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1. BEVEZETES

Ahol az ember megtelepszik, ott sziikkség van ivovizre, amelynek hasznalataval folyamatosan
szennyviz termelddik. Az ivoviz ellatds biztositdsdra az emberi civilizaciok a torténelem
kezdete ota olyan lenyiligdz6 épitményeket hoztak létre, mint az 6kori Roma vizvezetékei vagy
korunk gigantikus viztdrozéi, bizonyitva ezzel fajunk természetmddositd erejét. A
szennyviztisztitasért azonban a mikroorganizmusoké az elsédleges érdem. A legkiilonfélébb
elemek Ugy, mint a szén, a nitrogén ¢és a foszfor korforgdsaban vald elengedhetetlen
részvételiik teszi a mikrobakat a szennyvizkezelés kulcsszerepldive.

A mikrobialis vilag potencialjanak a szennyviztisztitasban valo kihasznalasa tobb mint szaz éve
vette kezdetét az elsd biologiai szennyvizkezelok Iétesiilésével. Mara ezek az iizemek a
biotechnologia egyik legfontosabb alkalmazasanak tekinthetok, amelyek megovjak a
kornyezetiinket és természetes vizeinket a szennyezéstdl, valamint meggatoljak szamtalan
szennyviz terjesztette korokozo terjedését.

A szennyviztisztitok egyben a mikrobialis 6kologiai kutatasok egyik legkivalobb alanyai,
hiszen kevés ilyen él6hely létezik, amelyben jol meghatarozott és kontrolalt koriilmények
kozott lehet komplex mikrobialis kozosségeket vizsgalni. Az elmult évtizedekben kifejlesztett
tenyésztés fliggetlen eljarasok segitségével a szennyviz-mikrobiologusok olyan, részleteiben
csak tobbsejtli szervezeteknél tanulméanyozott jelenségeket vizsgalhatnak, amilyenek a
kornyezeti eltérések kovetkeztében fellépd diverzitds valtozasok, a kompeticid, a habitat
felosztas vagy akar a predacio.

Mindezen kutatasok eredményeként lehet6ség nyilik arra, hogy a szennyviztechnologusok
reaktorokat leird matematikai modelljeiben ,,fekete dobozként™ kezelt bioldgiai rendszereket ne
csak empirikusan, fizikai és kémiai tulajdonsagaik alapjan befolyasolhassuk, hanem a benniik
1évé mikrobakat tudatosan szabalyozzuk ¢és szelektaljuk. Ahhoz, hogy ez a lehetd

feltérképezni, és valtozasait megfelelé modszerekkel hosszi tdvon monitorozni sziikséges.



IL.IRODALMI ATTEKINTES

II.1. A szennyviztisztitas alapjai

II.1.1. A szennyvizkezelés kezdetei

II.1.1.1. A csatornazas torténete

A szennyviztisztitas elsédleges 1épése, a szennyviz-elvezetés mar tobb oOkori kultGranal
megjelent. Ezek koziil kétségkiviil a leghiresebb Roma 1. e. 514-ben épitett Cloaca Maxima
nevill csatorndja, amely a hozza kapcsolodd csatornahaldzattal Julius Caesar uralkodésa alatt
mar nemcsak a talajviz és a csapadékviz elvezetésére szolgalt, hanem a fekaliat is szallitotta. A
roémai eredetli csatorna Spanyolorszagban, Franciaorszagban, s6t még Afrika tobb varosaban is
elterjedt. Magyarorszagon Aquincum csatornai orzik e kor emlékét. A birodalom bukasaval
azonban a csatornazas fejlodése is megakadt.

A kozépkorban a meglevé halézatokat is elhanyagoltdk. A szeméttel egyiitt a fekaliat a
varakbol a vararokba, a varosokban pedig a csapadékvizet is elvezetd arkokba vezették. Ahogy
ezt egy 1372-ben kiadott parizsi rendeletbdl tudjuk, a szabalyozas akkoriban annyibdl allt,
hogy a fekaliat csak eldzetes figyelmeztetd kialtas utan lehetett az utcara onteni. Mindez a
szemét felhalmozodasahoz, blizos rothadasahoz, legyek és patkanyok elszaporodasahoz, és
ennek kovetkeztében a jarvanyok gyors terjedéséhez vezetett. Ezek okainak felismerése utan
olyan a rendeletek sziilettek, amelyek megtiltottak a szemét utcakra vald kidobalasat, és a
fekalia kiontését. Bevezették a szemét elszallitasat, és a fekalia gytjtése céljabol pocegddroket
épitettek. A kezdetben még nyitott, a csapadékvizet elvezeté arkokat az idék folyaman
fokozatosan lefedték, egyre mélyebbre keriiltek, és ezzel megindult a tulajdonképpeni
csatornazas (Eléduna, 2006).

Mivel a csatornahalozatok fejlesztése mindig is az egyik legkoltségesebb kozmiivesités volt, a
csatornazas lassan haladt. Rdadasul az ipari forradalommal jaré urbanizacié kovetkeztében a
varosok rohamosan ndvekedtek, és a szennyvizeket befogado élovizek, amelyek egyben a
lakossag ivoviz forrasai voltak, a természetes Ontisztulas ellenére egyre szennyezOdtek.
Mindennek a kovetkeztében egyre gyakoribba valtak a nagy jarvanyok. Elsdsorban a kolera és
a hastifusz szedte aldozatait. A XIX. szdzadban utobbi gyakorlatilag perzisztensen jelen volt,
mig az el6bbi nagy jarvanyok soran okozta Magyarorszagon kozel egymillié ember halalat.

Lassan elfogadotta valt a rossz higiénias viszonyok kapcsolata a kozegészségligyi



problémakkal. A csatornazas fejlesztésével a tifuszos megbetegedések szama csokkenni
kezdett. Budapest csatornahalézatanak kiépitése is megindult a Févarosi Csatornazasi Miivek
(FCsM) 1873-as megalakulasaval. Az akkori tervezok eldrelatasrol tantskodik, hogy a
fogytijtocsatornakat olyan szelvénymérettel tervezték, hogy azok vizszallito képessége még a
mai igényeknek is megfelel (FCsM, 2008). Budapestet a nagyobb vidéki varosok kovették a
szazad fordulon. 1908-ra a 28 torvényhatosagi jogi varos koziil mindossze haromban nem volt

kozlizemi csatornazas (Juhasz, 2004).

II.1.1.2. A szennyviztisztitas torténete

A csatornahalozat fejlédése mellett azonban tovabbra is problémat jelentett az ivovizbazisok
szennyezése, aminek megoldasara 1842-ben a vilagon els6ként Hamburgban megépitették az
elsé szennyviztisztitdo telepet. A vilag tobbi nagyvarosa mintegy 25 év késéssel kovette
Hamburg példajat (Seeger, 1999).

Kezdetben a szennyviztisztitas célja csupan a szennyezett viz zavarossaganak megsziintetése
volt, amihez sziir6ket és racsokat épitettek be a befogadoba valo befolyasnal vagy a
csatornahalozatba. A XIX. szazad masodik felében Anglidban a szlirést mar eldiilepitéssel
egészitették ki, megteremtve ezzel a modern mechanikai szennyvizkezelés alapjait.

Az els6 biologiai tisztitast is végzo, ipari szennyviz kezelésére kidolgozott csepegtetdtestes
rendszerek az 1880-as években, Walesben jelentek meg. A XX. szazad els6 felében ezek a
biologiai tisztitoegységek terjedtek el. Az eleveniszapos eljaras Iényegét elészor 1913-ban,
Anglidban a Davyhulme Szennyviztisztitomt mérnokei irtak le. Az eleveniszapos mitargyakat
is tartalmazo telepek azonban csak az 1950-es évektdl terjedtek el (Seeger, 1999).
Magyarorszagon az 1960-as években helyezték iizembe az els6 harom eleveniszapos
szennyviztisztitd rendszert Sajoszentpéteren, Budakeszin és Dél-Pesten. Ezekkel parhuzamosan

késziiltek el az els6 anaerob iszaprothasztok is (Juhasz, 2004).

I1.1.2. Szennyvizkezelés napjaink Magyarorszagaban

Magyarorszag felszini vizeinek 96 %-a az orszag hatdrain kiviilrél érkezik, igy azok
mennyisége €s mindsége jelentdsen fligg a felvizi orszagoktdl. Az élévizeink
szennyezettségéhez azonban dontéen hozzdjarulnak a hazai ipari, mezdégazdasagi és a
haztartasi, avagy kommunalis szennyezok. Mivel az ivovizellatas tobb mint 90 %-a a felszin
alatti vizkészletre tamaszkodik, ezek védelme is stratégiai feladat. A felszin alatti vizeket
elsésorban a mezdgazdasagi tevékenység, és a csatornazatlan lakoéteriileteken elszikkasztott

szennyviz fenyegeti (KvVM, 2007).



11.1.2.1. Az EU Viz Keretiranyelve Magyarorszagon

Eurdpai Uniés tagsagunk ota hazank szennyviz-elvezetési és —tisztitasi fejlesztéseinek
megvalésitasa az EU Viz Keretiranyelvnek (VKI) megfeleléen torténik. A VKI az
agglomeraciokat a lakosegyenértékben (LE) kifejezett Osszes szennyezdanyag-terhelésiik
alapjan osztalyozza. A LE a szennyviz szennyezéanyag-tartalmanak nemzetkozileg elfogadott
mértékegysége. Egy LE azt a szennyvizben 1év0, szerves, bioldgiailag bonthatd
szennyezOanyag-mennyiséget jelenti, amelynek napi biologiai oxigénigénye (BOls,
11.2.1.1.1.B. pont) érteke 60 g. Ez a megkdzelités abbol indul ki, hogy egy lakos egy nap alatt
koriilbeliil 60 g BOIs-nek megfelelé mennyiségii szerves szennyezdanyagot bocsat ki a
szennyvizébe. Az agglomeraciok LE értékének megadasanal a lakosok szamahoz hozzaadjak
az egyéb szennyezOanyag-terhelést ugy, mint a kozcsatornaba vezetett ipari szennyvizet,
valamint a kozintézmények, turizmus és szezonalis ingadozasokbol szarmazo terhelést.

