyag reakcidja kozben keletkezd hidrogéngdz mennyiségébdl szamolni lehet a
mintaban 1évo elemi vas tartalmat. A mérések soran az egyes mintakbol 100 mL-nyit jol lezart

és el6zOleg nitrogéngazzal atoblitett gbmblombikba Ontottiink (4.2. abra).

X/

Fejlédo

H, ghz H,50,

Nanovas
\ szuszpenzio

Magneses
‘ ‘ kevero

4.2. dbra. Az egyes nanovas szuszpenziok hatékonysaganak vizsgalatara szolgalo
rendszer

A lombik két nyilassal rendelkezett: az egyik, szeptummal zart nyildson keresztiil
adagoltuk injekcios tlivel a vas szuszpenziokhoz a kénsavat; a masik nyildst egy
gazbiirettdhoz kapcsoltuk, igy a keletkezd hidrogéngaz a biirettdban levd vizet kiszoritotta.
A gézbiirettaban levd folyadék szintje a keletkezd gazzal aranyosan csdkkent. Az egyensuly

beallta utan leolvastuk a fogyast és meghataroztuk a szuszpenziok elemi vas tartalmat a (4.6)
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képlettel szdmolva. A 100%-os hatékonysagnak azt vettiik, amikor a rendszerben jelenlévo
sszes vas (sztdchiometriailag) elreagalt a kénsavval, vagyis az Ssszes vas Fe® allapotunak
tekinthetd.

n i
H%: Fe(mért érték) 100 (46)

n Fe(kalkulaltérték)

4.3.6. Hatékonysag vizsgalat — [llékony klorozott szénhidrogének bontasanak

vizsgalata

Az eléallitott nanovas szuszpenzidk degradacios hatékonysagat egy illékony klérozott
szénhidrogénnel szennyezett teriiletr6l szarmazé talajviz mintdban (a mintat egy
karmentesités alatt 1év0 teriiletrdl kaptuk) vizsgéltuk. A mérések soran a kiilonb6zé mddon
eldallitott vas nanorészecskéket 6 6ran keresztiil reagaltattuk a szennyezett talajvizzel, majd
az egyes mintak gazkromatografias-tomegspektrometrias vizsgalatat egy akkreditalt laborban
hatékonysagat is vizsgaltuk, és az ekvimolaris mennyiségli adagolas mellett, kétszeres és
haromszoros felesleg alkalmazaséaval is végeztiink méréseket.

A lebonto6 hatast hatékonysaggal fejeztiik ki, amely fogalom alatt a talajviz mintaban
talalhato illékony klorozott szénhidrogének valamilyen mértékii nanovas altali lebontasat

értjiik. A lebontési hatékonysag szazalékos értékét a kovetkezéképpen szamoltuk ki: a 6 ora

crer

crcr

amikor a talajvizbdl az 6sszes illékony klorozott szénhidrogént sikeresen eltavolitjuk.

4.3.7. Terepi teszt

A nZVIsP szuszpenzio terepi tesztelése egy nagyméretii remediacids projekt keretén
beliil valosult meg 2014-2015-ben az Alfold délkeleti részén. A teriileten azonositott legfébb
szennyezOk az illékony klorozott szénhidrogének voltak: perkloretilén (PCE), trikloretilén
(TCE), dikloretilén (DCE, cisz- €s transz egylittesen) €s vinil-klorid (VC). A szennyezdk
19-¢én, a masodik injektalas 2014. 11. 26-an tortént. Mindkét injektalas alkalméval tobb, mint
500 dm?® 5000 ppm koncentraciéji nZVIs® szuszpenziot juttattak a talajba -12 méternél, majd
racsszertien elhelyezett monitoring kutak segitéségével kovették a szennyezdk Gsszetételének

¢s mennyiségének alakuldsat egészen 2015. janudr végéig. A monitoring kutak az injektalo
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ponttdl 5 méter tavolsagra helyezkednek el. A mintdkat szilikon csdveken keresztiil vették és

a teljesen megtoltott tivegedényeket sotétben, 4 °C-on taroltdk a vizsgalatok elvégzéséig.

4.3.8. Induktiv csatolasu plazma-tomegspektrometria (ICP-MS)

crer

induktiv csatoldsu plazma-tomegspektrometrias (ICP-MS) méréssel hataroztdk meg (Agilent
Model 7700x). Ennél az emisszios spektroszkopiai modszernél a gerjesztett atomok és ionok
eldallitasa induktiv csatoldsu plazma segitségével torténik, amelybe porlasztva bevezetik az
analizdlandé minta vizes oldatat. Az alkotoelemek elektronokkal és mas toltott részecskékkel
valo litkozései soran elektronokat adnak le, illetve vesznek fel. Ennek eredményeként az adott
kémiai elemre jellemz6 hullamhosszusagu elektromagneses sugarzas jon létre. Az emittalt

A vas nanorészecskék esetében a mikrokozmoszokbdl vett mintak oldott vas tartalmat
hataroztuk meg ezzel a modszerrel salétromsavas feltarast kovetden. A novényi kivonatokkal
eldallitott eziist nanorészecskékrdl felszabaduld ionok mennyiségét is ennek a modszernek a
segitségével adtuk meg. A nanorészecskéket 17,5 mg/mL-es koncentracidban 10% borju
szérumot (FBS — Fetal Bovine Serum), 2 mM L-glutamint, 0,01% sztreptomicint és 0,005%
ampicillint tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM) inkubaltuk 24 6ran
keresztiil 37 °C-on, 5%-0s CO,-termosztatban, majd centrifugalas (20 perc, 10285 g) utan a
mintakat salétromsavval feltartuk. A fenti kondiciokat a citotoxicitas mérés koriilményeihez

hasonldan allitottuk be.

4.3.9. Ultraibolya-lathaté abszorpcios spektrometria (UV-VIS)

Az ultraibolya (UV, 200 nm < A < 400 nm), ill. 1athato (VIS, 400 nm < A < 800 nm)
fény elnyelése soran megvaltozik a molekulak, atomok elektroneloszlasa; az elektronok a
kisebb energiaji palyakrdl nagyobb energidjuakra ugranak at, vagyis gerjesztédnek. Egy
molekula azon részleteit, amelyekben az elektrondtmenetek létrejonnek (azaz elnyelik a

fényt), kromoforoknak nevezziik. A fényelnyelés mértéke az abszorbancia (4.7):

A = IgITO, 4.7)

ahol A, az adott hullamhosszhoz tartoz6 abszorbancia, Iy a besugarzott, 1 pedig a
detektalt fény intenzitasa. Ha az abszorbancia mértékét a besugarzott elektromagneses hullam

energidjanak (hullimhosszanak) fiiggvényében vizsgaljuk, abszorpcids spektrumot kapunk.
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Az abszorpcids szinképben megjelend elnyelési sdvok helye mindségi informaciokat
szolgéltat.

Meéréseinket Ocean Optics 355 DH-2000-BAL UV-VIS spektrofotométerrel végeztiik
350-800 nm  hullamhossz ~ kozott  vizes  kozegben, 1 cm-es  kvarckiivettaban,

szobahOmeérsékleten.

4.3.10. Dinamikus fényszoras (DLS)

A dinamikus fényszoras (DLS) a részecskék méretének, és a méreteloszlast jellemzd
polidiszperzitds meghatarozasara szolgalé6 modszer. A mérés elve azon alapszik, hogy a fényt

szord részecskék a Brown-mozgéis miatt folyamatosan valtoztatjdk szord centrumuk

crer

crcr

lehet megallapitani. Az Einstein-Stokes Osszefiiggés értelmében a transzlacios diffiziods
egylitthato és a részecskeméret kozott forditott ardnyossag all fenn'®2,

A nanorészecskék méretét Zetasizer NanoZS (Malvern) (fényforras: egy 4 mW
teljesitményti, 633 nm hulldmhosszti He-Ne lézer) dinamikus fényszorasméré berendezés

segitségével hataroztuk meg.

4.3.11. Infravoros spektroszkopia (FT-IR)

Infravords  spektroszkopias mérés soran infravords hullamhossztartomanyba esé
fénnyel sugarozzuk be a mintat, mely a molekuldk kiilonb6zd kvantalt rezgéseivel
kolcsonhatva bizonyos hullamhosszokon elnyelést szenved. Az elnyelés hullamhossza
jellemz0 az anyagban talalhaté kémiai kotésekre, igy informéciot nyerhetiink a mintat felépitd
elemekrdl, a kozottik fennalld kotésekrdl, illetve kristdlyos anyagok esetén a
kristalyszerkezetben bekovetkez6 atrendezddésekrol.

Meéréseinket transzmisszids modban, Bruker Vertex 70 spektrofotométerrel végeztiik
450-4000 cm™ hullamszam tartomanyban, 4 cm™-es spektralis felbontds mellett. A mintakat
100 mg KBr-dal dsszekeverve elporitottuk, majd pasztillaztuk. Referenciaként tiszta KBr

pasztillakat hasznaltunk.

4.3.12. Mikrokozmosz rendszerek

A mikrokozmosz vizsgalatokat 100 mL-es steril poli(tetrafluoroetilén) (PTFE)
kupakkal zarhato iivegben végeztik. A vizsgalatokhoz 75 mL
3-(N-morfolino)propanszulfonsav =~ (MOPS)  pufferelt anaerob tapoldathoz 25 mL
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10° db sejt/mL Dehalococcoides, szulfatredukalo és metanogén baktériumokat tartalmazo
talajvizet adtunk, melyhez a kiilonbozé szintézissel készitett nanovasakat 0,1 g/L
koncentracioban adtuk és a TCE koncentraciot 3 mg/L-re allitottuk be.

Az anaerob tapoldat literenként a koOvetkezO OsszetevOket tartalmazta: 1 g NaCl
(17 mM), 0,41 g MgCl,x6H,0 (2 mM), 0,27 g NH,CI (56 mM), 0,52 g KCI (7 mM), 0,15¢g
CaCl,x2H,0 (1 mM), 0,2 g KH,PO,4 (1,5 mM), 0,25 mg resazurin (1 mM), 0,41 g natrium
acetat (5 mM), 1 mL mikroelem oldat (1000xt6rzsoldat) és 1 mL szelenit-wolframat oldat
(1000xtorzsoldat)'®®, A tapoldatot forralas utan nitrogén atmoszféraban hiitottiik és 0,084 g
NaHCO; (1 mM), 0,048g Na,Sx9H,O (0,2mM) és 0,031 g L-ciszteinnel (0,2 mM)
egészitettiik ki. Ezt kovetden 121 °C-on 30 percig strerilizaltuk majd sziiréssel Sterilezett
20 mM MOPS pufferrel (1 M toérzsoldat, pH 7,4), 0,5mM titanium(ll)nitrilotriacetattal
(25 mM torzsoldat) és vitamin oldattal egészitettiik ki,

A Kkisérletek soran, az el6bbiekben leirt méodon 0Osszeallitott batch rendszereket
anaerob koriilmények kozott, 20 °C-on, sotétben inkubaltuk. A mikrobidlis Osszetétel
valtozasanak kovetéséhez 4, 10 és 20 nap inkubacidt kovetéen mintat vettlink az anaerob
¢losejtszam mérésekhez ¢és molekularis biologiai vizsgdlatokhoz. Ezzel péarhuzamosan
haromszor 2 mL mintét elkiildtiink kémiai vizsgalatra (illékony klérozott alifas szénhidrogén

Osszetétel valtozas és lebontas soran keletkez6 koztitermékek nyomon kovetése).

4.3.13. Anaerob heterotrof é16 sejtszam

A mikrokozmoszokbdl vett mintabol 5 tagu 10-es 1éptékli higitasi sort készitettiink,
majd 100-100 uL higitott mintat R2A taptalajra szélesztettiink. Az R2A taptalaj Osszetétele:
0,5 g élesztokivonat; 0,5 g protedzpepton; 0,5 g kazein hidrolizatum; 0,5 g glikoz; 0,59
keményitd; 0,3 g Ky;HPOy4; 0,059 MgSO4x7H,0; 0,3 g natrium-piruvat; 159 agar; 1L
desztillalt viz, pH 7,240,2. A taptalajra szélesztett mintdkat anaerob koriilmények kozott,
20 °C-on, sotétben inkubaltuk 2 napig. Az inkubaciot kovetden a taptalajon képzdodott

kolonidkat megszamoltuk €s a higitassal korrigalt sejtszam értékeket atlagoltuk.

4.3.14. DNS preparalas

A kiindulasi DNS vizsgalatahoz 15 mL talajvizet 7068 g-n 30 percig 25 °C-on
bsszecentrifugltunk, majd a kapott iiledékbél MoBio PowerSoil® DNA Isolation Kittel
(MoBio Laboratories, Carlsbad, CA) DNS-t izolaltunk a gyart6 utasitasa szerint. A DNS
mennyiségét Qubit 2.0 Fluorimeterrel (Invitrogen, Carlsbad, CA) mértiikk a gyartod utasitasai

szerint és agardz gélelektroforézissel (1% agar6z koncentracio, 1 kb DNA Ladder marker
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(GeneRuler) mellett 130 V-on 30 percig) ellenériztik a DNS izolalas sikerességét. A PCR

reakciok elvégzéséig minden DNS mintét -20 °C-on taroltunk.

4.3.15. Polimeraz lancreakcio (PCR) és denaturalo gradiens

gélelektroforézis (DGGE)

A preparalt genomidlis DNS-mintdkbol a 16S riboszomalis RNS kodold gént
(16S rDNS) eubaktérium specifikus primerekkel (EubB (27F)
5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' €s EubA (1552R)
5-AAGGAGGTGATCCANCCRCA-3") PCR — reakcié segitségével amplifikaltuk™.

A denaturalo gradiens gélelektroforézishez (DGGE) sziikséges ,,GC-clamp”-pel
rendelkezd és kb. 200 bp hossziisaghi PCR termékeket DGGE PCR-reakcioval allitottuk eld,
ahol a 16S rDNS PCR termékek szolgaltak templatként. A 16S rRNS gén V3 régidjanak
amplifikalasahoz a 16R 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3' és a
16GC 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGGLCTACGGE
AGGCAGCAG-3' primereket alkalmaztuk'®®. A reakciok soran KOD (Thermococcus
kodakaraensis, Novagen) polimerazt hasznaltunk a gyartdo utasitdsa szerint. Minden
kisérletben alkalmaztunk pozitiv és negativ kontrollreakciokat. A 16S PCR reakciokat 30 pL,
a DGGE PCR reakciokat 50 pL végtérfogatban meértiik 0ssze, az amplifikalast PTC 200
Thermalcycler (MJ Research) késziilékben végeztiik az alabbi beallitasokkal (4.3. tablazat):

4.3. tablazat A PCR amplifikaciok koriilményei

Hoémérséklet Ido Ciklusszam \
Elédenaturaciod 95 °C 2 perc 1
Denaturaci6 95 °C 20 masodperc
(glnbnré(;izﬁ;;é 55 °C 10 masodperc 30
Extenzio 70 °C 40/10 masodperc*
Végso extenzid 70 °C 5 perc 1

*extenzio ideje a 16S rRNS gén amplifikalasakor 40 masodperc, a V3 régié amplifikalasakor 10 masodperc volt

A denaturaléo gradiens gélelektroforézist elézetes kisérleteink alapjan 40-60%-0s
denaturalé gradiens koncentracié mellett", 8%-0s poliakrilamid gélen (37:1 akrilamid (Sigma-
Aldrich Kft.) - biszakrilamid (Sigma-Aldrich Kft.) keverék 1x TAE pufferben) végeztiik. A

denaturalo agens urea (Sigma-Aldrich Kft.) és formamid (Molar Chemicals Kft.) volt.