A VKI alapjan 2015-ig minden 2000 LE feletti telepiilés szennyvizének gyiijtését és tisztitasat
meg kell oldani legalabb masodik fokozatu biologiai szennyviztisztito teleppel. Tovabba
azoknal a 2000 LE alatti telepiiléseknél is meg kell ezt oldani, amelyek rendelkeznek kézmiives
szennyvizelvezetéssel és a befogadojuk felszini viz. Amennyiben egy 10 000 LE feletti
telepiilés érzékeny teriileten fekszik, vagyis szennyvizének befogaddja eutrofizaciora
kiillonosen érzékeny felszini viz (Balaton, Velencei-td, Fert6-t0), akkor a III. fokozati,

nitrogén- és foszforeltavolitast biztosito egységekrdl is gondoskodni kell (KvVM, 2007).

11.1.2.2. A hazai helyzet

Az 1990-es évek elején hazank csatornazottsaga messze elmaradt a fejlett eurdpai orszagokétol,
alig haladta meg a 40 %-ot. Ekkor a szennyvizgyijté halozat hossza még csak 11 700 km volt.
2006-ban mar 35 000 km csatorna allt rendelkezésre, 2015-re pedig a tervek szerint 65 900 km
lesz, ami mar megfelel a fejlett orszagok kozel 90 %-os csatornazottsaganak.

A szennyviztisztitas tekintetében még a csatornazottsagnal is nagyobb az elmaradas. Ennek oka
egyrészt, hogy a csatornan OsszegyUjtott szennyvizek 26 %-a még mindig tisztitatlanul, illetve
csak mechanikai tisztitdst kovetéen keriil a befogadokba. Masrészt a létezd biologiai
szennyviztisztitok sem miikddnek minden esetben megfeleléen (KvVM, 2007).

Budapest jelenleg 5300 km-es csatornahalézata napi 500-600 ezer m’ szennyvizet szallit
naponta a Dundba. Ennek a szennyviznek minddssze 51 %-ét tisztitjak az Eszak-pesti és a Dél-
pesti Szennyviztisztitd Telepeken (FCsM, 2008). A kiépités alatt allo Févarosi Kozponti

Szennyviztisztito befejezésével ez arany 95 %-ra fog emelkedni (Eléduna, 2006).



I1.2. A szennyviztisztitas technolégiaja

A szennyviztisztitas célja, hogy a vizet olyan allapotban juttassuk a befogaddba, hogy az mar
ne jelentsen terhelést az élovilagra. Az idedlis az lenne, ha a vizet a befogadd természetes
vizmindségének megfelelden juttatnank oda vissza, ennek azonban technikai és gazdasagi
korlatai vannak. A szennyviz szdrmazasa szerint kiilon targyaljuk a kommunalis, avagy

haztartasi szennyviz tisztitasat, és az ipari szennyvizek kezelését.

I1.2.1. A kommunalis szennyviztisztitas
11.2.1.1. A kommunilis szennyviz

A haztartasokban keletkez6 kommunalis szennyviz elsésorban a konyhabol és a flirddszobabol
szarmazik. Osszetételét befolyasolja a lakéhely domborzata, az idészakos nagyobb esézések, a

lakossag  életszinvonala és  vizfogyasztasanak — mértéke
. 1. Tablazat. 1 LE szennyviz
(nagyobb vizfogyasztashoz higabb szennyviz tartozik). jellemzs  paraméterei Eléduna

Altalanos sszetétele az 1. tablazatban lathato. (2006) nyomén [g/nap].

A szennyviz és a tisztitott vizek Osszetételét kiillonbozé — paraméter Mennyiség
paraméterekkel jellemzik, amelyek a szén, nitrogén és foszfor = Vizhozam 150
vegytiletekrél adnak informaciot. A legéltalanosabban a Lebegdanyag 100
kovetkezd paramétereket mérik (Batorfi, 2000): :((;I 5:}20
I1.2.1.1.1. Szerves széntartalom mérése Nitrogén 10-12
Foszfor 2

11.2.1.1.1.A. Kémiai oxigénigény (KOI, mg/l)

A vizben levé anyagok térfogategységre vonatkoztatott redukaloképessége, amelyet az
oxigénfogyasztas mérésével, oxidaldanyagokkal (pl. kromat, kalium-permanganat) allapitanak

meg. Ertéke egyenesen aranyos a szervesanyag-tartalommal.

11.2.1.1.1.B. Bioldgiai oxigénigény (BOL, mg/l)

A vizben levé szervesanyagok mikroorganizmusok altali adott homérsékleten és id6 alatt
torténd oxidaciojahoz sziikséges oxigén mennyisége. Altalanosan 20°C-on végzik a mérést 1,
5, 7 vagy 20 napig, ez utobbi paramétert jelzik a névben (pl. BOIs). Ertéke a biodegradalhato

szervesanyag mennyiségével aranyos, értelemszertien sosem nagyobb a KOI-nal.

11.2.1.1.2. Nitrogénformadk mérés
A leggyakoribb szervetlen nitrogénformakat vizsgaljak, ugymint az ammoniumot, nitratot és

nitritet, ill. az dsszes nitrogént, amit altalaban Kjeldahl-szerint mérnek.



11.2.1.1.3. Foszforformdk mérése
A bioszféraban a foszfor szinte kizarolag a legoxidaltabb formajaban, foszfatként (PO4>) van
jelen. A novények is csak ilyen formaban képesek felvenni, ezért nevezik reaktiv foszfatnak is.

A szennyvizekben az 6sszes foszfort és a reaktiv foszfatokat is mérik.

11.2.1.2. Kommunalis szennyviztisztitas technologiaja

A szennyviztisztitas alapvetéen harom lépcsében torténhet (Barotfi, 2000).

11.2.1.2.1. 1. fokozat

Az els6 fokozat a mechanikai tisztitas, amelynek célja a durva szennyezddések, az iilepithetd és
a lebeg6 anyagok egy részének, valamint a zsirok, olajok eltavolitasa. Ezt a célt szolgaljak a
tisztitomiivek elején talalhato kiilonbozd racsok, sziirék, ko-, homok- ¢és zsirfogd miitargyak,
valamint az el&iilepitok. utobbiakban kiiilepitett iszap tovabbi kezelés céljabdl az iszapvonalra

kertil.

11.2.1.2.2. II. fokozat

A masodik fokozat célja a szervesanyagok bontasa. Ehhez altaldanosan biologiai
tisztitoegységeket alkalmaznak, amelyekben a bidta (baktériumok ¢és protozoak) anyagcseréje
folyaman szubsztratként hasznositja a szennyezdanyagokat. A masodlagos szennyviztisztito-

miitargyak lehetnek fix dgyasak vagy szuszpendalt rendszerek.

11.2.1.2.2.A. Fixagyas rendszerek
A fixagyas, avagy fixfilmes kezelési modok lényege, hogy a biologiai tisztitds a hordozon

kialakulo biofilmben megy végbe. A hordozok lehetnek inertek (kétérmelék, kavics, homok,
poliuretan hab) vagy ioncsere kapacitassal bird anyagok (pl. zeolitok, aktiv szén). Utdbbiak
esetében a biodegradacion kiviil a szorpciods folyamatok révén is sziirddnek ki szennyezok.

A fixagyas rendszerek legismertebb valtozatai a folyamatosan mozgatott tarcsas rendszerek
(rotalo kontaktorok), a feliilrél betaplalt csepegtetd testek és a toltott agyas reaktorok,
amelyeknél altalaban a betaplalas és a levegbztetés is alulrdl torténik.

Az utobbi két reaktor tipus legaltalanosabb problémaja az eltomddés, amit altalaban a
nyomasesés (pressure drop) paraméter valtozasa révén észlelnek az iizemelteték. Ennek
elkeriilésére idénként mosatasra van sziikség, ami azonban plusz koltséget jelent, valamint
szintén kezelend6 mosdvizet eredményez.

A fixagyas biofilmes reaktorokrél altaldnossidgban elmondhatd, hogy bar a szuszpendalt
rendszereknél rosszabbul birk6znak meg a 16késszerii terhelésekkel, mégis kevésbé érzékenyek

a tulterhelésre és a toxikus anyagokra. Nagyobb biomassza érhet6 el benniik, atlagosan 30-40



g/L, de eléfordul 74 g/L is, aminek koszonhetden nagyobb tisztito teljesitményre
képesek(Qureshi és mtsi, 2005). Régebbi kommunalis szennyviztisztitokban talalkozhatunk
veliik, vagy specialis feladatokra hasznaljak 6ket, mint pl. a Dél-pesti Szennyviztisztitdo Telep

harmadik fokozatként hasznalt nitrifikald és denitrifikald bioszlirék.

11.2.1.2.2.B. Szuszpendalt rendszerek, az eleveniszapos eljards
Bar a fixagyas reaktorok nagyobb hatékonysagra képesek, mégis a kisebb helyigényii és

gazdasagosabban iizemeltethetd eleveniszapos rendszerek terjedtek inkabb el a biologiai
szennyviztisztitdis masodik fokozataként. Ezekben a mikroorganizmusokat a szennyvizzel
keverik, és a biodegradacio elsddleges szintere a bioflokkulacio révén képzodott pelyhek
(IL.5.1.1.2. pont), amelyek altal az atlagos biomassza koncentracié 3-8 g/L korill alakul
(Qureshi és mtsi, 2005). Ilyen modon koériilbeliil 90 %-os szervesanyag csokkenést lehet elérni,
ami aranyos biomassza névekményként jelentkezik.

Bar eredetileg az eleveniszapos eljarast szakaszos lizem mellett irtdk le, ma mar minden
nagyobb kapacitdsu szennyviztisztitoban folyamatos lizemii rendszereket talalunk. Ezeknek a
lényege, hogy a beérkezé -elGiilepitett nyers szennyvizhez folyamatosan keverik az
utoiilepitdbol  visszakeringetett biodegradacidért felelés eleveniszapot. A leveglztetett
medencékben zajlik a szervesanyagok bontasa, majd a keverék az utodiilepitébe keriil, ahol az
eleveniszap idealis szerkezete esetén a biomassza kiiilepszik a tisztitott vizbél. Utobbit
tovabbvezetik a befogadoba vagy a harmadik fokozatra. A leiilepedett iszap egy részét
visszakeringetik a levegdztetett medencékbe, ez a recirkulaltatott iszap (RI), mig a biomassza
szaporulatként keletkezett tobbletet, az igynevezett f6l0siszapot az iszapvonalra szallitjak.

Az eleveniszapos rendszereknek nagyon sokféle valtozata létezik. A levegdztetés modja szerint
megkiilonboztetink felszini, felszinkozeli és fenék
levegobztetoket, siritett levegls és tiszta oxigénes
rendszereket. Utdbbiakat csak ritkan, nagy
szennyezOanyag-tartalmii  ipari  szennyvizeknél
alkalmazzak. Nehezen bonthat6 ipari szennyvizek
kezelésére elterjedtek még a teljes oxidacids
rendszerek, amelyekben hosszii levegdztetést
alkalmaznak viszonylag kis terhelés mellett.

Gyakori az eleveniszapos medencék valasztofalak

segitségével torténd szétvalasztasa ugynevezett

szelektorokra (1. abra). A szelektorok lehetnek 1. dbra. Orbal-tipust anoxikus-oxikus
szelektoros eleveniszapos medence
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levegoztetettek, azaz aerobok, vagy anoxikusak. Utobbi esetben csak a kitilepedést és a tovabb
aramlast biztositd minimalis keverést végeznek, igy az oldott oxigén a biologiai folyamatok
révén szinte teljesen elfogy. Az ilyen rendszereket elsésorban a denitrifikacié és a biologiai
foszforeltavolitas eldsegitése végett hasznaljak (11.6.3.4. és 11.6.2. pont).

Az eleveniszapos rendszerek lehetnek két- ill. tobblépcsosek is. Ilyenkor két vagy tobb teljes,
levegbztet6bol és iilepitobodl allo rendszert kotnek egymas utan. Az els6 1épesot altalaban Ggy
izemeltetik, hogy abban a konnyen bonthaté anyagok biodegradacidja menjen végbe (nagy
terhelés, rovidebb tartdzkodasi id6). A masodik 1épcsét pedig altalaban a nehezebben bonthatd
szennyezOk eliminalasara optimaljak (kis terhelés, hosszabb tartéozkodasi idd). Ezzel a

megoldassal inkabb ipari szennyviztisztitoknal talalkozhatunk (Princz és Olah, 2005).

11.2.1.2.3. III fokozat

A felszini vizeket egyre tobb mikroszennyezd (pl. peszticidek, gyogyszermaradvanyok, stb.) és

eutrofizaciot okozo tapanyag (nitrogén és foszfor vegyiiletek) terheli. Ezeknek az anyagoknak

az eltavolitasara fejlesztették ki a haromfokozati rendszereket, melyeket azonban

koltségességiik illetve helyigényiik miatt csak indokolt esetben, érzékeny befogadoknal

alkalmaznak. A harmadlagos kezelés sokszor tobb 1épcsobdl all, amelyek koziil a fert6tlenités

(amennyiben ilyet végeznek) mindig az utols6. A harmadik fokozat leggyakoribb fajtai a

kovetkezok:

1. Sziirés: Torténhet a maradék lebegdanyag (homoksziirés), toxikus vegyiiletek (aktiv szenes
sziirés), vagy nitrogén (nitrifikacios-denitrifikacios biofilmes sziirék) eltavolitasa céljabol.

2. Tavas rendszerek: Mesterséges tavak, gyakran makrofitakkal betelepitve, amelyek a
természetes Ontisztulasi folyamatokat hasznaljak ki. Lehetévé teszik a lebegé anyagok
kitilepedését és a biologiai tisztitas folytatasat.

3. Mesterséges lapok: Telepitett gyékényes, nadas vagy egyéb ndvényes lapok, amelyek
onmagukban is végezhetik kisebb telepiilések, lizemek szennyviztisztitasat.

4. Fertobtlenités: Célja a befogadoba jutd mikrobak, elsésorban patogének szamanak

csokkentése. A leggyakrabban klorral, 6zonnal vagy UV sugarzassal torténik.

11.2.1.2.4. Iszapkezelés

Az el6- és utoiilepitokrol szarmazo szennyviziszap kezelése egy tobblépesds folyamat, amely
az iszap stritésével kezdddik. Ez torténhet gravitaciosan, centrifugalassal, stiritd sziiréssel stb.
Ezt koveti leggyakrabban az anaerob rothasztas, amely tobb hétig is eltart, és biogaz
termel6désével jar, amit energiaforrasként hasznosithatnak. A kirothasztott iszapot tovabbi

viztelenit6 eljarasok utan elégetik, komposztaljak, vagy egyéb modon hasznositjak.



11.2.1.3. A Dél-pesti Szennyviztisztité Telep (DpSzT)

A f6varos négy délpesti keriiletének (XVIII, XIX, XX. és XXIII. keriilet) csatornahalézata a
domborzati viszonyoknak megfelelden a Rackevei-Soroksari Dunadg fel¢ lejt. A fomedernél
sekélyebb és joval keskenyebb oldalag vizhozamat a f6ag vizszintje mellett a kidgazasra épitett
Kvassay zsilip hatarozza meg. Mivel a Rackevei-Soroksari Dunaidg a féaghoz képest
lényegesen kisebb vizhozamu (Budapestnél a fag atlagos vizhozama 2500 m’/s, az oldalagé
35 m’/s), ezért vize sokkal érzékenyebb a bejutd szennyezédésekre, amiért hazai viszonylatban
az elsék kozt, mar az 1950-es években megkezdték a teriilet szennyvizét tisztitd tizem épitését.
A biologiai tisztitast is végzd telep 1966-ban kezdett lizemszerien miikddni, és egy évvel
késébb az iszapkezelés is megvaldsult. 1989 ota az iszapagon képz6dé biogazt gazmotor
segitségével hasznositjak, amivel mara a szennyviztisztitd energiaigényének jelentds részét
fedezik. 1999-ben harmadik fokozatként tizembe helyezték a nitrogén- és foszforeltavolitast
végz8 Biofor egységeket. A szennyviztisztito kapacitdsa jelenleg napi 80 000 m’, ami

kortilbeliil 300 000 lakos szennyvizét jelenti (FCsM, 2008).

11.2.1.3.1. A Dél-pesti Szennyviztisztito Telep felépitése és miikodése
A Telepen haromfokozata
szennyvizkezelés zajlik. A tisztitomi
felépitése a koveti a hagyomanyos
felépitést. A szennyvizet és
csapadékvizet egyarant magaba foglalo
viz (2 abra, piros nyil) gravitaciésan
érkezik a  telepre, ¢és  elGszor
mechanikai ~ el6tisztitason esik  at.
Kéfogokban felfogjdk a  csatorna
fenekérdl szarmazo gorgetett
anyagokat, rdcsokon kiszlirik a
nagyobb  lebegd  anyagokat, a
homokfogé medencékben Kkiiilepitik a

homokot, a zsirfogokban pedig

levalasztjak a zsirokat és olajokat (2

2. abra. A DpSzT feliilnézeti képe. Piros nyil: befolyo viz; 1:

abra, 1). Ezt kovetSen a viz a Dorr k6-, homok- és zsirfogd racsok; 2: el6iilepitok; 3: eleven-
tiPUSﬁ eléﬁlepitc’ikbe keriil (2 abra, 2), iszapos medencék; 4: utoiilepitdk; 5: Biofor-NP; 6: Biofor-DN;

amelyek  gépi  kotroberendezéssel 7: klorozo; 8: iszaprothasztok; kék nyil: elfoly6 viz.
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ellatott sugariranyu atfolyasu iilepitok. Itt eltavolitjak a konnyebb iilepithetd szervesanyagokat,
igy keletkezik a nyersiszap. Ez utobbi tovabbi feldolgozasra az iszapvonalra keriil (2 abra, 8),
mig a vizfazis az eleveniszapos medencékbe folyik (2 abra, 3).

Az eleveniszapos medencékben torténik az elsddleges szervesanyag-eltavolitas, amit jelentds
KOI csokkenés jelez (a telepi befolyd 450-650 O, mg/L-es érték 30-80 O, mg/L-re csokken). A
sorosan kapcsolt nyolc medence koziil az elsd kettét nem levegdztetik, vagyis anoxikus
szelektorként miikodnek, amivel eldsegitik a biologiai foszforeltavolitast, ill. a denitrifikaciot.
A szintén Dorr tipusu utéiilepitékben (2 abra, 4) Kkililepedett eleveniszap egy részét
recirkulaciods iszapként visszakeringetik az eleveniszapos medencékbe, a folosiszap pedig az
iszapvonalra keriil.

Az iszapagon (2 abra, 8) az iszapot el6szor siritik, majd az anaerob rothasztokban tobb hetes
rothasztas soran biogazt fejlesztenek, amit gazmotor segitségével elektromos aram termelésre
hasznalnak. A kirothadt iszapot centrifugaldssal viztelenitik, majd a mezdgazdasagban
hasznositjak, vagy a lerakdkban artalmatlanitjak.

Az utéiilepitokrol 6sszegylild viz a tdpanyag mentesité harmadik fokozatra, a Biofor bioszlird
rendszerre kertiil (2 abra, 5 és 6), ahol a foszfor, a nitrogén és az utdiilepitdkrdl visszamaradod
szerves szennyezddések eltavolitasa zajlik. Ezekben a toltott dgyas reaktorokban egy specialis
keramiagolyos toltet, a Biolite (Deront és mtsi, 1998) talalhat6. A nitrogén-eltavolitas két
Iépcsdben torténik. A viz eldszor a hat parhuzamosan tlizemeld, also légbefuvasos NP
medencébe keriil (2 abra, 5), ahol a nitrifikacié és a maradék reaktiv foszfat eltavolitasa
torténik. Utobbit kémiai uton valdsitjdk meg, vasszulfatot (Fe)(SOs);) adagolnak a
medencékbe, ami a foszfat ionokkal kiiileped6 oldhatatlan csapadékot képez. A denitrifikacié a
négy nem levegodztetett, anoxikus denitrifikald (DN) medencében megy végbe (2 abra, 6),
amelybe szénforrasként metanolt adagolnak. Az eltomddés elkeriilése végett az eloregedett
biofilmet nagy nyomasi mosovizzel (tisztitott viz) idénként lemossdk, ez a nitrifikalo
medencék esetében atlagosan 24, a denitrifikalo medencéknél pedig 20 tizemora. A nitrifikalo
¢és denitrifikalo szervezetekben gazdag mosoviz az eleveniszapos medencékbe keriil vissza.