! A 0 %-os koncentraci6jii denatural6 oldat nem tartalmaz sem ureat, sem formamidot, a 100 ml 100%-0s

crer
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Kozvetleniil a gélontés elott 16 mL denaturalé oldathoz 6,5 uL TEMED-et (N,N,N',N'-
tetrametil-etiléndiamin, Serva Electrophoresis Kft.) ¢és 160 puL  10%-0s APS-t
(ammonium-perszulfat, AnalaR Normapur® Kft.) adva, 16x16 cm-es, 16 zsebes gélt ontottiink
a Bio-Rad gélontd rendszer segitségével a gyartd utasitasa szerint. 50 uL. DGGE PCR
termékhez 10 uL. 6x DNA Gel Loading Solution (Quality Biological Inc.) festéket kevertiink.
A futtatashoz minden mintabdl 25 pL-t vittiink fel a gélre. A DGGE futtatast Bio-Rad DCode
Universal Mutation Detection System késziilékben 60 °C-on, 150V-on, 1x TAE pufferben
4 oran at végeztiik. Az elektroforézis utan a gélt 20 percig etidium-bromiddal (0,5 pg/mL 1x
TAE pufferben) festettiik, majd UV fény alatt vizsgaltuk ¢és VisionWorks® LS 5.5.0
szoftverrel dokumentaltuk.

Az egyes mintazatokrol képzett hasonlosdgi matrix alapjan hierarchikus osztalyozast
végeztiink. A hierarchikus osztilyozds a TotalLab Phoretics 1D Pro programmal és a
tavolsag-optimalizal6 UPGMA csoportatlag modszerrel (Unweighted Pair Group Method of
Average - sulyozas nélkiili par csoport modszer szamtani 4tlag) tortént™ . A kapott
eredményeket dendrogramon abrazoltuk. A fliggdleges tengelyen a mintdk azonositdjat,
vizszintesen pedig az osztalyok Gsszevondsanak szintjeit, a tdvolsdgmértékeket (hasonlosagi

mértékek) tlintettiik fel.

4.3.16. Kvantitativ polimeraz lancreakcio (QPCR)

A kvantitativ polimeraz reakciok (qPCR) soran a reduktiv deklorinacidért felelds
Dehalococcoides baktériumokra jellemzé gének (16S rRNS gén, vinil-klorid reduktiv
deklorinalasaért felelds vcrA gén, trikloretén reduktiv deklorindlasaért felelds tceA gén), a
szulfatredukald baktériumokra jellemzdé gének (adenozin-5’-foszfoszulfat (APS) reduktaz
(apsA) és a disszimilatorikus szulfit-reduktaz (dsrA) gének) valamint a metanogén
archebaktériumokra jellemzé mcrA (metil-koenzim-M reduktaz) gén mennyiségét vizsgaltuk.

A gPCR reakcidk soran a relativ kvantifikdlas modszerét alkalmaztuk, azaz a gének
szazalékos mennyiségét hataroztuk meg a mintak Osszes eubaktérium mennyiségéhez
viszonyitva.

A reakciok soran Taq (Thermus aquaticus, Fermentas) polimerazt hasznaltunk a
gyartd utasitdsa szerint. A génspecifikus qPCR reakcidkat 20 pL végtérfogatban mértiik
ossze, az amplifikalast egy Lightcycler™ 96 (Roche Life Sciences) késziilékben végeztiik, a
reakcioelegy Osszetételét a 4.4. tdblazat, az alkalmazott primerek szekvencidjat pedig a 4.5.

tablazat mutatja. A primer hibridizaci6 (annealing) minden esetben 60 °C-on tortént.
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4.4, tablazat. A génspecifikus primerekkel végzett PCR reakcidelegyek osszetétele

Roche (LighCycler 96) pL

steril viz 7
2xGreenmaster Mix 10
forward primer 10 uM 1
reverz primer 10 uM 1
templat DNS (10 ng) 1
Ossztérfogat 20

4.5, tablazat. A qPCR mérés soran alkalmazott primerek és adataik

Primer Célgén Szekvencia (5' — 3) Hivatkozas
1327F ubakicrium  CCATGAAGT CGG AAT CGC TAG Corless
1420R ACT CCC ATG GTG TGA CGG (2000)*®
mlas me;a‘;"ietr,‘ . GGT GGT GTM GGD TTC ACM CAR TAC stel'{”berg
FmerA-rey - VPAEIUM GTT CAT BGC GTAGTTVGGRTAGT o, "8
mcrA (2008)
RH1-dsr-F  szulfat- GCC GTT ACT GTG ACC AGC C
RH3-dsr-R  redukalo GGG TGG AGC CGT GCATGT T Ben-Dov
baktérium 200
RH1-aps-F 4o CGC GAA GAC CTK ATC TTC GAC (2007)
RH2-aps-R  apsA ATC ATG ATC TGC CAG CGG CCG GA
verlo2oF  reduktiv CGG GCG GAT GCACTATTT T
dehalogenaz
vcrl093R VCrA GAATAGTCCGTGCCCTTCCTC Ritalahti
) 201
tce1270F  reduktiv ATC CAG ATT ATG ACC CTG GTG AA  (2006)
dehalogenaz
tcel336R  tceA GCG GCA TAT ATT AGG GCATCT T

A gPCR kalibralasahoz Desulfovibrio desulfuricans DSM642T és Methanosarcina
barkeri Schnellen 1947 (DSM 804) referencia torzseket, valamint Dehalococcoides
16S rRNS gént és VCrA, tceA gént tartalmazo6 plazmid DNS-t alkalmaztunk.

A qPCR modszer kalibralasahoz el6szor egy relativ kvantifikaciot adod kalibracios
gorbe felvételére volt sziikséglink. A relativ kvantifikdcio esetén nem a minta tényleges
szulfatredukald baktérium tartalmat adjuk meg, hanem a szulfatredukal6 baktériumok genomi
DNS-ének aranyat az dsszes tisztitott bakterialis eredetli DNS-hez képest. Ehhez kétféle PCR
reakciora volt sziikség, az egyiket a specifikus, a masikat univerzalis oligonukleotidokkal
mértikk dssze. A normal PCR-ben amplifikalt termékeket kitisztitottuk, majd a mennyiségi

meghatarozas utdn a koncentraciojukat bedllitottuk 10 ng/uL-re. Ezutan kiilonb6z6é ardnyu
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keverékeket allitottunk elé a specifikus és univerzalis primerekkel kapott termékekbdl: 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 aranyokban. Ezeken a keverékeken lefuttatva a kvantitativ
PCR-t, a ACT értékeket kiszamitva felvehetd volt egy kalibracios egyenes, amely abrazolja a
keverési aranyt a ACT fiiggvényében. A mért CT értekek és az eubaktérium specifikus
primerekkel kapott CTigs értékekbdl szamitott ACT értékekkel az alabbi Osszefiiggés (4.8)

alapjan hataroztuk meg a kalibralo fiiggvényt*®,

AACT = (CT(céIgén) - CT (169 )vizsgéltminta - (CT(céIgén) - CT (169 ) kontroll (4.8)
4.3.17. Sejt proliferacids és citotoxicitas vizsgalatok

4.3.17.1. Sejtkulturak

A human HeLa (humén méhnyakrak epitélsejt, ATCC) sejteket 10 % borji szérummal
(FBS: Fetal Bovine Serum), 2 mM L-glutaminnal, 0,01%-os sztreptomicinnel és 0,005%-0s
ampicillinnel kiegészitett, 1 g/L-es DMEM-ben (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Sigma-Aldrich Kft.) tartottuk fenn. A NIH/3T3 egér fibroblaszt sejteket (ATCC) 10% FBS,
2mM L-glutamin, 0,01%-0s sztreptomicin, 0,005% ampicillin tartalmt 4,5 g/L-es

crer

nyomasut CO; atmoszféra (5%) és 95%-os paratartalom mellett tenyésztettiik.

4.3.17.2. Sejtproliferacios vizsgalat

crer

vizsgalatara szolgalé modszer. A kisérletek soran HeLa és NIH/3T3 sejtek mitokondrialis
aktivitdsat mértiik. A HelLa ¢és NIH/3T3 sejteket rendre 5000 sejt/lyuk €s 2000 sejt/lyuk
koncentracioban 96-lyuku tenyésztéedényben 24 6ran keresztiil ndvesztettiik, majd kiilonbozé
foszfatpuffer oldatos (PBS) mosas utan a proliferaciora gyakorolt hatast MTT-esszé
segitségével elemeztiik ki. Ennek sordan a tenyésztdedényekben 1év6 tapfolyadékokhoz
0,5 mg/mL-es 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT,
Sigma-Aldrich Kft.) oldatot adtunk. Egy 6ras 37 °C-on torténd inkubaciot kdvetden az €16
sejtek mitokondriumaiban taldlhaté enzimek a sarga szint MTT-t lila szinli formazanna
redukaljak. A keletkezett formazan kristalyokat feloldottuk dimetil-szulfoxid (DMSO)
oldatban és spektrofotométer (Synergy HTX, BioTek, Winooski, US) segitségével mértiik az

egyes lyukakban az 540 nm hullamhosszon mutatott abszorbanciét, amely ardnyos az adott
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lyukban levé ¢él6 sejtek szamaval. Az igy kapott eredményeket a kezeletlen mintak
(kontrollok) abszorbancia értékeihez viszonyitva szdzalékosan fejeztik ki és az AgNP

koncentracio fliggvényében abrazoltuk.

4.3.17.3. Citotoxicitas vizsgalat

A z061d uton eldallitott eziist nanorészecskék citotoxikus hatasat kristalyibolya festéssel
hataroztuk meg. A sejteket 24-lyuka szdvettenyésztd lemezen novesztettiik. A konfluencia
A kezelés utan a sejteket haromszor mostuk PBS oldattal, majd 70:30 aranyu etanol:aceton
keverékkel fixaltuk. A fixalt sejteket 0,5%-os kristalyibolya oldattal festettiik, majd desztillalt
vizzel mostuk és levegdn megszaritottuk. A lemezeket lefényképeztiik majd a kristalyibolyat
400 puL 10%-os ecetsavval feloldottuk. Minden lyukbol 100 pL oldatot atvittiink egy 96-lyuka
lemezre, majd az abszorbanciat 590 nm-es hullamhosszon fotometriasan (Synergy HTX

spektrofotométer) detektaltuk.
4.3.18. Antimikrobialis vizsgalatok

4.3.18.1. Vizsgalt torzsek

Escherichia coli SZMC 0582
Pseudomonas aeruginosa SZMC 0568
Micrococcus luteus SZMC 0264

Bacillus cereus var. mycoides SZMC 0042
Cryptococcus neoformans IFM 5844
Candida albicans ATCC 10231

Candida parapsilosis CBS 604
Saccharomyces cerevisiae SZMC 20733

4.3.18.2. Agar-diffuzios modszer

Az eziist nanorészecskék antimikrobialis aktivitdsat agar-diffuzids moddszerrel
vizsgaltuk baktérium és élesztégomba torzseken. Az élesztdgombak tenyésztéseéhez YPD
(1% pepton, 1% gliikoz, 0,5% élesztdkivonat és 2% agar), a baktériumok tenyésztésé¢hez
pedig huskivonat-pepton (0,1% huskivonat, 0,5% pepton, 1% gliikoz, 0,2% élesztokivonat és

2% agar) taptalajt hasznaltunk. A mikroba tenyészetekbdl steril desztillalt vizben szuszpenziot
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készitettiink (1 kacsnyi tenyészet/5 mL desztillalt viz). A taptalaj felszinre massziv oltassal
vittiik fel a szuszpenziokat.

A 175mg/mL koncentraciéju eziist nanorészecske szuszpenziokbol 5 uL-t
pipettaztunk a mikrobakkal leoltott taptalaj felszinre. A tenyészeteket 30 °C-on 24 6ran at

inkubaltuk. Az inkubdcids 1d0 elteltével meghataroztuk a gatlasi zondk méretét.

4.3.18.3. Elécsiraszam meghatarozasos modszer

Az ezistrészecskék mikroba sejtekre gyakorolt toxikus hatdsat a telepképzo egységek
(colony forming unit, CFU) szamanak valtozasaval vizsgaltuk Cr. neoformans IFM 5844 ¢s
E. coli SZMC 0582 torzsek esetében. Cr. neoformans tenyészetbsl 4x10° sejt/mL, mig E. coli
70; 175; 350 and 1750 pg/mL koncentracioju C-AgNP illetve GT-AgNP oldattal kezeltik
24 6ran keresztiil. Az inkubacios id6 végén a sejteket centrifugéléassal kiiilepitettiik az oldatbol
(5 perc, 1900 g), majd steril vizes mosas utan 1 mL desztillalt vizben szuszpendaltuk fel dket.
Négy lépcsOben tizszeres 1éptékii higitdsi sorozatot készitettiink, majd a higitdsi sorozat
minden egyes tagjabol 25 pl-t szélesztettink YPD vagy huskivonat-pepton taptalaj
felszinére, 3 parhuzamos kisérletben. A tenyészeteket 30 °C-on 48 6rén keresztiil inkubaltuk,
majd meghataroztuk a telepképzod egységek szamat.

Minden kisérletet 3 parhuzamosban 3 alkalommal végeztiink el.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Nulla vegyértékii vas nanorészecskék kornyezetbarat eloallitasa és

remediacioban valé alkalmazhatésaganak vizsgalata

A kornyezetbarat eljarasok kidolgozasanal, a hatékonysagot fenntartva, a koltségek
optimalizéldsa a szintézis paramétereinek valtoztatasaval, pl. a felhasznalt vegyszerek
mennyiségének csoOkkentésével, a veszélyes anyagok ,,z0ldebb” helyettesitésével, vagy a
szintézis energiaigényének csokkentésével érhetd el.

A vas nanorészecskék szintézise altalaban kémiai redukcids Oton torténik, mivel az

115 Ezaltal a

eljaras gyors, egyszerii és nem igényel bonyolult vagy koltséges felszerelést
sikeres szintézismodszerek Kkiterjesztése konnyebben megoldhatd ipari méretekben is.
Az irodalmi attekintésben bemutatott hatranyai miatt a natrium-borohidridet redukaloszerként
alkalmazd moddszerekben sziikségessé valt egyéb, koltséghatékonyabb, kornyezetbarat,
helyettesitd redukaldszerek felkutatdsa és alkalmazasa.

A szakirodalom attekintése utdn, a natrium-ditionitot és a kiilonbozé ndvényi
Kivonatokat (kavé, tea, vadsz6l6) talaltuk a legmegfelelobb jelolteknek. Mindegyik
kivélasztott redukaloszer megfelelt a kovetkezd, elsore kissé ellentmondasos szempontoknak:
hatékonysag, gazdasagossag €s a tovabbi kornyezeti terhelés minimalizalasa.