A Biofor egységnek koszoénhetéen a DpSzT tisztitott vizének a lebegéanyag-tartalma 20 mg/L
ala, az Osszes nitrogén harmadara (31 mg/L helyett 11 mg/L), az dsszes foszfor mennyisége
pedig kétharmadara (1,9 mg/L helyett 1,3 mg/L) csokkent. A legjelentésebb eredmény azonban
az, hogy az ammonium-nitrogén atlagosan a korabbi 30 mg/L-es értekrél a 2 mg/L-es
hatarérték ala esett vissza (2. tablazat).

A tisztitott szennyvizet a Rackevei-Soroksari Dunaagba vald engedés el6tt sziikség esetén,

elsésorban nyaron klorgazzal fertdtlenitik (2 abra, 7).



11.2.1.3.2. A Dél-pesti Szennyviztisztito Telep hatdisfoka

A DpSzT technoldgidjaban, 2. Tablazat. A befolyo és elfolyé vizminéségi adatok FCsM (2008)

miiszerezettségében  és  tisztitasi  MYoman [mg/L].

komplexitdsiban ~ az  curépai  Vizminéségi  Befolyé Elfolyé DpSzT EU
élvonalba  tartozik. aminek az paraméter viz viz eléirasa hatarértékek
, , , . KoI 633 46 50 125

eredményeként az eurdpai

BOI; 344 11 10 25
normaknal jobb paraméterekkel Lebegéanyag 267 6 35 35
keriil a befogadoba a tisztitott viz NH,'-N 47 1,2 2 -
(2. tablézat). NO;-N 0.2 5 9 -

Osszes N 44 11 - 10-15
Ennek ellenére szélsdségesebb = . ‘

Osszes P 13 1,3 1,8 1-2

korilmények kozt, mint példaul téli

nagy hidegekben, nyari kanikuldkban, nagy es6zésekkor, eléfordul, hogy a biologiai egységek
(eleveniszapos medencék, Biofor) nem megfelelé hatasfokkal miikddnek. Kiilonosen igaz ez a
nitrifikdciés biosziiré egységre (NP medencék), amelyek a téli id6szakban gyakran nem

képesek hatarérték alatti ammonium-nitrogén koncentraciokat elérni (3. abra).

L
+
N
o

[9.] 301M9s19WOH

T 15

T+ 10
l;5
t t t -0

november marcius majus julius szeptember

‘-elfolyé ammonium —=NP medencék hdmérséklete ‘

3. abra. NP-Biofor medencék hémérséklete és az elfolyd viz ammonium-nitrogén koncentracidja.

Az ammonium-nitrogén hatarértéke pirossal jelolve.
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I1.2.2. Ipari szennyvizek

A legtobb ipari tevékenység soran keletkezé szennyviz Osszetétele, homérséklete jelentSsen

eltér a kommunalis szennyvizétdl, ezért a befogadoba vagy a csatornahalozatba engedése,

illetve esetleges ujrahasznositisa eldtt kiilon kezelést igényel. Az alkalmazott tisztitasi
eljarasok nagyban fliggnek a szennyezOktél, amelyek iparaganként, sot tizemenként
valtozhatnak. A tisztito telepek sokszor alkalmaznak a kommunalis szennyviztisztitasbol ismert
rendszereket vagy azok modositott valtozatait (pl. eleveniszapos eljaras, biofilmes reaktorok).

Emellett gyakran talalkozhatunk kémiai (semlegesités, kicsapatas) és fizikai (reverz 0zmozis)

eljarasokkal is. Nagy altalanossagban iparaganként a kovetkezok Osszegezhetok a keletkezd

szennyvizekrdl (Barotfi, 2000):

1. Nehézipar:Valtozatos szennyezékkel taldlkozhatunk. Igy példaul a villamos erémiivekben,
aluminium iparban a befogadok hészennyezésének elkeriilése jelenti a legfobb kihivast,
amit hitétornyokkal oldanak meg. A banyaszatban az erdsen savas, nehézfémekkel, lebegd
anyagokkal terhelt szennyvizeket kell megtisztitani altalaban komplex kémiai, fizikai és
esetleg biologiai eljarasokkal. A galvanizalo lizemek elektrolitokkal szennyezett vizét
fizikai-kémiai eljarasokkal tisztitjak. Az acélgyartasban az olvasztas soran keletkezd
hiitéfolyadék hészennyezése mellett a kokszgyartas soran keletkezo vizek tisztitasa érdemel
kiilon figyelmet.

2. Vegyipar: Nagyon sokféle nehezen bonthatd vegyiilettel szennyezett vizek képzddnek,
amelyek valtozatos kezelési eljarasokat igényelnek, sokféle kiilonleges biologiai tisztitast
végz6 reaktorral. Szamos bonthatatlan, toxikus vagy karcinogén vegyiilet is képzddik,
amelyeket fizikai eljarasokkal vonnak ki ezekb6l a vizekbdl.

3. Elelmiszeripar: Nagymennyiségii bar zomében konnyen bonthato —szervesanyagok,
patogének ¢és zsiros-olajos szennyezddések jelentik ezen iparag legfobb vizszennyezdit.
Elobbiekkel elsdsorban biologiailag, utobbiakkal fizikai-kémiai eljarasokkal kiizdenek
meg.

4. Konnytipar: A legkevésbé szennyezett vizek a fa- és papiriparban képzddnek, mig a bor- és
textiliparban eldallitott szinezd- és mosdanyagok nehezen bonthatd szerves vegyiileteket,
nehézfémeket is tartalmaznak. Utdbbiak specialis fizikai-kémiai és biologiai kezelést

igényelnek.



I1.2.2.1. A Kkokszgyartas és szennyvizeinek kezelése

11.2.2.1.1. Kokszolds

A modern nyersvasgyartashoz, ami egyben az acélgyartas elso 1épése elengedhetetlen a koksz,
amely egyrészt biztositja az olvasztashoz sziikséges hot, masrészt a szén redukalja a vasére vas-
oxidjait vassd. A kokszolas vagy mas néven magas hofoku szénleparlas soran nagy
teljesitményti kokszold blokkokban mas néven kamras kemencékben leveg6tol elzartan hevitik
a koszenet. A hevités kovetkeztében szaraz desztillacid megy végbe a kovetkezoképpen
(Nowak és mtsi, 2004):

1. 100°C-ig a készén kiszarad.

2. 100-300°C kozott a kotott allapotu viz is kivalik, széndioxid, kénhidrogén képzddik, a
gyantaanyagok desztillalnak.

300-450°C kozott a készén megolvad, katrany és egyéb szénhidrogének keletkeznek.
450-550°C kozott a katranyképzodés befejezddik, kialakul a félkoksz szerkezet.

550-700°C kozott tovabbi gazképzdés torténik.

R

700°C felett a szénhidrogének is bomlanak, hidrogén keletkezik, a szén megszilardul és

kialakul az egyre tomorebb kokszszerkezet.

7. 900-1100°C-o0s maximalis homérséklet elérésekor a volatilizalhatd vegyiiletek mar mind
tavoznak. A szén grafit formajaban szilardul meg, kialakul a koksz jellegzetes eziistos
szine, porozus szerkezete és nagy szilardsaga.

A kokszolas termékei a koksz, a kokszgaz, a gazviz és a katrany. A katrany szénhidrogéneket

¢és heterociklusos vegyiileteket tartalmaz. A kokszgaz foként hidrogénbdl és metanbol all, de

tartalmaz katranyt, ammoniat, kén-hidrogént, cian-hidrogént, naftalint, benzolt és
benzolanalogokat is. Utdbbiakat a gazmosas soran tavolitjak el, és az igy képz6d6 gazmosoviz

a gazvizzel egyiitt kerdl tisztitasra.

11.2.2.1.2. A kokszolok szennyvize

A kokszolas soran kidesztillalt gazviz, a gazok tisztitasahoz hasznalt gazmosoviz, ill. a forrd
koksz hiitéséhez hasznalt viz egyiitt képzik a kokszolok szennyvizét, amely erdsen szennyezett
elegy. A szennyvizben az egyes komponensek koncentracidja a szén mindségének és a
kokszolasi folyamat koriilményeinek fiiggvényében valtozik (Vazquez és mitsi, 2006a).
Altalanosan elmondhatd, hogy szdmos szennyez6 vegyiiletet tartalmaz nagy koncentracioban,
amelyek koziil a fenol és kilonboz6 szarmazékai (pl. krezolok, rezorcin), a nitrogént

tartalmaz6 heterociklusos (NHC) vegyiiletek (pl. kinolin), a cianid (CN’), a rodanid (tiocianat,



SCN") és az ammonia (szabad NH; és NH,") a legjelentdsebbek (3. tablazat, Songhu és mtsi,
2007). A nehézfémek koncentracioja alacsony, a foszfortartalmi vegyiiletek pedig
gyakorlatilag teljesen hianyoznak ezekbdl a vizekbdl (Vazquez és mtsi, 2006a).

3. Tablazat. Kokszolomiivi szennyvizek dsszetétele (Ghose, 2002; Liu és mtsi, 1996; Maranon ¢és mtsi, 2008; Toh

¢és Ashbolt, 2002; Vazquez és mtsi, 2007) nyoman [mg/L].