A kovetkezOkben részletesen bemutatjuk, hogy a kiilonbdzé vas-prekurzorok és
redukalészerek felhasznalasaval, kezeletlen csapviz alkalmazasaval szobahdmérsékleten,
levegén eldallitott vas nanorészecskéket tartalmazd szuszpenziok (nanovas szuszpenziok)
milyen tulajdonsaggal rendelkeztek. Tovabba probaljuk megvalaszolni azt a kérdést, hogy a
vas nanorészecskék szintézise soran a natrium-ditionit és a kiilonb6zd novényi extraktumok
valos alternativai lehetnek-e a natrium-borohidridnek, illetve, hogy az eléallitott szuszpenziok
koziil melyek alkalmazhatok sikeresen klorozott szénhidrogénekkel szennyezett talajviz

in situ kornyezeti karmentesitésében.
5.1.1. Kémiai redukcioval eléallitott nulla vegyértékii vas nanorészecskék
jellemzése

Minden reakcié eredményeként a nulla vegyértékii elemi vasra jellemzd fényes, sotét
fekete szinli szuszpenzidkat kaptunk. A kapott nanorészecskéket a szintézist kdvetden

kiilonb6zé modszerekkel jellemeztiik, ezek eredményeit a kdvetkezOkben mutatjuk be.
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5.1.1.1. Transzmisszios elektronmikroszkopia — morfoldgia és méret

Az 5.1. 4dbra az Un. z06ld és félig-zold modszerekkel eldallitott vas nanorészecskék
egy-egy jellemz6 TEM felvételét mutatja. Mind a kilenc minta izotrop (irdny szerint egyenlo,
a tér mindharom irdnyaba hasonlé szimmetriaja térracsok) morfologiat mutatott. A TEM
képek alapjan 7 mintanal, a nZVIc|2D, a nZVIazB, a nZVIc|3D, a nZVlsB mintak esetében és
mindhidrom ndvényi kivonattal eldallitott vas minta esetében (nZVIK, nZVI“T és nZVIV), a
szintézis soran egységes méretii és kerckded, gombszerii nanorészecskék alakultak ki. A
nZVlcis® és nZVIs® minték részecskéi jellemzéen szogletesebbek voltak, éles sarkokkal és
haromszoghdz kozelitd alakkal rendelkeztek.

A nanorészecskék atlagos atmérdjének meghatarozasahoz az Imagel szoftvert

hasznaltuk*®

. Jol lathat6, hogy a ndvényi kivonatokkal késziilt vas nanorészecskék koziil
kettd, a kavé és a zold tea kivonattal redukalt vas nanorészecskék (a nZVIK és a nZVI?'
mintak) elektronmikroszkopos képe nagyon hasonlonak adodott. Megfigyeltiik, hogy a
nanorészecskék konnyen aggregatumokat képeztek mindkét esetben. Ezen nanorészecskék
TEM képek alapjan mért atlagos részecskemérete rendre 124,2+31,8 nm ¢s 119,6+£25,8 nm
volt. A tovdbbi hét nanovas minta mindegyikében 100 nm alatt volt a mért atlagos
részecskeméret — NZV1Y, nZViep®, nZVicr", nZVieis®, nZVies®, nzVis®, nzvis® - a
részecskék atlagos atmérdje rendre 47,5+£8.8; 23,5+4,1; 70,9+£7,0; 25,243,5; 25,74+4,3;
36,1+5,2 és 19,7+£2,2 nm volt. A TEM felvételek alapjan egyik mintaban sem figyeltiink meg
szennyezddést.

Fontos megjegyezniink, hogy mivel a szintézisek soran kezeletlen csapvizet
hasznaltunk, elméletben lehetséges, hogy az eldallitott nanorészecskék kétfémes (in. bimetal)
részecskék lesznek, melyek vasbol és egy redukalt, a kezeletlen csapvizben szennyezddésként
jelenlévé masodik fémbdl allnak. Azonban a magyarorszagi ivovizek megengedett fémion
tartalmanak hatarértéke szigortan korlatozott, koszonhetden a merev jogi szabalyozasnak —
201/2001 (X.25) szamU Kormanyrendelet az ivoviz mindségi kovetelményeirdl és az

1203.

ellendrzés rendjérd A helyhatdsagi, varosi vizmilivek folyamatos monitorozé

tevékenységének koszonhetden a csongradi régidban a viz kiilondsen jo mindséglinek szamit.
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5.1. abra. Az eléallitott vas nanorészecskék jellemzé TEM felvételei. Az els6 sorban a
névényi kivonatokkal eldallitott nZVI“" (A), nZV1¥(B), nZVIY (C) mintak; a masodik sorban
a natrium-borohidriddel eléallitott nZVlc,® (D), nZVlcis® (E), nZVIs® (F) minték; a harmadik
sorban a natrium-ditionittal eléallitott nZVlg," (G), nZVleis® (H), nZVIs® (1) minték lathatok.

A vartnak megfelelden, az energiadiszperziv rontgenspektroszkopias (EDS) méréseink
soran sem tudtunk azonositani a vason kiviil mas fémet az el6allitott mintainkban (az 5.2. abra
egy nulla vegyértékli vas nanorészecskére jellemz6 EDS rontgenspektrumot mutat), ami
szintén igazolja a csapvizben talalhatd fémes jellegli szennyezés alacsony koncentraciojat (az

altalunk hasznalt spektrométer 1 atom%-os kimutatasi hatarral rendelkezik).
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5.2. abra. Nulla vegyértékii vas nanorészecskére jellemzo energiadiszperziv
rontgenspektrum

Tehat bar feltételezhetjiikk, hogy a vas nanorészecskék szintézise soran kétfémes
részecskék is formdlodhatnak a kiinduldsi vasvegyiiletbdl és a kezeletlen csapviz fémes
szennyezddéseibdl, jelen munkank eredményei alapjan ezen bimetél részecskék mennyisége a
tiszta vas nanorészecskékhez képest annyira kicsi, hogy gyakorlati szempontbol barmilyen

hatasuk nyugodtan elhanyagolhato.

5.1.1.2. Rontgendiffraktometrias vizsgalatok — kristalyszerkezet

A nanorészecskék rontgen diffraktogramjan (5.3. abra) az elemi allapotu vasra
jellemzd reflexiok azonosithatoak 45° és 65° 20 szogeknél. A JCPDS kartyak alapjan
ezekhez a csucsokhoz a (110) és (200) Miller indexek tartoznak. Ezek a reflexiok a
natrium-borohidriddel redukalt vas mintak (nZVIazB, nZVIc|3B és nZVIsB mintak) esetében
hangsulyosabban jelennek meg. A megfigyelhetd egyeb, kevésbé intenziv reflexiok a
vas-oxid allapothoz tartoznak. A szakirodalom alapjan a vas nanorészecskéket a feliiletiikon
kialakult, vékony vas-oxid réteg veszi koriil igy mérési eredményeink alapjan elfogadhatjuk
azt, hogy mintaink a nulla vegyértékii vas nanorészecskék mellett részben vas-oxidokat is

tartalmazhatnak.
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5.3. abra. Az eléallitott vas nanorészecskék rontgendiffraktogramjai

A diffraktogramokat attekintve jol lathato, hogy a nZVIs® minta volt a legkevésbé
érzékeny az oxigeén jelenlétére, mig a harom z6ld moddszerrel eldallitott és a nZVle,p” minta

volt a legkevésbé tolerans az oxidacioval szemben (5.3. abra).

5.1.1.3. Redoxpotencial mérések — redukcios kapacitas

Korabbi tanulméanyok alapjan elmondhatd, hogy a nanovas szuszpenzidk reduktiv
dehalogenizacios képességének meghatdrozasdban a redoxpotencial érték egy jo indikator
lehet®™. A félig-zold és a zold modszerekkel eldallitott 5000 ppm koncentracidju nanovas
szuszpenziok redoxpotencial értékeinek valtozasat az eltelt id6 fliggvényében az 5.4. 4bra
szemlélteti. A redoxpotencial mérések eredményeit, atlag-szoras értékeit 5 fiiggetlen kisérlet

alapjan hataroztuk meg.
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5.4. abra. A kiilonb6z6 redukaloszerekkel eléallitott nanovas szuszpenziok
redoxpotencial értékeinek valtozasa az ido fiiggvényében

A kapott eredmények alapjan a novényi kivonatok segitségével eldallitott vas
nanorészecskék redoxpotencial értékei a -250 mV és a -100 mV kozotti intervallumba estek
kozvetleniil a szintézis utdn, majd a redukcids kapacitasuk az id6 muldsdval lineédrisan
csokkent. Megfigyeléseink alapjan a kiindulési redoxpotencial értékeket nem befolyasolta, ha
a szintézis idétartamat 24 ora helyett 36 vagy 48 orara noveltiik. A z6ld nanovas mintak koziil
a legnegativabb (-241 mV) és legpozitivabb (-125 mV) kiindulasi redoxpotencial értéket a
z0ld teaval, illetve a kavéval eldallitott vas nanorészecskék esetében mértiik. Meglepé modon,
a vadszololevél segitségével késziilt vas nanorészecske redukcios kapacitasa (-198 mV)
felilmilta az irodalomban dicsért kavékivonattal késziilt nanovas aktivitasat?®. Bar ez
egyrészt magyarazhaté ez elébbi magas antioxidans tartalméaval®®, masrészt lehetséges, hogy
olyan markaja kavét valasztottunk ki kisérleteinkhez, amely az atlagosndl kevesebb
antioxidans hatéassal rendelkez6 aktiv komponens tartalmazott.

A félig-z6ld eredetli nanovas szuszpenziok redoxpotencial értékei alacsonyabbak
voltak, tehat ezek a vas mintak jobb redukcids kapacitassal rendelkeztek, mint a teljesen zold
szintézismodszerrel eldallitott mintak, kivéve a gyengén teljesitd nZVIC|2D mintat. Ezek az
értékek ugyancsak novekedtek az id0 muldséval, tehdt a mintdk redukcids kapacitdsa

csdkkent. A legjobb kezdeti redoxpotencial értéket, azaz a legnagyobb reaktivitast, a nZVlcp"
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és nZVIc|3B mintdk esetében mértilkk, ami Osszhangban van az irodalomban fellelhetd
eredményekkel®®"?%®, Mésrészt viszont meg kell emliteniink azt is, hogy ezek a mintak voltak
azok, éppen a nagy reaktivitisuk miatt, amelyek az id6 mulasaval a leggyorsabb iitemben,
tehat a leghamarabb vesztették el a redukcids kapacitasukat. Figyelemreméltd, hogy az
nZVIs® minta kiegyensulyozott teljesitményt nyujtott a kisérlet soran, mivel a szintézis utan
kozvetleniil a harmadik legjobb kezdeti redoxpotencial értékkel rendelkezett és redukcios
kapacitasa is csupan linearisan csokkent.

Az 5.5. abra a redoxpotencial értékek valtozasat mutatja be abban az esetben, amikor
az nZVI mintdkat 1 ekvivalens mennyiségli, szennyezett teriiletr6l szarmazo6 illékony

klorozott szénhidrogént tartalmazo talajviz mintaval reagaltattuk.
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5.5. abra. A kiilonboz6 redukaldszerekkel eléallitott nanovas szuszpenziok
redoxpotencial értékeinek valtozasa 1 ekvivalens mennyiségii, szennyezett teriiletrél
szarmazo illékony klorozott szénhidrogént tartalmazo talajviz mintaval valo
reagaltatas soran

A gorbe , telitettsége” jelzi a reakcio tulajdonképpeni végpontjat. Mind a kilenc minta
esetében azt tapasztaltuk, hogy a redukcios kapacitas kezdetben nagyon gyorsan lecsokkent.
Ez a vaéltozds a vas nanorészecskék és az illékony klorozott szénhidrogének kozott
végbemend dehalogenizacios reakcid egyértelmi jeléiil szolgalt.

Mig a kavé és a z06ld tea kivonatokkal eldallitott nanovas mintak esetében tapasztalt

dehalogenizacios aktivitds megerdsiti a kordbban publikalt eredményeket, a vadsz616 kivonat

74



Eredmények ¢és értékelésiik

segitségével eldallitott vas nanorészecskék tulajdonsagairdl els6ként kozoltiink az
irodalomban adatokat®*.

Ahogyan az varhato volt, azok a vas mintak, amik nagyobb kezdeti redukcios
kapacitassal rendelkeztek, sokkal tovabb maradtak aktivak. Mig a nZVI® minta 3 6ra milva
teljesen elvesztette a redukcids kapacitasat, addig a nZVlicp®, nZVIgi® és nZVIs® minték
legaldbb 24 oran keresztiil aktivak maradtak. Erdekes megfigyelni, hogy pontosan ennél a
harom mintandl kaptuk a legkisebb méretli nanorészecskéket (lasd TEM analizis), ami
alatdmaszthatja megtartott redukcios aktivitasukat. Ugyanis minél kisebbek a részecskék,
anndl nagyobb a fajlagos feliiletiik, kdvetkezésképpen nagyobb aktiv feliilettel rendelkeznek
az illékony klorozott szénhidrogének lebontasara. Ugyanakkor a nagyobb reaktiv feliilet az
oldott oxigén 4altal indukalt oxidativ deaktivalas (passzivalas) lehetdségét is noveli. A mérések
alapjan ezt a lehetséges karos mellékhatast az emlitett hdrom minta esetén a nagyon kis
méretli nanorészecskék nagy szama és igen erds aktivitasa kétségteleniil ellensulyozza.

Osszegezve, a fentiek alapjan megallapithato, hogy a ndvényi kivonatokkal eldallitott
vas szuszpenziok alkalmazasa kornyezeti karmentesitésben nem, vagy csak nagyobb
kompromisszumok mellett javasolt. Mivel a kavé és tea kivonattal késziilt vas nanorészecskék
nagyobb részecskemérettel rendelkeztek, szintézis utdn konnyen aggregalddtak,
redukaloképességiik gyorsan lecsokkent. Habar a vadsz6lé kivonat alkalmazasaval
megfeleldbb méretli vas nanorészecskéket sikertilt elallitanunk, ez a minta is hamar, 3 6ra
elteltével elvesztette redukcios kapacitasat. fgy a tovabbiakban csak a félig-zold médszerrel

eldallitott vas nanorészecskek lehetséges remediacios alkalmazasanak vizsgalatat folytattuk.

5.1.14. Hidrogéngaz fejlodés vizsgalat — hatékonysag

A félig-zold modszerrel eldallitott vas szuszpenziok hatékonysagat kénsavas
reagaltatassal vizsgaltuk. A koncentralt kénsav és a félig-zold iton eldallitott nanovas mintak
reakcidja kozben felszabaduld hidrogén mennyiségét oxigén jelenlétében, csapvizben és
oxigénmentes, inert kornyezetben (a szuszpenziok eldallitasa és vizsgalata nitrogéngaz
bevezetése mellett tortént) is megfigyeltiik.

A kapott eredményekbdl Gn. nZVI hatékonysagi szazalékot szamoltunk, ahol a
100%-o0s hatékonysagnak azt vettilk, amikor a rendszerben jelenlévd Osszes vas
(sztochiometriailag) elreagal a kénsavval, vagyis az 0sszes vas Fe? allapotiinak tekinthetd. A

kapott eredményeket az 5.6. abra foglalja 6ssze.
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Jol lathato, hogy a mért eredmények 6sszhangban vannak a redoxpotencial méréseknél
kapott eredményekkel, a legjobb hatékonysdgot mindkét méréssorozatban a

natrium-borohidriddel redukalt vas mintak (nZVlcp®, a nZVleis® és nZVIs® mintak) mutattak.
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5.6. abra. A Kkiilonb6z6 redukaloszerrel eloallitott nanovas szuszpenziok hatékonysaga.
A hatékonysag a nanovas szuszpenziok koncentralt kénsavval val6 reagaltatdsa soran fejlodo
hidrogéngaz mennyiségébol szamolt érték. A piros korok (e) az oxigén jelenlétében,
csapvizben; a fekete négyzetek (m) az oxigénmentes, inert kornyezetben kapott értékek.

Erdemes megjegyezni, hogy a rontgendiffrakciés mérések eredményeivel
egybevagoan, ennél a kisérletsorozatnal is a nZVIc|2D minta volt a legkevésbé tolerans az
oxigén jelenlétére (A=28,7%). Mig a legrobosztusabbnak a nZVIs® minta bizonyult, mivel az

oxigénmentes €s a terepi korlilmények kozott mért hatékonysagok itt tértek el a legkisebb

mértékben egymastol (A=17,8%).