India Kina  Ausztrilia Németorszag Spanyolorszag Magyarorszag
KOI 532-810  630-1160 1800-2200 4000-6500 800-3030 3400-6100
BOI 64-92 200-726  450-720 1600-2600 500-1150
NH,'-N 337-562  220-300 200-5100 50-150 200-1010 2-500
SCN Na 184 180-535 200-500 180-450 360-1000
CN 8,2-20,7 0,04 70-95 4,0-15 15-50 1,7-117
TKN na 305-390 na 300-500 250-1245 na
fenolindex” 1-124 41-80 60-1040 400-1200 180-485 59-1070
lebegéanyag na Na 40-50 2.0-10 25-50 na
11.2.2.1.3. A kokszolok szennyvizének kezelése

Ilyen sokféle szennyezdt tartalmazd vizek kezelésére a legalkalmasabb a biologiai tisztitas,
ezért kevés kivételtol eltekintve (Ghose, 2002) elsosorban igy kezelik a kokszolomiivi
szennyvizeket. Azonban a szennyezOk tobbsége toxikus a legtobb mikroorganizmusra, ezért
sziikséges kiillonboz6 elékezeléseket végezni (Vazquez és mtsi, 2006b). Szamos eldkezelési
eljaras ismert, ezek kozill leggyakrabban az ammonia kihajtast végzik, amely soran nyert
ammoniat vegyipari célokra (pl. miitragyagyartas) hasznaljak. Ezt kovetheti a fenol kihajtésa,
ezt elsdsorban Indidban és Kindban alkalmazzdk (Ghose, 2002; Liu és mtsi, 1996), ami
magyarazza az ottani szennyvizek alacsony fenoltartalmat (3. tablazat). Ezen kiviil kiilonbozd
kémiai eljarasokat végeznek a cianid artalmatlanitdsara ¢és a lebegbanyagok csokkentésére (Lai
¢és mtsi, 2007), vagy 6zonos kezelést a szin és a rodanid eltavolitasara (Chang és mitsi, 2008).
Mindez az eltérd szénmindség és a kiillonbozé kokszolasi eljarasok mellett magyarazza a
biologiai tisztitas elott allo vizek eltérd osszetételét (3. tablazat).

Az alkalmazott biologiai tisztitasi eljarasok koziil kétségkiviil az eleveniszapos a leggyakoribb
(Liu és mtsi, 1996; Vazquez ¢és mtsi, 2006b). Léteznek ennek kiilonb6z6 modositott valtozatai,
amikor pl. tobblépcsds rendszereket alkalmaznak (Vazquez és mtsi, 2006b) vagy tiszta
oxigénnel aeralnak (Vazquez és mitsi, 2007). Kinaban az anaerob és anoxikus eldkezelési
eljarasokat kiilonboz6 biofilm hordozokkal kombinaljak a nagyobb hatékonysag reményében

(Jianlong és mtsi, 2002; Li és mtsi, 2005; Li és mtsi, 2003; Yan és mtsi, 2007). Alkalmaznak

" Az sszes fenolszerii vegyiilet koncentracioja, amely 4-aminoantipirénnel reakciot ad.



tovabba anaerob ammonia-oxidaciora (I11.6.3.5. pont) épitd rendszereket (Toh és Ashbolt,
2002), és mesterséges ldpokat is (Jardinier és mtsi, 2001). Altalanosan elmondhaté, hogy a
kokszolomiivi szennyviz tisztitasa nem konnyi feladat, és nagyon valtozo az egyes rendszerek

hatasfoka a kiilonb6z6 szennyezok esetében.

11.2.2.2. Dunai Vasmii, az ISD DUNAFERR Zrt.

Bar egy Duna-menti vasmii felépitésének gondolatat mar Széchenyi is felvetette, hazank elsé
acélmiivei az orszag északkeleti részén létesiiltek A Dunai Vasmi épitését 1950-ben az elsd
Otéves terv legjelentdsebb beruhazasaként kezdték meg Dunapentelén (1951-61 kozott
Sztalinvaros, ma Dunatijvaros). A termelés az elsd két nagyolvasztd (Siemens—Martin
kemence) elkésziiltével kezdbdhetett meg (1954), majd az ezt kovetd idészakban (1955-60)
parhuzamosan folyt az épitkezés és a termelés. Ennek keretében tovabbi két nagyolvasztd
keriilt belizemelésre, atadtak a meleghengermiivet (1960) és az els6 két kokszoloblokkot (1956,
1960). Ezt kovette a hideghengermii megépitése, a kohaszati masodtermékek gyartasanak
beinditasa, majd 1986-ban a harmadik kokszoloblokk tizembe helyezése. Az 1983-t6l
DUNAFERR Dunai Vasmii a magyar vaskohdszat meghatarozo vallalata, amely a kés6bb
egyike lett a rendszervaltas kevés nehézipari tuléléjének. A mara szamtalan kisebb alvallalatbol
allo cégesoport 2004-es privatizacidjakor az ukran-svajci Donbass—Duferco konzorciumé lett.

A kokszoloblokkokat jelenleg az ISD Kokszold Kft. (ISD-K) tizemelteti.

11.2.2.2.1. Az ISD Kokszolo Kft. kokszolomiivi szennyvizének kezelése
Az ISD-K jelenleg két kokszoloblokkot, a hozza kapcsolodo széneldkészitot, kokszosztalyozot
és vegyi lizemet mikodteti. Termékei a koho- és ontddei koksz, az ipari és haztartasi koksz, a

kamragaz, a katrany, a nyersbenzol és a folyékony kén.

11.2.2.2.1.A. Elokezelés

A kokszolomii szennyvizét eldszor a Still-Claus iizemegységben kéntelenitik, valamint
kihajtjak beléle az ammoniat. Ennek hatasara optimalis miikodés esetén az utobbi vegyiilet
100-200 g/L-es koncentraciorol 300 mg/L ala esik vissza. Innen kerill a tulajdonképpeni
szennyvizkezel8be, ahol el6szor kémiai kezelésnek vetik ala. A kémiai kezelés elsddleges célja
a szabad cianid eltavolitasa, ehhez elészor kalcium-poliszulfidot, majd egy polialuminium-
klorid és poliamin hatéanyagt flokkulaloszert adagolnak a vizhez, és keverés utan atlag 35
oraig lilepitik. Ezzel a szabad cianid igen jo hatasfokkal (88 %) tavolitodik el, a kotott cianid
azonban felére sem csokken (44 %), az egyéb szennyezOk koncentracidja pedig gyakorlatilag

valtozatlan marad.
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11.2.2.2.1.B. Biolégiai kezelés

Ezt kovetden a kémiailag kezelt viz (KK) egy
kétlépcsos eleveniszapos  technologiaju
biologiai  egységre  keriil, amely hat
levegbzteté medencéb6l és  két  Dorr-
ilepit6bdl all. A biologiai folyamatokhoz
sziikséges foszfort foszforsav adagolassal
biztositjak, a levegdztetést pedig felszini

rotatorokkal végzik (4. abra). A folyamat

soran keletkezd kb. 5%-nyi folosiszapot a
kokszoloblokkokban égetik el.

4. abra ISD Kokszolo Kft. biologiai viztisztitd

P Y , . egységének rotatoras levegdztetdje
Az els6 1épcsében a KK 80 %-a és az elsd

Dorr iilepitébdl szarmazo recirkulaltatott iszap (RI) az elsé négy parhuzamosan kapcsolt
levegoztetett medencébe keriil (SA. abra), ahol a szennyviz tartézkodasi ideje kb. 24 ¢éra. Errdl
a lépcsordl iilepités utan elfolyo vizet, a KK 20 %-at és a masodik tilepitébdl szarmazo RI-ot
vezetik a masodik 1épcso két levegdztetett medencéjébe, ahol mar csak 11 6ra a szennyviz
tartozkodasi ideje. Bar ennek a kétlépcsés technologianak is elébb a kénnyen bonthatd, majd a
nehezebben bonthatd szennyezOk eltavolitasa a célja, mégis az altalanos részben leirtakkal
szemben (I11.2.1.2.2.B. pont), itt egy kisebb terhelésii, hosszabb tartozkodasi idejii elsd 1épcsot
kovet egy nagyobb hidraulikus terhelésii, rovidebb tartdzkodasi idejii masodik 1épcso.

Az altalunk vizsgalt idészak elején, az egyik Dorr medence karbantartasi munkalatai miatt az
tizemegység egylépcsésként kényszeriilt mikodni (5B. abra). Ekkor a KK egésze és az
egyetlen iilepitébdl szarmazo RI a hat parhuzamosan kapcsolt levegdztetett medencébe kertilt,
ahol a kezelendd viz tartozkodasi ideje kb. 26 ora volt.

Elfolyd Elfoly6

A B
Kémiailag Recirk | iszap Kémiailag Recirk] iszap
kezelt viz kezelt viz

T T T ]
T T T 1] ll

Leveg6ztetett medencék

5. abra. ISD Kokszolo Kft. Biologiai viztisztito egységeinek sematikus rajza kétlépesos (A) és egylépesds (B)

iizemmenet esetén
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I1.2.2.2.2. A szennyviztisztité hatdsfoka
Mint sok mas kokszolomiivi szennyvizkezelénél, az ISD-K-nal sem tokéletes a bioldgiai
tisztitas, ahogy azt a 4. tablazat adatai szerint lathatjuk.

4. Tablazat. Az ISD Kokszold Kft. bioldgiai viztisztitisanak jellemzoi (2003.06.01-2004.05.31), a cég sajat mérési

nyoman, kiemelve a hatarérték feletti értékek, KK = kémiailag kezelt viz, TV = biologiailag tisztitott viz.

KK [mg/L] TV [mg/L] Hatésfok Hatarérték
min max  atlag min max  atlag %] [mg/L]

KOI 2900 5100 4059 172 656 332 86 150
Fenolindex 372 1120 621 0,01 0,11 0,02 100 3

SCN” 473 1258 757 0,2 157 11 98 -

szabad CN° 0,1 11 05 001 028 005 86 02
osszes CN” 2,4 211 28 1,5 120 21 7 10
NH,*-N 5 972 208 54 809 279 -180 10
pH 58 103 767 54 77 6.5 - 6-9

Bar a legtoxikusabb vegyiileteket, a fenolt és szarmazékait, valamint a szabad cianidot
gyakorlatilag mindig megfeleld hatasfokkal tavolitja el a rendszer, a t6bbi szennyez6 esetén a
helyzet mar korantsem ilyen jo. A KOI és ammonium-nitrogén még a legjobb miikddés esetén
sem éri el a hatarérték megkivanta szintet, sdt utobbi koncentracioja ahelyett, hogy csokkenne,
rendszeresen né a kezelés folyaman. Rodanidra ugyan nincs hatarérték, és legtobbszor kivalo
hatasfokkal degradalodik, mégis bizonyos idészakokban, ismeretlen okok miatt bontdsa nem
teljes (6. abra).

SCN-
[mg/L] 1200

Ay L

400

3

200

/\__A/\»/\_/\_/\MM«

S S N N N N & & & \ > $ $

PO A O RS SC SRS SPC SR G
& S S RO S I A

» LS LS B> LS LS LS B> LS

[—Kémiailag kezelt viz — Tisztitott viz |

6. abra. SCN” koncentracio alakulasa a kémiailag kezelt és a biologiailag tisztitott viben a ISD Kokszold

Kft. saiat mérései alapian.

¥ Negativ érték esetén az adott komponens koncentrécioja az elfolyoban nagyobb volt, mint a befolyoban, vagyis

az adott komponens termel3dott a biologiai kezelés soran.
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11.3. A szennyviztisztitas mikrobiologiai kutatasa

A szennyviztisztitassal kapcsolatos mikrobiologiai folyamatok attekintése elétt elengedhetetlen

megismerkedniink a modern mikrobialis 6kologia kialakulasaval és modszertani repertoarjaval.

11.3.1. A modern mikrobiilis 6kologia torténete

11.3.1.1. A mikrobialis 6kolégia kezdetei

tenyésztés alapti modszerek jelentették a legfébb eszkozt. A kiilonbozo dusitd és szelektiv
taptalajok révén mar a legels6é kornyezeti mikrobiologusoknak, Martinus Beijerincknek (1851-
1931) és Sergei Winogradskynak (1856-1953) is sikeriilt szamos, ma is nehezen
tenyészthet6ként szamon tartott baktériumot leirniuk, mint példaul a kénhidrogén-oxidalo
Beggiatoa (Vinogradszkij, 1887), az ammonia-oxidald Nitrosomonas (Vinogradszkij, 1892)
vagy az aerob nitrogén-fixaldé Azotobacter (Beijerinck, 1900) nemzetség tagjait. Az altaluk
alkalmazott tenyésztéses megkdzelitésnek azonban szamos korlatja van, hiszen a kiilonféle
mikrobak életterét kiilonleges tapanyagigényiik, szimbiotikus kapcsolataik miatt nagyon nehéz,
ha egyaltalan lehetséges laboratoriumi koriilmények kozott modellezni. Az ebbél adodo
legjelentésebb problémat elsdként még maga Winogradsky fogalmazta meg: ,a
hagyomanyosan tenyésztéshez hasznalt kozegekben csak a kisebbség tud kifejlédni... a
mikroflorat sem mindségileg, sem mennyiségileg nem lehet igy értelmezni.” Vagyis a
mesterséges tapkozegekben torténd tenyésztéses eljarasok szelekcios er6ként hatnak a
jelenlévo mikrobakdzosségre, és ezért torzitjak annak Osszetételét.

A probléma felvetése tehat viszonylag hamar megtortént, azonban a mikrobialis 6koldgia
kozvetlen mikroszkopos sejtszamlalas eredményeit vetették Ossze a telepszamlalason alapuld
csiraszambecslések eredményeivel, és azt talaltak, hogy a kettd kozott nagysagrendbeli
kiilonbségek vannak. Ezt a jelenséget nevezték el ,,a nagy telepszamlalasi anomaliaként” (“the
great plate count anomaly”).

Az 1980-as években a probléma megoldasara az eredetileg molekularis biologus Normann R.
Pace uj otlettel allt eld, melynek lényege, hogy minden sejtes ¢l6lény detektalhatdo ¢és
azonosithato riboszémait képzé RNS molekulai alapjan. A gyakorlatban ez tigy nézett ki, hogy
vettek kortilbeliil 1 kg tiledéket a Yellowstone Nemzeti Park Octopus héforrasabol, majd

hosszadalmas tisztitasi eljarasokkal izolaltak az 5S rRNS-t tartalmazo frakciot, és végiil
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megallapitottak 3 kiilonboz6 ,,faj” bazis sorrendjét (Stahl és mtsi, 1985). Mddszeriik koltséges

¢és kortilményes volta miatt nem terjedt el széles korben, de elvilkk a modern mikrobialis

okologia alapja lett. A nagy attorést itt is, mint a bioldgia szamos mas teriiletén a polimeraz

lancreakcid (Polimerase Chain Reaction = PCR) jelentette (Mullis és mtsi, 1986).
A mikrobialis okologusok koziil 1990-ben elsdként Pace egykori munkatarsa, a tengeri

mikrobiologus Stephen Giovannoni hasznalta a PCR technikat (Giovannoni és mtsi, 1990). O is

a riboszomalis RNS-t kodolo gént vizsgalta. A kicsiny 5S RNS génje helyett viszont a

korabban torzsfakészitéshez is hasznalt (Woese és Fox, 1977), atlag 1500 bazispar hosszu 16S

rRNS molekula génjét szaporitotta fel. Kutatasai els¢ alanyaul a kozismerten tapanyag

szegény, ¢és ezért feltételezetten szerény mikrobialis diverzitasi Sargasso-tengert valasztotta. A

PCR technikanak koszonhetéen mar ebbdl az alacsony biomasszaju vizbdl is tobb szazféle

baktérium rRNS génjét tudtak kimutatni. Az igazi meglepetést azonban az okozta, hogy a

legnagyobb szdmban kimutatott 16S rRNS gén szekvencidja meglehetsen tavol allt minden

addig tenyésztett baktériumétdl. Ez az a-Proteobacteria szubdivizidba tartozo csoport a SAR11

nevet kapta, és csak 2001-ben sikertilt el6szor tenyészteni (Giovannoni és mtsi, 2005).

11.3.1.2. A modern mikrobilis 6kolégia altal megismert mikrobiéta

Az ttord jellegli kutatasok utan a PCR alapu kornyezeti mikrobiologiai kutatasok a ’90-es

években gomba modra szaporodtak. A

tengereket és héforrasokat sorba kovették az

egyre  kevésbé  kiilonleges  ¢élShelyek.
Megvizsgaltak kiilonb6z6 talajokat,
uledékeket, édesvizeket, bevonatokat,

lepedékeket, és nem utolso sorban szamtalan,

az alkalmazott tudomany szempontjabol

érdekes kozeget, mint példaul fermentorokat,
bioreaktorokat, komposztokat, rothasztokat,

szennyviziszapokat. A lista gyakorlatilag

végtelen, a mikrobiologusok mindig fognak
ujabb és Gjabb még nem kutatott él6helyeket

talalni. JOl mutatja ezt, hogy Pace ¢s

munkatarsai egyik kozelmultban sziletett

munkajukban a zuhanyzé fliggényokon ¢él6

mikrobdkat vizsgaltak (Kelley és mtsi, 2004).
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7. abra. Az ismert bakterialis vilag torzsfaja 1987-ben

Hugenholtz és mtsi (1998) nyoman.
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A nem csillapodé lelkesedés eredményeként a publikus szekvencia-adatbazisok kozi*l a
GenBank-ben jelenleg (2008 junius) a 900 ezret kozeliti a 16S rRNS gén szekvencidk szama,
de a csak ellenérzott szekvenciakat tartalmazé Ribosomal Database Project II (RDP) 2008
oktober 30-ai frissitésében (release 10) is 706 ezer szekvencia talalhato, és ezek koziil

mindosszesen 147 ezer szarmazik tenyésztett baktériumokbol, és csak 5534 leirt fajok tipus
torzsébdl (Cole és mtsi, 2007).

A PCR alapu kutatasok eredményébdl kideriilt, hogy a tenyésztéses modszerek sokkal jobban
torzitjdk a valds allapotokat, mint azt korabban feltételezték. Az eredményeket Gsszegezve

kidertilt, hogy a legkiilonbozébb mintakbol tenyészthetd baktérium fajok csupan 10-0,1 %-at
teszik ki a PCR alapu technikaval kimutathatoknak.
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8. abra. Az ismert bakterialis vilag térzsfaja 2004-ben Schloss ¢s Handelsman (2004) nyoman. A diviziok

szine a tenvésztett szekvenciak aranvat tikkrozi.
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Raadasul az utobbiak kozott szinte mindig akad olyan, amelynek még kozeli rokonat sem
sikeriilt eddig senkinek sem tenyésztenie. Igy az él6vilag faja az elmilt 15-20 évben benépesiilt
szamtalan eddig még senki altal nem latott, de koriilottiink é16 organizmussal (7. és 8. abra;
Hugenholtz és mtsi, 1998; Schloss és Handelsman, 2004). A Bacteria agon szamos ilyen eddig
nem tenyésztett divizio létezik. Az emlitett RDP frissitésében szereplé 38 monofiletikus
divizié (phylum) koziil nyolcnak egyetlen tenyésztett tagja sincs, de tovabbi hatnak is
kevesebb, mint tiz tenyésztett képviseldje van. A tenyésztetlen diviziok kozott van olyan,
amelyet kifejezetten szennyvizekbdl (anaerob rothasztokbol) mutattak ki (Chouari és mtsi,
2005).

Az tUjonnan felismert tenyésztetlen csoportok nagyszama miatt 0j mikrobialis Gkologiai
fajfogalom is sziikségessé valt, amely tenyésztés nélkiil is lehetdvé teszi a szekvencidjuk
alapjan hasonlo, feltehetden kozos leszarmazasu ugy nevezett filotipusokba sorolt szervezetek
rendszertani besorolasat. A tenyésztetlen Prokariotak taxondmiaja a 16S rRNS gén szekvencia-
azonossagan alapszik. Lényege, hogy 93-95 %-o0s hasonlosag f616tt azonos nemzetségrol, mig

97 % felett azonos ,,fajrol”, gy nevezett filospécieszrél beszélhetiink (Madigan és mtsi, 2003).

11.3.1.3. A modern mikrobialis 6kolégia célja

Azonban felmeriilhet jogosan a kérdés, hogy mit lehet kezdeni azzal a tudassal, hogy példaul a
zuhanyz6 fliggénylinkén ¢él néhany a tudomany szamara teljesen Uj filospéciesz, amelyrdl
létezésén kiviil semmi sem ismert? A kérdésre tobbrétii a valasz.