5.1.15. Illékony klorozott szénhidrogének bontasanak vizsgalata

laboratériumi koriilmények kozott

Mind a hat félig-zold kémiai modszerrel eldallitott nanovas szuszpenzid degradacios
hatékonysagat vizsgaltuk egy illékony klorozott szénhidrogénnel szennyezett teriiletrdl
szarmazo6 talajviz mintaban.

A kornyezetvédelmi karmentesitési gyakorlatban bevett szokas, hogy az esetleges

redukcidés kapacitas csokkenés kompenzalasa végett a redukaldszereket feleslegben
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alkalmazzdk a remedidcidé soran. A redukcids kapacitds csokkenése oxidativ kornyezetben
bekdvetkezhet, példaul az egyéb, nem-dehalogenacios reakeidk lejatszodasa miatt™,

Meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a szuszpenzidk feleslegben vald adagolésa,
illékony klérozott szénhidrogén lebontd hatasat. Ezért a nanovas szuszpenzidkat mind a hat
félig-zold szintézismodszerrel 2500, 5000 és 10000 ppm koncentracidban is elkészitettiik, €s
az eckvimolaris mennyiségli adagolas mellett, kétszeres ¢és haromszoros felesleg
alkalmazasaval is végeztliink méréseket.

A szennyezett talajvizhez adagolva a kiilonbozd szuszpenzidkat, 6 ora elteltével, a
talajvizben talalhato illékony klorozott szénhidrogénre nézve mért redukcios hatékonysagok
adatait az 5.7. abra mutatja. A lebonto hatast hatékonysaggal fejeztiik ki, amely fogalom alatt
a talajviz mintaban talalhato illékony klorozott szénhidrogének valamilyen mérték{i nanovas

altali lebontasat értjiilk. A lebontdsi hatékonysag szazalékos értékét a kovetkezOképpen

e

crer

hatasfok igy azt jelenti, amikor a vizb6l az Gsszes illékony klorozott szénhidrogént sikeresen
eltavolitjuk.

Az 5.8. abra mutatja a szennyezett talajviz illékony klérozott szénhidrogén
Osszetételének altalunk megfigyelt jellemzd valtozésat a kiilonbozd vasrészecskékkel valod
mutatja. Mindegyik vas adagolasdnal hasonlo tendenciaj, kissé eltérd meértékii bontast
figyeltiink meg (5.7. abra). Jol lathatd, hogy a f6 szennyezdk (TCE, ¢cDCE) mennyisége
jelentdsen lecsokkent (~60%), €és az egyéb toxikus koztitermékek sem halmozodtak fel.

A hatékonysagi vizsgalat adatai alapjan a kovetkez6 megfigyeléseket tehetjiik:

1) Az alkalmazott nanovas mennyiségének novelése kedvezd hatassal van az
illékony klorozott szénhidrogén eltavolitadsara: az oldat koncentraciojatol és az
alkalmazott szintézistdl fiiggetleniil a nanovas haromszoros feleslegben
adagolasa megkdozelitéleg megduplazta a dehalogenizéacids potencialt.

2) Az eldéllitas modja ugyancsak jelentdsen befolydsolja a mintak teljesitményét:
ugyanolyan koriilmények kozott, mindhdrom koncentraci6 esetén, a
leghatékonyabbnak nevezhetd nZVIc|3B minta csaknem haromszorosan
feliilmalta a leggyengébben teljesité nZVIc,” mintat.

3) Eredményeink aldtdmasztjdk az irodalomban kozolt eredményeket, melyek

szerint a natrium-borohidrid segitségével eldallitott vas mintak nagyobb
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4)

hatékonysagot mutatnak a szennyezdk lebontasa soran, mint a nartium-ditionittal
redukalt vas mintak™®.

Emellett minden 0Osszetételnél megfigyelhetd, hogy az 5000 ppm-es
magyarazhatd, hogy mig alacsonyabb vas koncentracio (2500 ppm) mellett a vas
nanorészecskéket felhasznald mellékreakciok kapnak viszonylag fontosabb
szerepet (a kevesebb vas nanorészecske aranyosan nagyobb része passzivalodik),
addig magas vas koncentracié (10000 ppm) esetén megnd a részecskék
Mivel mindkét folyamat a redukcids kapacitas csokkenéséhez jarul hozza, ezért

javasolt a koztes, az 5000 ppm-es koncentraci6 alkalmazésa.
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5.7. abra. A Kkiilonboz6 redukaloszerekkel eléallitott nanovas szuszpenziéok
redukaloképessége. A nanovas szuszpenzidkat 2500 ppm (A), 5000 ppm (B) és
10000 ppm (C) koncentracioban reagaltattuk illékony klorozott szénhidrogénnel

szennyezett talajvizzel.
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5.8. abra. A Kkezelt talajviz illékony klorozott szénhidrogén dsszetételének valtozasa a
nanovas adagolas (5000 ppm nZVIs® ) hatasara. Az 4dbran szerepld szennyezanyagok:
tetrakloretilén (PCE), trikloretilén (TCE), cisz- €s transz dikloretilén (c- és tDCE),
vinil-klorid (VC), triklérmetan (TCM) és 1,1,2-trikloretan (1,1,2 TCA).

5.1.1.6. Vas nanorészecskék alakjat befolyasolé védomolekula adagolasa

A félig-zold szintézis soran a mintakhoz a redukaldszer mellett polivinil-pirrolidont
(PVP) adagoltunk inert atmoszféraban, a szintézis tobbi paraméterét nem valtoztatva, hogy

crey

jol ismert, hogy a PVP mint véddmolekula befolyasolja a szilard kristaly kiilonb6zd lapjainak
novekedési sebességét, anizotrop kristdlynovekedést eredményezvem.

A vizsgalt négy minta (nZVIs®, nZVleis®, nZVicis® és nZVIs®) esetében, a 0,3%-0s
adagolds soran alakszelektivitast figyeltiink meg, hasonléan Choi és munkatarsai altal

leirtakhoz'®’

. Habar a TEM felvételek alapjan a szalas szerkezet kialakulasa csak a nZVigs"
minta esetében volt dominans, a nNZVIs® és nZVIg;s® mintdknal is megfigyelhetéek anizotrop
nanoszalak a nanorészecskék mellett (5.9. abra). A kapott nanoszerkezetek jellemzoéit az 5.1,
tablazat foglalja 6ssze. Jol lathatd, hogy a kiilonbozd alaki nanoszerkezetek hatékonysaga
hasonlé volt a PVP adagolas nélkiili mintdk hatékonysagahoz (5.7. 4bra). Kisebb mértékii
hatékonysag csokkenés volt tapasztalhato a nZVIcs® és nZVIs® mintak esetében, ami

valoszintlileg a kialakult nanoszerkezetek eltérd fajlagos feliiletével magyarézhatélle, de ezt
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kiilén nem vizsgaltuk. Valosziniisithetéen a reakcié idejének névelésével a nZVIs® mintaban
is megfigyelhetéek lettek volna az anizotrép nanoszerkezetek'®’. Habar a PVP segitségével
befolyasolhat6 a kialakuld nanokristdlyok alakja, a folyamatban betdltott pontos szerepe €s

maga a folyamat mechanizmusa csak hianyosan ismert®*,

e o il o e

5.9. abra. A PVP adagolas hatasara kialakult nanoszerkezetek TEM felvételei:
nZVIs® (A), nZVlgis® (B), nZVIcis® (C) és nZVIs® (D)

5.1. tablazat A PVP adagolas hatasara kialakult nanoszerkezetek jellemz6i

Nanorészecske  Nanoszal Nanoszal  Hatékonysag
atméro (nm) hossz (nm)  atméré (nm) (%)
nZVig° 431+177 649+238 9,0+3,3 70,9 +2.2
nZVicis® - 105,9 £ 36,0 2,5+2,6 83,0+2,5
nZVics® 29,6 +10,1  749+325 1,3+15 96,0 £3,1
nZVis® 48.1+13.2 - - 93,1 +27
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5.1.1.7. A Kkivalasztott minta terepi tesztelése

A mai napig szamos publikdcioban szamoltak be a szennyezett talajvizek
helyreallitdsaban sikeresen alkalmazhat6 nulla vegyértékii vas nanorészecskék szintézisérol és
jellemzé tulajdonsagair6l**2. Ugyanakkor jelenleg csak csekély szamban érhetéek el a vas
nanorészecskék terepi méretii felhasznalasarol szol6 beszamolok?3 4.

A mintank terepi tesztelése egy nagyméretii remediacios projekt keretén beliil valosult
meg 2014-2015-ben az Alfold délkeleti részén. A terepi tesztekhez a félig-zold modszerrel
eléallitott nZVIsD mintat valasztottuk a kovetkez6 okok miatt:

1. jelentdsen jobb redoxpotencidl értékkel rendelkezett, mint béarmelyik novényi
kivonattal eléallitott nanovas szuszpenzio;
2. laboratériumi tesztjeink sordn az illékony klorozott szénhidrogének lebontasaba

kiegyensulyozott teljesitményt nyujtott mind a redoxpotencidlon alapuld, mind a

gazkromatografias mérések alapjan;

3. koltséghatékonysdga mellett nem szennyezi mérgezd borvegyiiletekkel a kdrnyezetet.

A szennyezett teriileten az injektaldshoz és a talajviz monitorozasahoz sziikséges kutakat
racsszerien helyezték el. A mintakat szilikon csdveken keresztiil vették és a teljesen
megtoltott  livegedényeket sotétben, 4 °C-on taroltak a vizsgalatok elvégzéséig. A
mintavételek tervezetten csapadékmentes iddszakban torténtek: a talajviz felszini forrasbol
torténd (hd vagy esd) esetleges higitasanak elkeriilésére a mintdkat legalabb 2 szaraz,
csapadékmentes nap utan vették. Az 5.2. tablazat tartalmazza az injektalasi és mintavételi

napok 1ddjarasi viszonyait.

5.2. tablazat. Idéjarasi viszonyok az injektalasi és mintavételi napok

Levego . . . . . .

. j s Csapadék Paratartalom Légnyomas Szélsebesség
Datum homgée)klete (mm) (RH%) (hPa) (km‘h—l)
2014.09.17. 16 0 88 1020 0
2014.09.19.
(injektal4s) 21 0 41 1021 1,8
2014.10.27. 4 0 95 1033 3,6
2014.11.24. 8 0 44 1028 3,6
2014.11.26.
(injektal4s) 1 0 99 1026 7,2
2014.12.03. 8 0 93 1021 9,3
2014.12.19. 8 0 81 1019 20,4
2015.01.21. 6 0,1 100 1015 3,7
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A kezelt teriilet talajrétegei a kovetkezoképpen néznek ki: a legfelsd vékony réteg a
10-15 cm vastag termotalaj. Ezt az agyagos réteg koveti -3 méterig, majd -5 méterig a
homokos-foldes-agyag réteg talalhato. Ezutan -5 és -12 méter kozott valtakozva homokos-
foldes-agyag ¢€s iszapos agyag rétegek vannak, majd -12 és -25 méter kozott egy agyag réteg
kovetkezik. -22 méternél egy 0,5 méter vastag homokos-agyagos réteg van az agyagrétegbe
agyazva. A talajviz szintje -5 méternél volt a beavatkozas teriiletén. A vizsgalt teriileten a
porusnyomas-gradiens értéke 40 kPa-m™ volt, azonban -12 méternél a vart 480 kPa helyett
egy joval alacsonyabb, 100-180 kPa poérusnyomadst lehetett mérni, ami megkonnyitette az
injektalast ebben a mélységben.

A teriileten azonositott legfdbb szennyezdk az illékony klorozott szénhidrogének
voltak: perkloretilén (PCE), trikloretilén (TCE), dikléretilén (DCE, cisz- és transz egyiittesen)

crer

mérték, majd 2014. 09. 19-én tortént az elsé injektalas. Az els6 injektalas alkalmaval tobb,
mint 500 dm?® 5000 ppm koncentracioji nZVIs® szuszpenzidt juttattak a talajba -12 méternél.
Ezutdn megkezdddott a monitorozas fazisa. A monitoring kutak az injektalé ponttol 5 méter
tavolsagra helyezkednek el. A mésodik injektalds teljesen hasonld kornyezeti és miiszaki
paraméterek mellett tortént 2014. 11. 26-an. A talajviz monitorozasa 2015 januarjaban

fejez6dott be. Az 5.10. abra mutatja a legfébb illékony klorozott szennyezdk

crer

—+-2014.09.17.
-#-2014.10.27.
-2014.11.24.
—--2014.12.03.
—+-2014.12.19.
2015.01.21.

TCE

PCE

5.10. Abra. A megvalésult terepi teszt eredménye: Az 5000 ppm koncentraciéji nZVIs®
szuszpenzioval kezelt illékony klorozott szénhidrogénekkel szennyezett teriileten a

e rer

monitoring kitban. A pirossal jelolt pontok az injektalasok datumait jelolik.
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Jol lathat6, hogy sem a PCE, sem a TCE nem volt kimutathat6 az utolsé mintavétel
soran a talajvizmintakban, valamint a DCE ¢és VC mennyisége is 15 ug/L ala csokkent. Az
eredmények alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a félig-zold szintézis soran eldallitott nZVIs®
minta terepi tesztelése sikeres volt, alkalmazasa egy kornyezetkimélobb, koltséghatékonyabb

alternativat jelenthet a kornyezeti karmentesitésben.

Osszegezve, sikeresen allitottunk eld szobahdmérsékleten, kornyezeti koriilmények
mellett kiilonb6z0 vas nanorészecskéket erdforras-igényes deoxigenalt oldoszerek helyett
csapviz hasznalatdval. Meghataroztuk az eldallitott vas nanorészecskék atlagos
szemcseméretét, kristalyszerkezetét €s redukcids kapacitasat. Habar a félig-zold tton
eléallitott vas nanorészecskék kisebb atlagos atmérével és nagyobb redukcids potenciallal
rendelkeztek, mint a teljesen z0ld szintézissel késziilt mintdk, az utdbbiak is elfogadhatod
teljesitményt nyujtottak kisérleteink soran.

Ezenkivill a szakirodalomban els6ként irtunk a wvas nanorészecskék sikeres
szintézisérél vadsz6lolevél (Parthenocissus quinquefolia, Virginia creeper) Kkivonat
felhasznalasaval®®.

Emelett kimutattuk, hogy mivel a natrium-borohidrid sokkal dragabb és toxikusabb
vegyszer, mint a natrium-ditionit, ezenfeliil a bel6le szarmazé szintén toxikus borvegyiiletek
esetleges kornyezetbe kikeriilése tovabbi kdrnyezetvédelmi problémat okoz, eredményeink
alapjan a kornyezeti remediacidban egy fenntarthat6, hatékony, gazdasidgos alternativ
megoldas lehet a vasszulfatbol natrium-ditionittal redukalt vas nanorészecskék (nZVIsP)
alkalmazésa. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok és terepi tesztek sziikségesek — ugy, mint a vas
nanorészecskék talajban €16 szervezetekre gyakorolt hatdsanak felmérése — a vas
nanorészecskékkel torténd remediaciés beavatkozas pontos tervezéséhez, megértéséhez,
hosszi tavu hatdsainak felbecsléséhez ¢€s egyéb szennyezett teriileteken vald sikeres

alkalmazasahoz.
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5.2. Mikrokozmosz vizsgalatok: Nulla vegyértékii vas nanorészecskék
hatasa a klorozott alifas szénhidrogének degradaciojara és a

deklorinacioban résztvevo szervezetekre

Mint mar bemutattuk, a klorozott alifds szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek a
korabbi katonai, mezdgazdasagi és ipari tevékenység hatdsara, szamos helyen taldlhatoak
hazankban és az EU orszégaiban4’6‘11. Ezeken a teriileteken a legtobb esetben a talajvizek és a
rétegvizek is szennyezettek, ami kozvetleniil fenyegeti az ivévizbazisokat, igy hatékony
karmentesitésiik kiemelt fontossagu.

Az eldz6 5.1. fejezet eredményei alapjan lattuk, hogy a vas nanorészecskék illékony
klérozott szénhidrogének kornyezeti karmentesitésben sikeresen alkalmazhatoak. Ugyanakkor
kimutattuk, hogy a szintézis soran alkalmazott kiinduldsi vas-sok, redukaldszerek és egyéb
aktivitasat (hatékonysagat). Ezek utan felmeriil a kérdés, hogy vajon az eltérd tulajdonsaggal
rendelkezd nanovasak a remediacidos kezelés soran hogyan befolydsoljak a biologiai
rendszereket, mas-e a részecskék bioldgiai aktivitdsa is. A beavatkozés tervezésénél nagyon
fontos, hogy figyelembe vegylik a remediacid kdzben és utdn a szennyezett teriileten kialakult
mikroflora allapotat, ami a késObbiekben meghatarozhatja a megtisztitott kozeg
hasznosithatosagat.

Munkank mésodik részében a nanovasas beavatkozas hatékonysadganak meghatdrozasa
mellett fel akartuk térképezni, hogy komplex ©kologiai rendszerben a kiilonb6z6 tipust
nanovasak milyen hatassal vannak a klorozott alifas szénhidrogénnel szennyezett, nehezen
hozzaférhetd foldtani kozegek anaerob mikroflordjara, kivaltképp a deklorinicidban résztvevo
baktériumokra.

A kornyezeti karmentesitésnél a szennyezdanyagok sorsat, a degradaciot, a
mikrobidlis kozOsség szerkezetének valtozasait, és a beavatkozas egyéb kovetkezményeit
vizsgalhatjuk mikrokozmosz modellkisérletekben, amelyek a természetes kornyezet
mesterségesen korlatozott részhalmazai, a természetes Okoszisztéma biolégiai modelljei®.
Segitségiikkel pontosabban tervezhetévé valik a viznél nagyobb slirliségli, nehezen
hozzaférhet6, felszin alatti, klorozott alifas szénhidrogének in situ kezelése.

Kisérleteink soran, a 4.3.12 fejezetben ismertetett modon Gsszeallitott mikrokozmosz
rendszerekben anaerob koriilmények kozott vizsgaltuk négy kiilonbozoé tulajdonsagu,

félig-z6ld modszerrel eldallitott nulla vegyértékli vas nanorészecske (nZVIsD, nZVIC|3D,
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crer

mikroflorara, kiilonos tekintettel a deklorinacidban résztvevd baktériumokra.

Az eldallitott nulla vegyértékii vas nanorészecskék koziil tigy valasztottunk ki négyet,
hogy a szintézis soran alkalmazott kiilonb6z6 redukaldszerek anaerob mikroflorara gyakorolt
esetleges hatdsat meg tudjuk vizsgalni. A mintdk koziil kettdé natrium-ditionit, masik kettd
pedig natrium-borohidrid felhasznalasaval késziilt ugyanazon két kiindulasi vas-so
(vas(ll)-szulfat és vas(Ill)-klorid) alkalmazasaval, mindegyik minta tartalmazott tovabba
0,3%-nyi PVP-t is. Habar a szintézis soran adagolt PVP meghataroz6 befolyassal volt a

cres

biologiai rendszerek mikrobialis Osszetételére gyakorolt hatasa ilyen koncentracioban

218, Mindegyik minta eltéré morfoldgiaval és reaktivitassal rendelkezett (5.9.

elhanyagolhato
abra, 5.1. tablazat). A batch kisérletekben a vas nanorészecskéket minden esetben 0,1 g/L-es
koncentracioban alkalmaztuk, ami joval alacsonyabb koncentracio, mint az el6z0 fejezetben
bemutatott vizsgalatok sordn alkalmazott koncentraciok. Alapos megfontolds utan azért
valasztottuk ezt a sokkal kisebb koncentracidt, mert habar a kdrnyezeti remedidcidban a
nanovasat tizszer nagyobb (1 g/L ¢és felette) koncentracioban alkalmazzak, szamos
publikaciéban szamoltak be baktériumok novekedésének gatlasarol a vas részecskék
0,1-0,25 g/L-es koncentracioban torténd alkalmazasa mellett® %%,

A kiilonbozd vas nanorészecskék adagoldsanak hatasat mikrokozmosz rendszerekben
tanulmanyoztuk. DNS alapu mérésekkel kovettiik a reduktiv deklorindcioban résztvevod
baktériumok jelenlétét, mennyiségét, ezen feliil pedig elemeztik a mikroba kozdsség
Osszetételét, illetve valtozasat a kiillonb6z0 nanovas adagolas hatasara. Az illékony klorozott
szénhidrogének 0Osszetételének valtozasat gazkromatografids mérésekkel vizsgaltuk. A

mikrokozmoszokbol a kiindulasi, a 4., a 10., és a 20. napon vettiink mintakat.

5.2.1. Kiilonb6z6 nulla vegyértékii vas nanorészecskék hatiasa a mikrobialis

osszetételre

5.2.1.1. Anaerob heterotrof é16 sejtszam

Anaerob heterotrof lemez értékeléssel (R2A agar, 25 °C, 48 o6ra inkubacio, anaerob
kornyezet) meghataroztuk a tenyészthetd heterotrof sejtek szamat. Az 5.11. abra mutatja a
baktériumok szaporodasanak dinamikdjat. A vartnak megfeleléen a biotikus kontroll
mintdban a sejtszam kozel allandd volt (Un. stacioner szakasz). A vas nanorészecskék

adagoldsanak (az &bran nyillal jelolve) hatasara kezdetben mindegyik mikrokozmoszban
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lecsokkent az ¢€l6, tenyészhetd sejtek szama, majd ezt kovetden sejtszdm ndvekedést

figyeltiink meg.

107-; .+ Biotikus kontroll.

—e—nzvig

—a—n2ZVIg,,

B
nzvig

-

El6 sejtszam (CFU/mL)

10 ] <:. nzTn hozzléadéslénak ildﬁponltja
0 5 10 15 20
Idé (nap)

5.11. abra. Az anaerob tenyésztheto sejtek szamanak valtozasa 0,1 g/L-es
koncentracioban adagolt kiillonb6z6 tipusu nanovas hatasara.
A nyil a nanovas adagolas idOpontjat jeldli.

A natrium-borohidriddel redukalt vas mintak esetében a baktériumok hamarabb
elérték a stacioner szakaszt, az ¢él0 csiraszam a 10. naptdl kezdve allanddsult a kontroll
mintahoz képest egy alacsonyabb értéken. Ezzel szemben a natrium-ditionittal redukalt
nanovasas kezelés hatasara a kezdeti sejtszam csokkenés utan sejtszam novekedést figyeltiink
meg, amely a 20. nap koriil mar elérte a kontroll minta sejtszamanak értékét.

Megallapithatjuk tehat, hogy a nanovasas kezelés kezdetben drasztikus sejtszdm
csokkenést eredményez, majd az 1 kornyezethez alkalmazkodas (adaptalodas) utan mindkét
tipustl nanovas adagoldsa esetén megindul a tiléld baktériumok sejtszdmanak novekedése —
bar a natrium-borohidrides mintdknal kisebb mértékben —, ami egy idé utdn bedll egy
konstans értékre.

Megjegyzendd, hogy ez a mddszer nem alkalmazhat6 a nem tenyészthetd baktériumok
kimutatasara, igy a Dbiodegradacioban résztvevé Dehalococcoides, metanogén vagy
szulfatredukald baktériumok szdméanak meghatarozasara, ezért ezen kozosségek aranyanak
valtozasat génspecifikus kvantitativ PCR-rel kovettilk nyomon (lasd késébb 5.2.1.4. fejezet) a

kisérlet soran.
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5.2.1.2. Biomassza mennyiség

A DNS koncentracid informéciot ad a mikrokozmoszban 1évé Osszes biomassza
mennyiségérdl, igy a tenyészthetd és nem tenyésztheté baktériumok mennyiségérél is. Az
5.12. 4dbra mutatja a kiilonb6z6 tipusi nanovas adagolads mellett megfigyelt 6sszes DNS

koncentracid valtozasokat a mikrokozmosz rendszerekben.

80 -
= ] —v— Biotikus kontroll
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o) . D
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\o 7
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7] S
8 1 nZVICI3
- 401
5 ] B
& 30—_ s A—nZVl,
2 204 3 r ///ﬁ nZVIg
@ 101
o 0 T T T T T T T

0 5 10 15 20

Inkubaciés id6 (nap)

erer

tipusut nanovas adagolas hatasara

Az adagolds nélkiili biotikus kontroll esetében az id6 eldrehaladtaval a vartnak
megfelelden, nem tapasztaltunk valtozast a kiindulasi DNS koncentraciohoz képest illetve a
tenyészthetd baktériumok szdmaban.

Az elsé mintavételnél, tehat 4 nappal a nulla vegyértékli vas nanorészecskék adagolasa
utan, mikrobialis biomassza csokkenést figyeltiink meg mindegyik kezelt minta esetében. Ez a
csOkkenés valosziniileg a vas nanorészecskék toxikus hatasanak koszonhetd, ahogy azt mar
kordbban masok is bemutattak®. A 10. mintavételi naptél a biomassza mennyiségének a
novekedése volt jellemzd mind a négy kezelt mintdban. A 20. mintavételi napon pedig jol
lathatd, hogy mindegyik kezelt minta talndtte a biotikus kontrollt. Erdekes médon a
natrium-ditionittal redukalt vas nanorészecskék alkalmazéisa esetében figyeltik meg a
legnagyobb DNS koncentracié novekedést, a natrium-borohidriddel redukalt vas részecskék
adagolasa kisebb mértékli biomassza novekedést eredményezett. Xiu és munkatarsai hasonld

tendenciat figyeltek meg a kisérleteik sordn: a nanovas adagolas kezdetben gatolta a
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baktériumok novekedését, de a kezdeti toxikus hatas utdn a kornyezethez adaptalodott

mikrofléra alakult ki, majd névekedésnek indult™,

5.2.1.3. Eubaktérium osszetétel (DGGE vizsgalatok)

A DGGE modszerrel nyomon kdvethetd a bakterialis kozosség diverzitas véltozasa a
kiilonboz6é adalékanyagok hatdsara. A nested PCR soran a 16S rDNS (16S riboszomalis
vizsgalattal arrdl probaltunk informéciot kapni, hogy milyen a nem kezelt, kontroll
mikrokozmosz kdzosség komplexitasa, valamint arrdl, hogy ez miként méodosult a kiilonboz6
vas nanorészecskés kezelés hatasara. A 20. napi, 40-60%-0s denaturalo koncentracioji DGGE
geélrdl késziilt felvételen (5.13. abra) lathatd, hogy a megfigyelt csikok (band-ek) szdma
nagyon hasonlé volt mindegyik savban (line). Kis eltéréseket figyeltiink meg a csikok
intenzitasaban a vas nanorészecskék szintézise soran alkalmazott redukaldszer fliggvényében,
tehat a kezelés utdn kis mértékben megvaltozott a bakteridlis kozosség diverzitdsa. A
natrium-borohidriddel redukalt vas nanorészecskék (nZVIC|3B és nZVISB) adagolasa esetén a
mintdk DGGE profiljan lathaté csikok intenzitasa és szama hasonld eloszlast mutatott a
kontroll mintaban megfigyeltekével. A natrium-ditionittal eldallitott vas nanorészecskékkel
torténd kezelés hatdsara tobb csik kierdsodését észleletik, amibdl néhény eddig

alulreprezentalt torzs eldtérbe keriilésére kovetkeztethetiink.

75 80 85 90 95 100

{ I IS (S SR (S|

nZVIS

nZVIg,,
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nZVI2,,

nZVI3

5.13. abra. A biotikus kontroll és a killonb6z6 nanovassal kezelt rendszerek DGGE
elemzésének eredménye a 20. napon
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5.2.14. A biodegradacioban részt vevo baktériumok relativ mennyiségének

valtozasa

Ahogy azt 5.2.1.2 fejezetben bemutattuk, a kisérlet soran a mintak &sszes baktérium
mennyisége kezdetben csokkent, majd nétt a kezelés hatasara fiiggetleniil attol, hogy melyik
nanovasat alkalmaztuk.

A biodegradacioban fontos szerepet jatszo Dehalococcoides torzsek, szulfatredukald
¢s metanogén baktériumok relativ mennyiségének valtozasat is szerettiik volna vizsgalni a
kiilonboz6 vas nanorészecskék adagolasanak hatasara. A valtozas meghatarozasa kvantitativ
PCR (qPCR) segitségével tortént, az egyes génekre meghatarozott értékeket a teljes
eubaktérium mennyiséghez viszonyitottuk. A specifikus PCR reakciok soran vizsgaltuk a dhc,
VCrA, tceA, dsrA, apsA és mcrA gének mennyiségének alakulasat a mikrokozmosz
rendszerekben. Az eredményeket az 5.3. tablazat foglalja Gssze.

Jol lathato, hogy a kiilonb6z6 baktérium nemzetségeket és enzimeket kddold gének
relativ mennyiségének valtozasa erdsen fligg a vas nanorészecskék szintézise soran
alkalmazott redukaloszert6l. Kivétel ez alol a Dehalococcoides torzsek aranyanak valtozasa.
Ebben az esetben azt tapasztaltuk, hogy fliggetleniil attol, hogy melyik vas nanorészecskét
adagoltuk, a Dehalococcoides torzsek relativ aranya csokkent. Tehat a Dehalococcoides
torzsek mennyiségének relativ valtozasa fliggetlen volt a vas nanorészecskék eldallitasi
koriilményeitdl, azaz a szintézis soran felhasznalt kiindulasi vas-soktol és redukaloszerektol.
Azonban a reduktiv dehalogenaz génnel (tceA és vcrA) rendelkezé Dehalococcoides torzsek
mennyisége nem csokkent olyan mértékben, mint a teljes Dehalococcoides populacio, tehat
mindegyik tipusi vas nanorészecske kevésbé gatolta azokat a Dehalococcoides torzseket,
amik a reduktiv deklorinacioért feleldsek. A kezdeti toxikus hatds utan kialakult atrendezddés
utdn, a 20. napon megfigyelheté volt, hogy a reduktiv dehalogenaz géneket tartalmazo
Dehalococcoides torzsek mennyisége visszaallt a biotikus kontroll aranyainak megfeleléen.

A szulfatredukaldo baktériumok mennyiségének valtozasat a disszimilatorikus
szulfit-reduktaz (dsrA) és adenozin-foszfoszulfat-reduktaz (apsA) gének, mint filogenetikai
markerek alkalmazasaval vizsgaltuk. A natrium-borohidriddel eldallitott nanovassal torténd
kismértékli valtozas (kisebb novekedés, majd csokkenés) tortént. Ugyanakkor a
natrium-ditionittal redukalt vas nanorészecskék alkalmazasa a szulfatredukald baktériumok
szamanak novekedését eredményezte, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a vas

nanorészecskek segitik a szulfatredukalok €letben maradéasat és novekedését.
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mind a négy nanovas alkalmazasanal csokkenést figyeltink meg a 20. nap végére, a
csokkenés mértéke kissé nagyobb volt a natrium-ditionitos mintdk esetében. Megjegyzendo,
hogy a nZVIs® mintanal kezdetben nagymértékli novekedést, majd hirtelen lecsokkenést
figyeltlink meg. Mivel a kisérletek soran a nanovasak hozzdadasat kovetéen nem tortént
szubsztrat adagolds, igy a metanogén baktériumok csokkenését a szubsztrat elfogydsa is

okozhatta.