Egyrészt a taxondmusok uj fajok leirdsa iranti vagya kiolthatatlan, a még tenyésztetlen 1j
csoportok Petri-csészébe szelidités¢hez folyamatosan vetik be wijabb és ujabb vivmanyaikat.
Igy egyre tobb filotipus kozvetlen fiziologiai megismerésére van mod, és ez altal célzott
hasznositasuk is lehetségessé valik.

Masrészt folyamatosan fejléddnek azok a modszerek, amelyekkel tenyésztés nélkiil nyerhetiink
informaciot egyes mikrobak okofiziologiai tulajdonsagairol. Ilyen példaul a fluoreszcens in situ
hibridizacio (FISH) (Amann ¢és mtsi, 1992), a stabil izotop probak (SIP) alkalmazasa
(Radajewski és mtsi, 2002), de idesorolhaté a ma még gyerekcipdben jaré metagenomika is,
amikor nem csak a filogenetika besorolashoz sziikséges 16S rRNS gént vizsgaljak, hanem a
teljes kozosségi genom halmazt, a funkciokért felels génekkel egyiitt (Venter és mtsi, 2004).
Harmadrészt, pedig szamos esetben nem uj filotipusok azonositasa az elsddleges cél, hanem a
mikrobialis kozosségek dinamikajanak a vizsgalata, valtozasaiknak a nyomon kovetése, azok
kivalto okainak és kovetkezményeinek az azonositasa. Ez utobbi kérdéskor megvalaszolasara

talan a legszerencsésebb a molekuldris diverzitasbecslé modszerek tarhazahoz fordulni.
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11.3.2. Nukleinsayv alapu tenyésztés fiiggetlen mikrobialis diverzitas vizsgalo eljarasok

Bar szdmos nem-nukleinsav alapt tenyésztés fliggetlen modszer létezik, mint példaul a
leginkabb  talaj-mikrobiologidban  hasznalt  foszfolipid-zsirsav ~ Osszetétel — vizsgalat
(Phospholipid Fatty Acid = PLFA) (Frostegard és mtsi, 1993), mégis, ahogy a torténeti
bevezetében olvashattuk a PCR alkalmazasa 6ta a nukleinsav alapu technikak vitathatatlanul a

legelterjedtebbek.

11.3.2.1. A vizsgalt nukleinsavak

A nukleinsav alapt modszerek alapjat leggyakrabban kornyezeti DNS képzi, ami altal a
mintakban talalhato mikrobak azonositasara van lehetdség fiiggetleniil azok allapotatol. Aktiv
sejtek és kitartd képletek (sporak) egyarant kimutatasra keriilnek. S6t teljes bomlasukig az
¢lettelen sejtek DNS-e is kivonodik.

Ezzel szemben az RNS alapt kutatdsokban a sejtek aktivitasarol is kaphatunk kozvetett
informaciot, hiszen mRNS esetén az atirodd gének altalaban tovabb irddnak fehérjékkeé,
funkciot ellatdé enzimekké (Bollmann és mtsi, 2005). Tovabbi elény az mRNS molekulak
rovid, atlag 3 perces felezési ideje (Takayama és Kjelleberg, 2000), ami tovabbi biztositékot
jelent arra vonatkozolag, hogy ne inaktiv, esetleg mar élettelen sejtekbdl szarmazo
nukleinsavakat vizsgaljunk. Riboszomalis RNS vizsgalatok esetén pedig, a nagyobb riboszéma
allomannyal rendelkezd, feltételezhetoen aktivabb filotipusok azonositdsara van mod
(Nikolausz és mitsi, 2004). Az egyértelmiien érdekesebb eredmények lehetsége ellenére az
RNS alapu vizsgalatok kevésbé elterjedtek, aminek legfébb oka a kornyezeti mintakbol torténd
RNS izolalas modszertani nehézségeiben keresendd tigy, min az tRNS gyors bomlasa, vagy az

RNaz enzimek nagy ellenallo képessége.

11.3.2.1.1. Nukleinsavak izoldldsa kornyezeti mintikbol

A nukleinsavak izolalasanak elsd lépése a nukleinsav kivonasa, amit tekintve a kornyezeti
mintak komplexitasat és sokféleségét gyakran egyedi megoldasokat és optimalast igényel.
Mivel mintanként valtozo Osszetételil kozegrél van szo, amelyekre a standard, egy élélényes
protokollok altalaban nem miikodnek.

Els6 1épésben a sejteket fel kell tarni, és az adott nukleinsavat el kell valasztani a kozeg
¢lettelen részeitdl (pl. talajszemcsék, hordozok) és az egyéb sejtalkotoktol. A feltarasra
szamtalan kémiai (pl. detergensek hasznalata, lizozimes sejtfalemésztés) és fizikai (pl.
sejtmalomban apro gyongyokkel valo razatés, folyékony nitrogénes elporitas) modszer 1étezik.

Altalaban ezek kombinci6jat hasznaljik a hézi receptekben és a gyari nukleinsav izolalo
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kitekben egyarant. Szennyvizek esetében Lemarchand és mtsi (2005) tiz kiilonbozo eljarast
hasonlitottak dssze, és a sejtmalmos feltarast talaltak a legeredményesebbnek.

A nukleinsavak tisztitdsara elsosorban a késobbi sikeres enzim reakciok érdekében van
sziikség, ez altalaban szilikagél alapt matrixok segitségével torténik. Amennyiben talajjal vagy
egyéb feltételezhetéen huminsavakat, polifenolokat tartalmazé mintaval dolgozunk, fontos
ezek kivonasara kiilon figyelni, mert a PCR soran hasznalt 7aq polimerazt gatoljak (Lakay és
mtsi, 2007).

Amennyiben RNS-t izolalunk, fokozottan kell tigyelni a sterilitasra, pontosabban mintaink
védelmére az igen ellenallo RNaz enzimtdl. Ehhez gyors munkara és RNaz mentesitett
eszkozokre van sziikség, amit dietilpirokarbonat (DEPC) kezeléssel vagy legalabb 3 oras

180°C-os hevitéssel lehet elérni.

11.3.2.2. PCR, ill. RT-PCR kérnyezeti mintik esetében

A kornyezeti mintak esetében kiilondsen igaz, hogy ésszerii mintamennyiségbdl altalaban nem
lehet a tovabbi vizsgalatokhoz elegendd, megfeleld minéségli nukleinsavat kinyerni, ezért a
PCR technika elengedhetetlen 1épés. A kornyezeti DNS-b6l végzett diverzitas feltaro
kutatasokban a PCR célszekvenciaja leggyakrabban a 16S rRNS gén, de lehetnek fehérjéket
kodold funkcidgének is, mint példaul a haztartasi génnek szamitd6 RNS polimeraz B (rpoB)
(Peixoto ¢és mtsi, 2002), vagy az ammonia-oxidalok csoport specifikus ammonia
monooxigenaz (amoA) génje (Rotthauwe és mtsi, 1997).

A klasszikus PCR alkalmazéssal szemben, amikor egy konkrét é16lény egy ismert szekvenciaju
DNS szakaszat szaporitjak fel, a kdrnyezeti mintak esetében a leglényegesebb kiilonbség az,
hogy t6bb ¢l6lény tobbféle nukleotid sorrendili génszakaszai képzik a templatot. Az ilyen PCR-
t multitemplat PCR-ként ismeri a szakirodalom. Mint sejthetd, ilyen esetben kiilonds figyelmet
igényel a primerek tervezése, kivalasztasa, ill. a megfelelé anellaciés homérséklet alkalmazasa.
A primereket altalaban a célcsoport olyan génszakaszara tervezik, amely a csoporton beliil
konzervativ, csoporton kiviil viszont nem fordul elé. Ez nem egyszerii, kiilondsen nagy
célesoportok esetén, mint példaul az Gsszes Bacteria doménba tartozé szervezet 16S rRNS
génjét megcélzd Gigy nevezett univerzalis primerek esetén, amikor is elkeriilhetetlen, hogy
legyenek olyan felszaporitani kivant filotipusok, amelyek szekvenciajahoz nem illeszkednek
tokéletesen, vagyis gy nevezett mismatch-eket tartalmaznak. Ahogy ezt egy cikkiinkben
kimutattuk, ahhoz, hogy a késbb kialakitanddo kozOsség-szerkezeti kép ne torzitson a
tokéletesen illeszkedd szekvenciaju csoportok javara, kelloképp alacsony anellacios

hémérsékletet kell valasztani, anélkiil, hogy sériilne a reakcid specifitasa (Sipos és mtsi, 2007).
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Amennyiben RNS-bdl indulunk ki, a PCR reakciot meg kell, hogy elézze egy reverz
transzkripciés (RT) Iépés. Ez torténhet a késébbi PCR reverz primerével, de a sajat
tapasztalataink alapjan koérnyezeti mintaknal a random hexamer primerek hasznalata

hatékonyabbnak mondhaté (Nikolausz és mtsi, 2004).

11.3.2.3. A multitemplit PCR termék vizsgalata

A kozosségi PCR eredményeként kapott tobb filotipusbol szdrmazé vegyes amplikont a
tovabbi vizsgalatokhoz mindenképp szét kell valasztani akar a kozosséget alkotd
filospécieszsek szekvencia-analizis alapjan torténd azonositasa, akar a kozosség szerkezetének
a megismerése, akar mindkettd a cél. Erre szamos modszer létezik a molekularis biologia
eszkoztaraban, ezek koziil a mikrobidlis okologidban a leggyakrabban a kovetkezékkel

talalkozhatunk.

11.3.2.3.1. Molekularis klonozds

A molekularis klénozas a mikrobidlis Okologidban legrégebben hasznalt PCR termék
szétvalaszto eljaras, mar Giovannoni és mtsi (1990) is ezt hasznaltdk, ill. az elsé tenyésztés
fliggetlen eleveniszap mikrobidtat vizsgaldo munka (Bond és mtsi, 1995) is ezzel a modszerrel
készilt. Ilyenkor a multitemplat PCR termékeket altalaban egy klasszikus ampicillin
rezisztencia és kék-fehér szelekcids elv alapjan mikodd vektor-kompetens sejt rendszer
segitségével valasztjak szét. A transzformalas soran kisszamt PCR terméket tartalmazo
rekombinans vektort adnak nagysagrendekkel t6bb kompetens sejthez, igy biztositva, hogy a
sejtekbe csak egy vektor juthasson be, és a szélesztés utan fejlédo telepek plazmidaiban mar
csak egy-egy PCR termék molekula tobbszorosei legyen. Ezek a telepek, ill. a beldlik izolalt
plazmidokban talalhato inszertek mar monomolekularis klonok lesznek. Az igy készithetd
klonkonyvtarak mérete a par szaztol a tobb ezerig terjedhet.