5.3. tablazat. A biodegradaciéban résztvevé mikroorganizmusok és a reduktiv
dehalogenaz gének relativ aranyanak valtozasa a kiilonb6z6 nanovas adagolas hatasara

Inkubacios Biotikus

D D B B
id(’i(nap) kontroll nZVls NnZVlcz~ nZVlgis nZVls

Dehalococcoides 16S gén 4 8.1 51 4,0 7.0 83
%-o0s aranya az

eubaktérium 16S gén 10 7,3 2,3 2,4 48 5,8
mennyiséghez

(dhc gén/eubaktérium) 20 6.9 2,0 2,0 3.2 50
vinil-klorid reduktaz gén 4 21,0 8,0 55 23,0 29,0
%-0s aradnya az

eubaktérium 16S gén 10 20,2 15,3 12,6 141 19,7
mennyiséghez

(VCrA gén/eubaktérium) 20 18,9 12,5 13,3 12,6 18,4
trikloretilén reduktaz gén 4 12,8 6,7 5,7 16,0 17,0
%-os ardnya az

eubaktérium 16S gén 10 12,7 11,9 11,0 15,6 19,0
mennyiséghez

(tceA gén/eubaktérium) 20 12,6 11,8 11,8 15,7 16,4
disszmilatorikus szulfit- 4 4,8 11,2 17,2 4,6 5,1
reduktdz gén %-os ardnya

az eubaktérium 16S gén 10 49 26,9 26,5 1,3 8,9
mennyiséghez

(dsrA gén/eubaktérium) 20 47 10,0 12,8 1,2 15
adenozin-foszfoszulfat- 4 45 19,3 355 9,3 9,9
reduktdz gén%-os ardnya

az eubaktérium 16S gén 10 51 36,0 40,9 7,2 13,5
mennyiséghez

(apsA gén/eubaktérium) 20 4,6 9,7 23,6 3,0 34
metil-koenzim-M reduktaz 4 374 36,9 34,8 34,9 56,6
enzim gén %-0S az

eubaktérium 16S gén 10 36,5 18,8 16,6 37,6 46,0
mennyiséghez 20 37,2 7,6 01 164 154

(mcrA gén/eunbaktérium)

A vas nanorészecskék anaerob korrozidja soran keletkezd hidrogéngaz (5.1.1.3,

5.1.14 ¢és 5.1.1.5 fejezet) a biodegraddldé mikroorganizmusok szamadara elektrondonorként
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szolgalhat. Ha a kémiai nanovas altali lebontas és a mikrobiologiai deklorinacio folyamata
szinergikus, akkor a vas nanorészecskék képesek lebontani a szennyezdk nagy részét, majd a
vas altal kialakult kedvezd reduktiv kornyezetben a maradék klérozott etilének lebontasat a
deklorinal6 baktériumok végzik.

Kapott eredményeink csak részben korrelalnak a szakirodalomban fellelhetd
adatokkal. Szdmos publikdcioban kimutattak, hogy a vas nanorészecskék elektrondonorként
serkenthetik a metantermelddést ¢és a szulfatredukaldas folyamatat. Tovabbi vizsgélatok
sziikségesek az altalunk vizsgalt vas nanorészecskék metanogenezist gatldo folyamatanak

pontos megismeréséhez.
5.2.1. Nanovasak hatasa a kémiai osszetételre

52.1.1. Vas ionok koncentracioja

Az el6z6 mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a vas nanorészecskék a kezelés sordn,
jegyezniink, hogy a vas esszencidlis tdpanyagként szolgal szdmos baktérium szdmara.
Kozponti szerepet jatszik a sejtndvekedésben, részt vesz a DNS szintézisben, enzimek
kofaktoraként betdltott szerepe messze a legfontosabba teszi a mikrotdpelemeknek is nevezett
fémionok kozott. Vas hidnydban megsziinhet az egyes oxidoreduktaz enzimekben
nélkiilozhetetlen kofaktorok, a citokromok bioszintézise. A vas eddig emlitett élettani
szerepein kiviil alapvetd szerepet jatszik szdmos biokémiai reakcioban, mint példaul a 1égzés,
fotoszintetikus transzport, nitrat szintézis vagy nitrogén fixalas. Ezért valosziniisithetd, hogy a
betaplalt nulla vegyértékii vas nanorészecskékbdl szarmazo vas-ionokat szamos baktérium
hasznosithatja anyagcsere folyamatai soran®'®, ezt azonban nem vizsgaltuk a munkénk soran.

Azonban fontosnak taldltuk az egyes mikrokozmoszok vas-ion tartalménak
meghatarozasat, ezért a 20. napon vett mintakon ICP-MS méréseket végeztink. Az 5.4.
tablazat adatai alapjan elmondhat6, hogy a nem kezelt, biotikus minta esetében alacsony
oldott vastartalom figyelheté meg (0,19+0,10 mg/L).

A kiilonb6z6 nanovassal kezelt mikrokozmoszok esetében az oldott vas ionok
koncentracidja a natrium-ditionittal redukalt vas mintadknal kissé alacsonyabb volt (nZVIs®:
0,56+0,10 mg/L ¢és nZVIC|3D: 0,69+0,12 mg/L), mint a natrium-borohidriddel eldallitott
nanovas mintak esetében (nZVIsB: 0,82+0,10 mg/L és nZVIc|3B: 0,91+£0,14 mg/L). Tehat

mindegyik mikrokozmosz modellben a vas ionok lasst oldodasa kovetkezett be, ami kedvezd
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hatassal lehet a vas redukalasabol energiat szerzé baktériumok novekedésére™™, azonban ezt

részletesen nem vizsgaltuk.

5.4. tablazat. A mikrokozmoszokban mért vas ionok mennyisége

Biotikus
kontroll

0,19+0,10 0,56+0,10 0,69+0,12 0,82+0,10 0,91+0,14

nZVIs®  nzZVics® nzZVigs®?  nzVist

Vas ionok
koncentracioja (mg/L)

5.2.1.2. Reduktiv deklorinacio a mikrokozmosz rendszerekben a Kiilonbo6zo

nanovas adagolas mellett

A mikrokozmosz rendszerekben a kiinduldsi modellszennyezd vegyiiletként hasznalt
trikloretilén és szarmazékainak koncentracid valtozasat gazkromatografias mérésekkel
kovettiik nyomon. A négy vas nanorészecske alkalmazasakor eltéré deklorinald profilokat
figyeltiink meg (5.14. abra és 5.15. abra). A trikloretilén bontasa megvaldsulhat kémiai
utvonalon, a nulla vegyértéki vas nanorészecskék altal, vagy mikrobioldgiai uton, a
deklorinal6 szervezetek segitségével. A vas altal indukalt kémiai utvonalon végtermékként a
B-eliminaciobdl acetilént, a hidrogenolizisbdl pedig etilént kapunk. A klorozott koztitermékek
megjelenése a biologiai dehalogenizaciora utal (2.5. abra).

A biotikus kontroll esetében, nanovas részecskék nélkiil, a trikloretilén konszekutiv
reakciokban etilénné alakult. 0,1 g/L nanovas tartalom mellett a mikrokozmoszok
cisz-dikloretilén és vinil-klorid koncentracigja nem valtozott. Ezek az eredmények
alatamasztjadk az eddigi méréseinket, miszerint a nanovas mar ebben az alkalmazott
koncentracioban, a szintézis soran felhasznalt redukaldszertdl fiiggetleniil, gatld hatassal van a
bioldgiai deklorinaciodra.

A legnagyobb kiilonbségeket a mikrokozmoszok gézterének Osszetételében
tapasztaltuk (5.15. abra). Négy nap inkubacié utan csak a natrium-borohidriddel redukalt vas
nanorészecskék esetén figyeltiink meg etan- és acetiléngaz fejlédést — ami a masik két
nanovas alkalmazasanal egyaltalan nem jelent meg —, tovabba itt a TCE redukcidja soran is
jobb eredményeket kaptunk. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a borohidrides minték esetén a
kémiai lebontds dominalt, a bioldgia deklorindlé aktivitds lecsokkent. Emellett a
natrium-borohidriddel redukélt mintdk jelenléte jelentdsen serkentette a metanogenezist:
20. nap alatt a metan mennyisége 2+0,1 pmolrol 32+1,8 pumolra emelkedett ezeknél a

mintdknal, mig a biotikus kontroll esetében minddssze 6-9 pmol kdzott maradt.

93



Eredmények ¢és értékelésiik

0 4 10 20
Id6 (nap)

ElTCE [ JcDCE

Biotikus
kontroll
20
nZVIg,
20
Id6 (nap)
nZV I:

A =100
3
= 80
0
3 60,
40
e
£ 20
X
0 4 10
Idé (nap)
D

B ~100, nZVl, C —100-
b= S s |
;oé 80/ > 80,
g 60 g 60
5 40 :

: :
g g
0
0 4 10 20
Id6 (nap)

D 100, nZVigs E 100
? 80 E? 80
g 60- \g 60-
;C: 40 T 40
Q 1 Q
£ 20 g 20
X ¥

0‘ 0_

0 4 10 20
Id6 (nap)

Il VC

5.14. abra. A TCE és cDCE kémiai és mikrobiolégiai reakcioja 0,1 g/L nanovas
szuszpenziok (B-E) adagolasa mellett. A biotikus kontroll (A) csak a deklorinalo
baktériumokat tartalmazza.
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Metan
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v
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Anyagmennyiség (pmol)

I 10 nap 1 20 nap

5.15. abra. A deklorinalo baktériumokat tartalmazé mikrokozmosz rendszerek
kumulativ metan (A), etan (B), etilén (C) és acetilén (D) hozama 0,1 g/L Kiilonb6z6
tipusi nanovas adagolasa mellett

Osszegezve, megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy a kdrnyezeti kdrmentesités

soran a remediacié fokozdsa érdekében nagyon fontos a megfelelé vas nanorészecske

koriiltekintd kivalasztasa, mivel a szintézis soran alkalmazott prekurzorok és redukaloszerek

jelentdsen befolyasoljak a kialakult nanorészecskék morfologidja és hatékonysaga mellett az

anaerob baktériumokra ¢€s a deklorinald folyamatokra gyakorolt hatasat is.

Eredményeink 6sszefliggnek a szakirodalmi adatokkal és a fellelhetd terepi tesztek

eredményeivel, melyek szerint a nanovas alkalmazasa mellett a kezdeti toxicitds utan az

adaptalodo deklorindlé mikroorganizmusok segitették a szénhidrogének lebontasat®93220,

Mindez kivaldan megalapozza az eldallitott vas nanorészecskék alkalmazhatosagat késObbi

terepi tesztek soran, lehetdve téve egy kombinalt kémiai-biologiai kezelés kidolgozasat.

95



Eredmények ¢és értékelésiik

5.3. Novényi kivonatokkal eloallitott eziist nanorészecskék kémiai és

biologiai aktivitasanak osszehasonlito vizsgalata

A nanorészecskék mindennapi életben vald biztonsagos hasznalatdhoz nagyon fontos
felmérniink, hogy az egyes részecskék jellemzé tulajdonségait, életszeri kornyezetben valo
viselkedését milyen tényezok hatdrozzak meg. Az elozé fejezetek eredményei alapjan
elmondhat6, hogy a vas nanorészecskék szintézise sordn alkalmazott kiindulasi vas-sok,
redukaldszerek és egyéb stabilizald anyagok jelentésen befolyasoljak a kapott nanorészecskék
befolyasolo hatasat egy masik, napjainkban széleskortien alkalmazott nanorészecske
eléallitasaban és karakterisztikus tulajdonsagainak vizsgalataban folytattuk.

Koszonhetdéen a széles korti alkalmazési lehetdségeiknek az eziist nanorészecskék
eldallitasa és felhasznalasa irdnti igény egyre nd. Habar az utdbbi években egyre inkabb
eldtérbe keriiltek a ndvényi kivonatokat felhasznald zold szintézismodszerek, csak kevés
tanulmany sziiletett az eldallitott nanorészecskék komplex (antibakteridlis, antifungalis,
antiviralis és citotoxikus) bioldgiai aktivitasanak vizsgalatarol, kiilonos tekintettel a szintézis
soran alkalmazott kiilonb6z6 ndvényi kivonatok hatasanak fiiggvényében.

Munkank harmadik részében meg akartuk vizsgalni, hogy az eziist nanorészecskék
szintézise soran felhasznalt redukaldszerek, esetiinkben novényi kivonatok milyen hatassal
vannak a kialakult részecskék karakterisztikus tulajdonsagaira és késébbi alkalmazési
lehetdségeire. Tanulmanyoztuk, hogy a kévébol és zold teabol késziilt novényi kivonatok
mennyire alkalmasak eziist nanorészecskék zold modszerrel torténd eldallitasara, illetve hogy
a szintetizalt anyagok kiilonb6z0 biologiai rendszerekre gyakorolt hatdsai kozott milyen
kiilonbségek vannak. Mivel a szakirodalom alapjan a kavé €s zold tea kivonataval is allitottak
mar eld sikeresen nanorészecskéket, igy munkank célja elsdsorban nem az volt, hogy
megallapitsuk, hogy melyik kivonat alkalmazéasa kedvezObb a szintézis soran, hanem, hogy
feltarjuk az igy kialakult nanorészecskék kémiai és biologiai tulajdonsagainak esetleges
kiilonbozdsegét, ami az eltérd redukaloszer alkalmazasabol ered.

Ezen eltérések kimutatdsdhoz kavé és zold tea kivonataval eziist nanorészecskéket

allitottunk eld, amelyeket atfogod, komplex kémiai és biologiai vizsgalatoknak vetettiik ala.
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5.3.1. A névényi kivonatokkal eléallitott eziist nanorészecskék jellemzése

53.1.1. Transzmisszios elektronmikroszkopia — morfologia és méret

A TEM felvételeken jol lathat6d, hogy mind a zo6ld tea (GT-AgNP), mind a kavé
(C-AgNP) kivonattal eldallitott eziist nanorészecskék gombszeriinek adodtak. A képek
alapjan a monodiszperz C-AgNP részecskék jol diszpergéltak voltak, azonban a kavé
kivonatbol visszamaradt matrixba agyazddtak. Ezzel szemben a GT-AgNP részecskék kicsit
nagyobb méretiiek, csekély polidiszperzitast és kismértékii részecskeaggregaciot figyeltiink
meg ebben az esetben (5.16. abra). A TEM képek alapjan szamolt atlagos részecskeméret a
C-AgNP minta esetében 3,2+1,2 nm-nek, a GT-AgNP minta esetében pedig 12,7+5,8 nm-nek
adodott.

5.16. abra. A kavé (A) és zold tea (B) kivonattal eléallitott eziist nanorészecskék jellemzo
TEM felvételei

5.3.1.2. Rontgendiffraktometrias vizsgalatok — kristalyszerkezet

A szintetizalt nanorészecskék kristalyszerkezetét rontgendiffraktometriaval (XRD)
hataroztuk meg (5.17. abra). Mindkét kivonattal eldallitott eziist nanorészecskék XRD
mintazataban négy jellemzd, éles reflexiot figyelhetiink meg a 38,2°, 44,3°, 64,4° és 77,4° 20
szO0geknél, amelyeket rendre a lapcentralt kobos rendszerben kristalyosod6 fém eziist (111),
(200), (220) és  (311) kristalylapjaihoz  tartozd  reflexioként  azonositottunk
(JCPDS #87-0717)%°.
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5.17. abra. A kavé (C-AgNP) és zold tea (GT-AgNP) kivonattal eloallitott eziist
nanorészecskék diffraktogramjai

5.3.1.3. Dinamikus fényszoras — hidrodinamikai atméroé

A nanorészecskék hidrodinamikai részecskeatmérdjét DLS késziilékkel mértiik meg
(5.18. abra). A TEM méréseknél megfigyelt méretbeli kiilonbségeket a DLS mérések soran is
detektaltuk: jol lathato, hogy a C-AgNP minta atlagos mérete 8-20 nm kozott valtozott, mig a
GT-AgNP minta részecskéinek hidrodinamikai 4tmérdje kissé nagyobbnak adodott, 20 és

50 nm kozott volt. Ezenkiviil a GT-AgNP mintdban megfigyelhetd volt egy tovabbi cstics

crer

— 25
I —C-AgNP
= 2 GT-AgNP
~§ 15 \
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Nl | !’
C 5 \
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5.18. dbra. A kavé (C-AgNP) és zold tea (GT-AgNP) kivonattal eloallitott eziist
nanorészecskék hidrodinamikai atméréjének eloszlasai
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5.3.14. Ultraibolya-lathat6 abszorpciés spektrometria - szerkezet

A kavé és zold tea kivonatokkal késziilt AgNP mintak UV-VIS spektrumét az 5.19.
abra szemlélteti. Jol lathato, hogy mindkét eziist nanorészecske rendelkezett feliileti plazmon
rezonancia maximummal, melyek értéke Amax=496 nm volt C-AgNP esetén, mig Amax=456 nm
GT-AgNP esetén. Ez az eziistre jellemzd karakterisztikus elnyelésbeli eltérés eredhet a

részecskék TEM és DLS vizsgalatokkal igazolt méretbeli kiilénbségébc’illez.

-
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-
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5.19. abra. A kavé és zold teaval eldallitott eziist nanorészecskék UV-VIS spektrumai

5.3.1.5. Infravoros spektroszkopia

Hogy pontosabb képet kapjunk a részecskék tulajdonsdgait is meghatirozo
redukaloszerek befolyasold hatasar6l, a novényi kivonatok (kavé-C, zold tea-GT) és a
segitségiikkel eldallitott AgNP mintdk kémiai dsszetevlinek funkcids csoportjait infravords
spektroszkopiaval vizsgaltuk (5.20. abra).

A spektrumokon 3400 cm™-nél talalhato intenziv széles sav elsGsorban a hidroxil
csoportokra jellemzd O-H vegyértékrezgéshez tartozik, ami alapjan mindegyik minta
tartalmazott alkoholos, fenolos és karboxil funkcids csoportokat; valamint ennek a sdvnak az

intenzitasahoz jarul hozz4 a primer és szekunder aminok és amidok N-H vegyértékrezgése is.
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5.20. abra. A novényi kivonatok (kavé-C, zold tea-GT) és a segitségiikkel eléallitott
AgNP mintak FT-IR spektrumai

Ez a sav ugyancsak kotheté a nem disszocialt kotott vizmolekuldkhoz is, amik
jelenléte egyértelmiien latszik a deformacios rezgéshez tartozé 1620 cm™-nél megfigyelheté
savbol. Az 1145 cm™-nél lathatdo sav a primer és szekunder aromds aminok C-N
vegyértékrezgésének tudhatd be, a 900-600 cm™ kozotti savok pedig a primer és szekunder
aminok és amidokhoz tartoznak (-NH, sikra merdleges deformacios rezgés). A ketonok,
aldehidek, kininek és észterek jelenlétére utalnak az 1700-1600 cm™ kozotti savok, amelyek a
karbonil csoportok C=0 rezgésébél szarmazhatnak. A 2920 cm™-nél 16v6 sav az alkanok C-H
vegyértékrezgéséhez kothetd. Az 1630 cm™ koriil taldlhatd sav az aromas szerkezetek C=C
rezgésének tudhatdé be, mig a fenolos csoportok C-O vegyértékrezgésére jellemzd savot
lathatunk 1245 cm™-nél. Az 1040 cm™-nél 16v6 masik széles sav az aromas észterek és a
poliszacharidok jele lehet (C-O-C vegyértékrezgés)'®. A kavé és zold tea kivonatainkban a
karbonil csoportok fehérjék jelenlétére utalnak, mig az -OH funkcids csoportok jelenlétébol
arra kovetkeztethetiink, hogy a kivonatok fenolos vegyiileteket is tartalmaznak.

A FT-IR mérés eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kavé és tea
kivonatainkbol szdrmaz6 szerves vegyliletek megtaldlhatoak az eldallitott eziist
nanorészecskék feliiletén (900-1800 cm™ kozotti savok). Ezen megfigyelésiink $sszhangban
van az irodalomban kozolt adatokkal, azaz bizonyos fehérjék, valamint egyéb egyszerii-
¢s/vagy makromolekuldk képesek a nanorészecskék feliiletén megkotddni és ezzel

e C 1221
stabilizalni, védeni azokat az aggregaciotol™ .
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5.3.2. A novényi kivonatokkal eldallitott eziist nanorészecskék toxicitasanak

vizsgalata

5.3.2.1. A novényi kivonatokkal eldallitott eziist nanorészecskék

toxicitasanak vizsgalata

Az eldallitott nanorészecskék alkalmazasanak egyik feltétele, hogy pontosan ismerjiik
az ¢l6 rendszerekre gyakorolt hatdsat, esetleges eldnyOs vagy kéros bioldgiai aktivitasat.
Munkank soran a kavé és zold tea kivonataval eldallitott eziist nanorészecskék antiproliferativ
és citotoxikus hatasat human tumoros HeLa és nem-tumoros NIH/3T3 egér embrionalis

fibroblaszt sejteken vizsgaltuk.

5.3.21.1.  Sejtproliferacios vizsgalat

Az MTT tesztek alapjan megallapitottuk, hogy a GT-AgNP nagyobb mértékben
koncentracioértékek alapjan a NIH/3T3 egér fibroblaszt sejtek sokkal érzékenyebbnek
(GT-AgNP: ~5 ug/mL, C-AgNP: 272,14+0,09 ug/mL) bizonyultak az eziist nanorészecskék
jelenlétére, mint a HelLa sejtek (GT-AgNP: 14,26+0,05 ng/mL, C-AgNP: 655,3+0,12 ug/mL).
Tovabba elmondhatjuk azt is, hogy mindkét sejtvonal esetén a GT-AgNP koriilbeliil 50-szer

srcr

5.3.2.1.2. Citotoxicitas

A z06ld uton eldallitott eziist nanorészecskék citotoxikus hatasat kritalyibolya festéssel
hatdroztuk meg (5.21. abra). A kavé kivonattal szintetizalt eziist nanorészecskék az
alkalmazott koncentracidtartomanyban nem bizonyultak toxikusnak sem a human, sem az
egér sejtek esetében. Ezzel szemben a zold tedval eldallitott nanoeziist mintdk erdsen
citotoxikus hatdst mutattak mind a HeLLa, mind a NIH/3T3 sejtek esetén, valamint az utobbiak
érzekenyebbnek bizonyultak a GT-AgNP jelenlétére.

Az eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a zdld tedval szintetizalt nanoeziist
részecskék sokkal nagyobb mértékii antiproliferativ és citotoxikus hatassal rendelkeztek, mint

a kavéval el6allitott eziust nanorészecskék.
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5.21. abra. A névényi kivonatok segitségével eloallitott eziist nanorészecskék
antiproliferativ és citotoxikus hatasa. A C-AgNP és GT -AgNP- VeI Valc') kezelés mindkét

uton eldallitott eziist nanoreszecskek citotoxikus hatasat krltalylbolya festéssel hataroztuk
meg (C, D). A kristalyibolyat visszaoldottuk, majd a mintak abszorbanciajat
spektrofotometriasan mértiik (E, F) (*P<0,001, kétutas ANOVA, a kontroll abszorbanciajat
100%-nak véve).

5.3.2.2. Antibakterialis és antifungalis hatas

Vizsgalataink soran fel akartuk térképezni, hogy az eldallitott eziist nanorészecskék
rendelkeznek-e antibakterialis és/vagy antifungalis hatassal, illetve ha igen, akkor melyik
novényi kivonattal eldallitott nanoeziist tanusit nagyobb toxikus hatast a kivalasztott
mikrobatorzsekkel szemben. Az eldallitott nanoeziist részecskék antimikrobialis hatasat
B. cereus var. myocides, M. luteus, E. coli és P. aureuginosa baktériumokon, illetve nem
patogén S. cerevisiae, valamint patogén C. parapsilosis, C. albicans és Cr. neoformans
¢lesztégombakon teszteltiikk (5.22. abra). Jol lathatd, hogy mind a kavé, mind a zold tea

kivonatok segitségével eldallitott nanorészecskék hatékonynak bizonyultak a vizsgalt
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baktériumtorzsek ellen. A baktériumokhoz hasonldan a patogén gombafajok (Cr. neoformans,
C. parapsilosis, C. albicans) is érzékenyek voltak mindkét tipusu nanoeziist részecske
jelenlétére, amit a koriilottik kialakult széles gatlasi zona jol mutat (5.22. abra, 5.5. tablazat).
Az alkalmazott koncentraciokban egyik nanoeziist részecske sem volt gatlé hatassal az
apatogén S. cerevisiae fajra, ebben az esetben nem észleltiik gatlasi zona kialakulasat (5.22.
abra).

Mivel az agar-diffuziés modszer bnmagaban nem alkalmas a C-AgNP és GT-AgNP
hatékonysdganak kvantitativ Osszehasonlitdsara, ezért a nanoeziist mintakat kiilonbozo
koncentracioban teszteltiik E. coli és Cr. neoformans torzseken, mikozben meghataroztuk a
mikrobak tulélési ardnyat. A bemutatott eredmények alapjan jol lathato, hogy a C-AgNP
novelésével fokozatosan egyre kevesebb mikroba ¢lte til a kezelést. Ezzel szemben a
GT-AgNP minta még a legkisebb alkalmazott koncentracioban is 100%-0s toxicitast okozott

a vizsgalt E. coli illetve Cr. neoformans kultarakban.
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5.22. abra. A ndévanyi kivonatokkal eldallitott eziist nanorészecskék antimikrobialis
aktivitasa. Agar diffuzios modszer (A-B): A lemezeket B. cereus var. mycoides, M. luteus,
P. aeruginosa és E. coli (A) valamint S. cerevisiae, C. parapsilosis, C. albicans és
Cr neoformans (B) torzsekkel oltottuk le. C-AgNP és GT-AgNP kezelés hatasa az E. coli (C)
¢és Cr. neoformans tulélési aranyara (D).
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5.5. tablazat. Gatlasi zonak az eziist nanorészecskék jelenlétében

C-AgNP GT-AgNP
Mikroorganizmus gatlasi zona gatlasi zona
(mm)* (mm)*
B. cereus var. mycoides 1,384+0,24 1,63+0,13
M. luteus 3,00+0,00 4,00+0,00
E. coli 1,75+0,14 2,25+0,14
P. aeruginosa <1,00 1,00+0,00
C. albicans 4,00+0,00 4,00+0,57
Cr. neoformans 4,50+0,20 4,75+0,14
C. parapsilosis <1,00 1,66+£0,57
S. cerevisiae 0,00 0,00

* Az eziist nanorészecskéket 17,5 mg/mL koncentracioban alkalmaztuk.

5.3.2.3. Eziist ionok koncentracidja

A C-AgNP ¢és a GT-AgNP mintdk eltérd bioldgiai aktivitdsdnak Ilehetséges
magyarazatat probaltuk feltérképezni az eziist nanorészecskékrdl felszabaduld ionok
mennyiségének meghatarozasaval. ICP-MS vizsgalattal meghataroztuk, hogy 1 nap
sejtkultira  médiumban valé inkubalas alatt mennyi eziist ion szabadult fel a

nanorészecskékrdl. Ehhez mindkét eziist minta esetében az eldallitott nanorészecskékbol

oran keresztiil inkubaltuk, majd a feliilluszokat centrifugalassal kinyertiik és elokészitettiik az
ICP-MS méréshez.

A mérési adatok szerint az oldott eziist koncentracidja a C-AgNP esetén
0,59+0,02 mg/mL, mig a GT-AgNP esetén 1,92+0,07 mg/mL volt, vagyis a GT-AgNP-rél
nagyjabol harom ¢és félszer annyi eziist ion tudott felszabadulni, mint a C-AgNP-r6l. Ezek az
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy habar a kavéval eldallitott nanorészecskék
mérete négyszer kisebb volt, mint a zold teaval szintetizalt nanorészecskéké, a C-AgNP minta
esetében kevesebb ion tudott felszabadulni a részecskék feliiletérdl. Valdszinlisithetéen a
TEM méréseknél megfigyelt, a részecskéket koriilvevd stabilizdlo matrix akadalyozta az

eziistionok kioldodasat, ezaltal a részecskék toxicitasa is csokkent.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy habar a ndvényi kivonatok alkalmazasa az
ezilist nanorészecskék szintézise soran koltséghatékony és kornyezetbarat, a kapott részecskék
kémiai és bioldgiai tulajdonsagait — csakuigy, mint a vas nanorészecskék esetében — jelentdsen

befolyasolja az alkalmazott redukalédszer.
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Altalanosan ismert tény, hogy a kisebb méretii nanorészecskék nagyobb fajlagos
feliiletérdl tobb reaktiv eziist ion képes felszabadulni, igy elméletben a kisebb részecskék
nagyobb toxicitassal rendelkeznek, a nagyobb méretii partikulumokhoz képest167.

Ugyanakkor, érdekes modon minden vizsgalatunk sordn azt tapasztaltuk, hogy a
nagyobb részecskemérettel rendelkez6 GT-AgNP minta bizonyult toxikusabbnak. Tovabbi
vizsgalataink (ICP-MS) eredményei alapjan feltételeztiik, hogy ez a jelenség annak
koszonhetd, hogy a C-AgNP részecskéket koriilvevd stabilizaldé matrix miatt 3,5-szor
kevesebb eziistion tudott felszabadulni a C-AgNP részecskék felszinérél. Azonban, mivel a C-
AgNP részecskék is hatékonynak bizonyultak az Gsszes tesztelt mikroba ellen, viszont az
emlds sejtekre nézve biokompatibilisabbak, igy tovabbi igéretes felhasznalasukat elésegitd
vizsgalatok elvégzése mellett szamos érv szol.

Osszegezve elmondhatd, hogy a kiilénbozé ndvényi kivonatok redukald- és
stabilizaloszerként valé alkalmazasaval a részecskék bioldgiai aktivitdsa befolyasolhato. Az
eredményeink alapjan a nanorészecskék szintézise soran hasznalt z6ld kivonatok koriiltekintd

kivélasztasa és felhasznalas el6tt az eldallitott részecskék atfogod vizsgalata javasolt.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran kiilonbozé eljarasok révén allitottunk eld, majd részletesen
jellemztiink nulla vegyértékii vas nanorészecskéket. A teljesen zold szintézismodszerek esetén
novényi (kavé, zold tea és vadsz6ld) kivonatokat hasznaltunk redukélo- és stabilizaloszerként,
mig a félig-zold eljarasokban a vas nanorészecskék ugyan ipari vegyszerek (vas(ll)- és
vas(lI1)-klorid,  vas(ll)-szulfat, valamint natrium-borihidrid vagy natrium-ditionit)
felhasznalasaval késziiltek, de minden reakcional torekedtiink a szintézis paramétereit a
koltséghatékonysag, fenntarthatésag és kornyezetbarat zold kémiai harmas egység jegyében
tartani. Sikeresen allitottunk eld szobahOmérsékleten, kornyezeti koriilmények mellett
kiilonb6zé kiinduldsi vas-sok ¢és redukaldszerek alkalmazdsidval vas nanorészecskéket
er6forras-igényes deoxigenalt oldoszerek helyett csapviz hasznélataval.

Meghataroztuk az eldallitott vas nanorészecskék atlagos szemcseméretét,
kristalyszerkezetét ¢és redukcios kapacitdsat. Habar a félig-zold tuton eldallitott vas
nanorészecskék kisebb atlagos atmérével és nagyobb redukcids potenciallal rendelkeztek,
mint a teljesen zold szintézissel késziilt mintak, az utobbiak is elfogadhatd teljesitményt
nyujtottak kisérleteink soran.

Els6ként szintetizaltunk vas nanorészecskéket vadszoldlevél (Parthenocissus
quinquefolia, Virginia creeper) kivonat felhasznalasaval. Az elballitott nanorészecskék
jellemz6it rontgendiffrakcids, transzmisszios —elektronmikroszkopias és redoxpotencial
mérések segitségével hataroztuk meg.

A kisérleti munka soran valds kornyezeti mintaban, illékony klérozott szénhidrogénnel
szennyezett talajvizben teszteltik a félig-zold szintézismodszerrel eldallitott vas
nanorészecskék degradacios hatékonysagat. A vizsgalat soran igazoltuk, hogy a vas
nanorészecskék feleslegben adagoldsa minden esetben ndvelte a lebontas hatékonysagat.
Emellett kimutattuk azt is, hogy a nanorészecskék eléallitasi modja ugyancsak jelentsen
befolyasolta a vas részecskék redoxpotencial értékeit és illékony klorozott szénhidrogén
bontasi teljesitményét: ugyanolyan koriilmények kozott mindharom vizsgalt koncentracioban
a natrium-borohidriddel redukalt vas nanorészecskék bizonyultak hatékonyabbnak.

Fontos megfigyelésiink tovabba, hogy a vas(ll)-szulfatbol natrium-ditionittal redukalt
vas nanorészecskék (nZVIs® minta) mutattdk a  legnagyobb hasonlosagot a
natrium-borohidriddel redukalt vas nanorészecskék teljesitményehez.

A megvalosult terepi teszt alapjan a félig-zold szintézis soran eldallitott nZVIs® minta

alkalmasnak bizonyult illékony klorozott szénhidrogének lebontésara.
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Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a kornyezeti remedidcidban egy fenntarthato,
hatékony, gazdasagos alternativ megoldas lehet a vas(ll)-szulfatbol natrium-ditionittal
redukalt vas nanorészecskék alkalmazésa.

Azt is bizonyitottuk, hogy a vas szintézis soran felhasznalt kiindulasi vas-sok és
redukaloszerek nemcsak a kialakult nanorészecske reaktivitdsat ¢és morfologiajat
(natrium-borohidrid esetén nagyobb aktivitassal rendelkezd részecskéket kaptunk, mig
natrium-ditionit esetén kisebb aktivitassal rendelkez0 nanoszalak is képzddtek) hatarozzak
meg, hanem befolyasoljak a vas részecskék anaerob baktériumokra gyakorolt hatasat, azaz a
biologiai aktivitasat is. Ennek kovetkeztében a kornyezeti karmentesités soran a remediacid
hatékonysaganak fokozasa érdekében a megfeleldé vas nanorészecske koriiltekintd
kivalasztasa javasolt.

Megallapitottuk, hogy 0,1 g/L-es koncentracioban mindegyik nanovas adagolasa
hatassal volt a mikrokozmosz rendszerek mikrobialis Osszetételére és a deklorindld
folyamatokra. Vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a felhasznalt redukaldszerek és vas-sok
mindegyik kombinaciojabol eldallitott nanovas részecskék 0,1 g/lL-es koncentracioban
alkalmazva csokkentették a Dehalococcoides populacié méretét. A 16SrDNS és a
dehalogenaz géneket tartalmaz6 baktériumok relativ mennyisége is lecsokkent mindegyik
nanovas adagolasa esetén, ugyanakkor a mikrokozmosz rendszerek 6sszes mikrobaszama
nott.

A mikrokozmosz rendszerek gazkromatografias vizsgalata is megerdsitette, hogy a
bioldgiai deklorinald aktivitas lecsokkent a nanovas mintak jelenlétében. A natrium-ditionittal
redukalt nanovas mintdk mellett a szulfatredukaldé baktériumok mennyisége megndtt, a
metanogén baktériumok mennyisége pedig lecsokkent. A deklorindld vizsgalatok azt
mutattdk, hogy metanogenezis csak a natrium-borohidriddel redukalt vas mintdk esetén
tortént.

A kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy ebben a koncentracioban mindegyik
nanovas kezdetben gatolta a rendszerekben jelenlévd mikroflora aktivitasat, de a 20. napon a
biotikus kontroll mintdhoz kozelitd értékeket kaptuk a populaciok relativ ardnyaban
mindegyik minta esetén. Tehat kimutattuk — a szakirodalmi adatokkal egybehangzdan —,
hogy a kezdeti gatlo hatas utan, az életben maradt populaciok képesek voltak
visszarendezddni a kiinduldsi mikroflora 0Osszetételéhez hasonldan, amely bizonyitottan
reduktiv dehalogenécios aktivitassal rendelkezett. Mindez kivaloan megalapozza az eldallitott
vas nanorészecskék alkalmazhatdsagat késobbi terepi tesztek soran, lehetdové téve egy

kombinalt kémiai-biologiai kezelés kidolgozasat.
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A vas nanorészecskéknél tett érdekes megfigyeléseinket sikeriilt egy a
szakirodalomban jol ismert, meghatarozott jellemzokkel rendelkezd referencia anyagra, az
ezilist nanorészecskékre kiterjeszteni. Tapasztalataink alapjan, legfontosabb megallapitasunk,
hogy mind a vas, mind pedig az eziist nanorészecske esetében a felhasznalt redukaldszer
nemcsak a nanorészecskék méretét, alakjat, hanem biologiai rendszerekben vald viselkedését
is meghatarozza. Ezaltal a részecskék bioldgiai aktivitdsa befolyasolhatd, szabalyozhato.

Kavé és zold tea Kivonattal is sikeresen allitottunk el6 nanoeziist részecskéket,
amelyeknek elvégeztik komplex kémiai és biologiai vizsgalatat. A kapott eredményeink
alapjan mindkét eziist nanorészecske hatékonynak bizonyult a tesztelt mikrobdk ellen, habar a
z0ld teaval eldallitott eziist nanorészecskék (GT-AgNP) minden esetben jelentésen nagyobb
toxikus hatast fejtettek ki a vizsgalt baktérium és gomba torzsekre, mint a kavéval eléallitott
eziist nanorészecskék (C-AgNP). Azonban azt is meg kell jegyezniink, hogy a GT-AgNP
részecske az emlds sejteket is nagymértékben elpusztitotta, mely széles kori biologiai
felhasznalhatosagat jelentdsen korlatozza. Masrészt, amellett, hogy a C-AgNP kiemelked6
antimikrobialis hatassal rendelkezett az E. coli és Cr. neoformans torzsek ellen, ezek a
részecskék biokompatibilisnek bizonyultak az emlds sejtekre nézve.

A szakirodalomban elfogadott ténnyel szemben, meglepé modon minden vizsgalatunk
soran azt tapasztaltuk, hogy a nagyobb részecskemérettel rendelkez6 GT-AgNP minta
bizonyult toxikusabbnak a C-AgNP-hez képest. ICP-MS méréseink alapjan valoszintsitettiik,
hogy ez a jelenség annak kdszonhetd, hogy a C-AgNP részecskéket koriilvevd stabilizald
matrix miatt 3,5-sz06r kevesebb eziistion tudott felszabadulni a C-AgNP részecskék
felszinérdl, és emiatt kisebb a C-AgNP nanorészecskék toxicitasa. Mivel ezen nanorészecskék
hatékonyan pusztitottdk az 0Osszes tesztelt mikrobat, viszont az emlds sejtekre nézve
biokompatibilisabbak, igy tovabbi felhasznalasuk mellett szamottevé érvek sorakoznak.

Eredményeinket Osszegezve elmondhatd, hogy kornyezetbarat és koltséghatékony
eljarasokkal akar ipari méretben is eléallhatoak valtozatos tulajdonsagu, specifikus célokra
felhasznalhato nanorészecskék. A szintézis soran alkalmazott redukalo-, és stabilizaloszerek -
kiilonosen a nodvényi kivonatok - jelentdsen befolydsolhatjdk a nanorészecskék kémiai
jellemzdit €s biologiai aktivitasat, ezért a felhasznalt redukaloszer koriiltekintd kivalasztasa és
az eloallitott nanorészecskék fizikai, kémiai és bioldgiai jellemzdinek teljes korti azonositasa

a felhasznalas el6tt mindenképpen javasolt.
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7. SUMMARY

In this dissertation the detailed characterisation of zero-valent iron nanoparticles
produced by different synthesis methods have been discussed. The role of initial metal salts
and reducing agents in the formation and characteristics of nanoparticles have also been
studied. Plant (coffee, green tea and Virginia creeper) extracts were used as reducing and
capping agents in case of green synthesis methods, while industrial chemicals (iron(ll) and
iron(111) sulphate, iron(111) chloride, sodium borohydride and sodium dithionite) were applied
to prepare iron nanoparticles in case of semi-green procedures albeit trying to keep the
synthesis parameters within the green chemical triangle of cost effectiveness, sustainability
and environmental friendliness in all reactions. We successfully managed to produce iron
nanoparticles at room temperature and ambient conditions applying different initial iron salts
and reducing agents by using tap water instead of resource intensive deoxygenated solvents.

The average particle size, crystal structure and reduction capacity of the produced iron
nanoparticles were determined. Although the iron nanoparticles prepared in the semi-green
way had smaller average diameter and larger reduction potential than the samples made with
green synthesis, the latter ones also showed good performance in our experiments.

It is also worth mentioning that we were the first to produce iron nanoparticles using
Virginia creeper (Parthenocissus quinquefolia) extract. The produced nanoparticles were
characterized by X-ray diffraction, transmission electron microscopy and oxidation/reduction
potential measurements.

The reduction capacity of the iron nanoparticles prepared with the semi-green
synthesis method was tested in a real environmental sample, in soil water contaminated by
volatile chlorinated hydrocarbon. We have verified that with excessive dosing of the iron
nanoparticles the efficiency of volatile chlorinated hydrocarbon decomposition increased in
all the examined cases. It was also observed that the method of preparation of the iron
nanoparticles largely influenced the performance of the samples: the nanoparticles reduced by
sodium borohydride proved to be more efficient in reduction of volatile chlorinated
hydrocarbons in all the three concentrations tested under the same conditions.

It was confirmed that the iron nanoparticles reduced by sodium borohydride
outperformed the iron nanoparticles synthesized by using sodium dithionite both in the
measured oxidation/reduction potential values, and in the volatile chlorinated hydrocarbon

reduction tests. Another important observation was that the iron nanoparticles reduced from
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ferrous(ll) sulphate by sodium dithionite (nZVIs®) showed the highest similarity to the
performance of the iron nanoparticles reduced by sodium borohydride.

It was demonstrated that the nZVIs® sample produced by the semi-green synthesis
proved to be capable of reducing volatile chlorinated hydrocarbons based on the performed
field test.

Our results confirmed that the application of iron nanoparticles reduced from
ferrous(ll) sulphate by sodium dithionite may be a sustainable, efficient and economical
alternative in environmental remediation.

We proved that the initial iron salts and reducing agents used in iron synthesis do not
only define the reactivity and morphology of the produced nanoparticles, but also influence
the biological activity of the iron particles (their impact on anaerobic bacteria). Therefore in
environmental remediation it is advisable to exercise great care in selecting the suitable iron
nanoparticles in order to enhance remediation.

It was ascertained that the introduction of any nanoiron sample in the 0.1 g/L
concentration had an impact on the microbial composition of the microcosm systems and on
the dechlorinating processes. Our tests revealed that the iron nanoparticles, prepared from any
combination of the used reducing agents and iron salts, applied in a 0.1 g/L concentration
reduced the size of the Dehalococcoides population. The relative amount of 16S rDNS and
dehalogenase genes containing bacteria also decreased with the addition of any nanoscale iron
while the total amount of microbes increased.

The above results were also supported by the gas chromatography test of the
microcosm systems, the biological dechlorination activity dropped in the presence of nanoiron
samples. The amount of sulphate reducing bacteria increased and the amount of methanogenic
bacteria decreased in the presence of the nanoiron samples reduced by sodium dithionite. The
methanogenesis was observed only in case of the iron samples reduced with sodium
borohydride as revealed by the dechlorinating tests.

Our findings showed that initially each nanoiron sample in this concentration inhibited
the activity of the microflora present in the microcosm systems, however, the relative amount
of the populations showed similar values close to the biotic control sample on the twentieth
day in case of each of the samples. Thus it could be demonstrated — in line with the literature
data — that following an initial inhibitory effect, surviving populations managed to achieve a
similar composition like that of the initial microflora, which had a proven reductive

dehalogenation activity. All these findings give an excellent basis for the applicability of the
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produced iron nanoparticles for later field tests, enabling the elaboration of a combined
biological and chemical treatment.

Finally we tried to extend the interesting observations we made with iron nanoparticles
to silver nanoparticles, a reference material with defined features, which are well described in
the literature. Our most important experience-based finding was that the reducing agent
applied for nanoiron or nanosilver production can largely define not only the size and shape of
the nanoparticles but also their behaviour in biological systems.

Silver nanoparticles were also successfully synthesized using coffee and green tea
extracts, and their chemical and biological characteristics were investigated. It was proven in
our experiments that it is recommended to have a circumspect selection of the green extracts
used for the synthesis of nanoparticles, and a comprehensive screen of the products should be
carried out prior their applications to delineate their behaviour in the presence of living
systems. It was found that both AgNPs proved to be effective in the examined concentrations
against nearly all the tested microbes; however, GT-AgNPs performed always markedly
better in toxicity and antimicrobial screens than C-AgNP counterparts. It is also noteworthy
that apart from their antimicrobial activity, GT-AgNPs were also highly toxic against
mammalian cells, which limits their potential applications. On the contrary, C-AgNPs
exhibited an extensive inhibitory action on Cr. neoformans as well as on E. coli; however,
these particles were biocompatible with the tested HeLa and NIH/3T3 cells, showing no
mammalian cytotoxicity.

Surprisingly, in every biological test we performed, in contrast to the literature data,
we found that bigger sized GT-AgNPs resulted to be more effective than smaller C-AgNPs. In
fact, ICP-MS measurements verified that ~3.5 times more silver ions can be released from
GT-AgNPs than from C-AgNPs, which might be the direct consequence of the thick matrix,
where C-AgNPs seem to be completely embedded. However, despite the lower Ag-ion-
releasing capability of C-AgNPs, they were also effective against microbes without being
cytotoxic, which renders C-AgNPs as attractive potential candidates for further applications.

The eco-friendly, cost-effective green synthesis of nanoparticles can be realized even
on the industrial scale. However, as the chemical nature and the composition of the reducing
and capping agents applied during synthesis — especially when biological extracts are
utilized - can significantly modify the activity of the obtained nanoparticles in living systems,
a thorough characterization of their physical, chemical and biological properties must

obligatorily precede their large scale applications.
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