A klonok vizsgalatara tobb lehet6ség adodik. Ezek koziil a szekvencia analizis alapjan torténd
filogenetikai besorolas a leggyakoribb. A klonok nagy szama miatt teljes klonkonyvtarak ilyen
moédon vald azonositdsa azonban gyakran anyagi, és nagy hatékonysagl eszk6zok hianyaban
technikai, ill. idbeli akadalyokba iitkdzik. Ilyen esetben a klonokat csoportositani kell, ami
leggyakrabban restrikcios hasitas alapt ujjlenyomat készitéssel torténik (11.3.2.3.2.A/2. pont).
A molekularis klonozasban a PCR termék molekulak beépiilése a vektorokba elméletileg
random moédon torténik, ezért a klonkonyvtarak, barmily nagyok is, csupan a kdzosséget alkotd
Osszes filotipus egy random kivalasztott halmazanak tekintheték. Ezért Osszetételik alapjan
kozosség szerkezetet, diverzitast, abundanciat leirni nem szerencsés, amit az ugy nevezett

ritkulasi (rarefaction) vizsgalatok is jol tilkroznek (9. abra) (Ravenschlag és mtsi, 1999).
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9. abra. Hoforrasbol szarmazo kiilonb6z6 prokariota csoportok ritkulasi gorbéje (Weidler és mtsi, 2007)
nyoman. B: Archaea, O: Bacteria és @: Archaea és Bacteria klonok egyiittvéve.

A ritkulas szamitas segitségével az okologiaban megbecsiilheté egy nagyobb minta alapjan,
hogy kisebb mintakban hany fajt talalnanak, vagyis a gyakorlatban segit megallapitani
mekkora mintara van sziikség egy adott ¢éléhelyen ahhoz, hogy lehetbleg az Osszes fajt
detektaljak (Simberloff, 1978). Klonkonyvtarak esetében a vizsgaland6é klonok szamat
allapitjak meg vele. A megfeleld mintaméretet akkor érik el, amikor a ritkulasi gorbe platohoz
ér. A platd eléréséhez szikséges mintak/klonok szama éléhely- (Weidler és mtsi, 2007) és
rendszertani csoportfiiggd (9. abra; Ravenschlag és mtsi, 1999).

A klonkonyvtarak Osszetételét a preferencialis klonozasként ismert hatas is torzithatja. Ennek a
kevéssé kutatott jelenségnek tobb oka is lehet, amelyek eldallhatnak a rekombinans vektor
létrehozasa kozben (pl. rovid amplikonok konnyebb inszercidjabol), vagy a gazdasejt révén.
Utobbi lehet bizonyos plazmidok preferencialis tobbszorozése, ahogy ezt Forns és mtsi (1997)
megfigyelték Escherichia coli gazdasejt esetében a stop kodont és frameshift mutaciot hordozo
plazmidok javara, vagy a PCR soran keletkezett heteroduplexeket korrigald gazdasejt repair

mechanizmusainak kovetkezménye (von Wintzingerode és mtsi, 1997).

11.3.2.3.2. Kozdsségi ujlenyomatot képezd modszerek

A molekularis klonozassal szemben az ujjlenyomat modszerek esetében nem valasztjuk ki
semmilyen modon a PCR termék molekulak egy részét, hanem azok egészébdl alkotunk
valamilyen eljaras segitségével egy kozosségi ujjlenyomatot. Ezek az eljarasok két {6 csoportra
oszthatok, a kozvetlen és a kozvetett szekvencia informacion alapulé modszerekre. Utobbiak
kozé a gének hosszan, ill. a DNS masodlagos tulajdonsagai alapjan szétvalasztd vizsgalatok
tartoznak. A tovabbiakban e csoportositds mentén tekintjiik at a leggyakrabban hasznalt

modszereket.
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11.3.3. Kozvetlen szekvencia kiilonbségeken alapulé médszerek

A/1. Hibridizacion alapuld technikak

. Microarray technika

Ezeknél a moédszereknél ismert szekvenciaju filostipusok egy-egy rovid, megkiilonboztetd
szekvenciajat tartalmazo lemezkéhez hibridizaljak a mintankat. Multitemplat PCR termékekbdl
torténd ujjlenyomatképzésre az idetartozo eljarasok koziil a microarray (DNS chip) technikak
sorolhatok. Bar kordbban még nagy jovot josoltak ennek az eljarasnak, és a szennyviztisztitds
teriiletén alkalmazhato chipek is késziiltek (Kelly és mtsi, 2005; Lemarchand és mitsi, 2005),
mégsem valt széles korben elterjedtté. Ennek oka a technikai nehézségek €s a magas koltségek,
illetve az, hogy a hibridizacios eljarasokkal csak az ismert filotipusokat lehet detektalni, ami a
mikrobialis fajok szama és ismeretlensége miatt a modszer hasznalhatosagat a csak jol ismert
fajosszetétellit mintakra (habitat specifikus microarray), ill. kisebb csoportok (pl szulfat-

redukalok) vizsgalatara korlatozza (Wagner és mtsi, 2007).

. Fluoreszcens In Situ Hibridizacio (FISH)

Bar nem mindsil ujjlenyomat eljarasnak, de a mikrobialis Okologiaban igen gyakran
alkalmazzak, ezért itt is emlitést érdemel a Fluoreszcens /n Situ Hibridizacio eljarasat (Amann
és mtsi, 1992). Ennél a modszernél a nukleinsavakat nem vonjak ki a mintakbodl, hanem a
sejtekhez in situ hibridizaltatnak fluoreszcensen jelolt nukleinsav vagy nukleinsav analdg
probakat. gy megfigyelhetévé valik az egyes filotipusok egymashoz viszonyitott
elhelyezkedése, illetve mikroszkopos szamlalassal kvantitativ kovetkeztetéseket is lehet tenni.
Bar e szamlasok eredményei a koérnyezeti mintdk komplexitdsa miatt nem feltétleniil
szignifikansak a minta egészére vetitve.

Amennyiben a mintakat radioaktivan jelolt szubsztratokkal inkubaljak, és a FISH vizsgalattal
parhuzamosan egy sugarzas érzékeny eziist emulzios képet is készitenek (FISH-
mikroautoradiografia = FISH-MAR), a mikrobakat nemcsak azonositani lehet, hanem
metabolikus aktivitasukrol is kapunk informaciot.

A FISH eljarasok legfébb hatranya is az, hogy csak a mar ismert filotipusokat tudjuk vele
felismerni. E probléma feloldasara javasoljak egyes szerzok a teljes korti megkozelitést (Full
cycle approach; Amann és mtsi, 1995; Snaidr és mtsi, 1997), amelyben egy adott mintabol
képzett klonkonyvtar kiértékelése révén talalt csoportokra terveznek specifikus probakat.
Ezekkel a probakkal végzett FISH vizsgalat aztan minden kétséget kizaréan bizonyitja egyes
csoportok jelenlétét a mintaban. A moddszer azonban nagyon koltséges ¢és idéigényes, ami

lehetetlenné teszi alkalmazasat nagyszami mintan.
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A/2.  Restrikcios hasitason alapuld eljarasokra

. RFLP, ARDRA

A restrikcios hasitason alapuld modszerek, avagy restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
vizsgalatok (RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism) lényege egyszerii: a
restrikcios enzimek adott révid DNS szekvenciakat ismernek fel, és azoknal feldaraboljak a
molekulét. Igy az adott filotipusra jellemzé, kiilonbozé hosszusagh szakaszok (fragmentek)
jonnek létre, amelyeket tovabbiakban agar6z vagy poliakrilamid gélelektroforézis segitségével
lehet szétvalasztani. Amennyiben az amplifikdlt gén 16S rDNS, ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analyses; Vaneechoutte és mtsi, 1992) névvel illetik az eljarast.
Ezek a modszerek leginkabb torzsek vagy klonok csoportositasara terjedtek el. Kozosség
vizsgalatokhoz ma mar nagyon ritkan hasznaljak, mivel nagyon sok savbol allo, nehezen

értékelheté mintazatokat eredményeznek.

. TRFLP

A klasszikus RFLP helyett a mikrobialis okologiaban a TRFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism; Liu és mtsi, 1997) vizsgalat terjedt el, amelynek lényege,
hogy a mar multitemplat PCR-hez hasznalt egyik primert fluoreszcensen jelolik, igy egyik
végiikon jelolt PCR termékek jonnek létre. A restrikcios hasitas utan csak a terminalisan
fragment lesz jelolt, amelynek detektalasahoz altalaban kapillaris elektroforézissel mitkodo
genetikai analizatorokat (,,szekvenatorokat”) hasznalnak. Az eljaras az utobbi 10 évben igen
nagy népszeriségre tett szert. Ennek oka, hogy a gélelektroforézis alapu eljarasoknal
egyszertibben kivitelezhetd, jobban reprodukalhatd és nagyobb felbontoképességii ujjlenyomat
moédszer (Moeseneder és mtsi, 1999; Nunan és mtsi, 2005). Tovabba, hogy ezekbdl az
ujjlenyomatokbol a kozosséget alkotd csoportok ardnyara is kovetkeztethetlink, vagyis egy
szemikvantitativ modszerrél beszélhetiink (Sipos és mtsi, 2007).

Azonban ennek az eljarasnak is van egy nagy a hianyossaga még hozza az, hogy a
filospécieszek azonositasara csak kozvetve, adatbazisok in silico hasitasahoz hasonlitva van
lehetdség (Marsh és mtsi, 2000). Az ilyen azonositds annal nehezebb, minél nagyobb és
szerteagazobb adatbazisrél van szé (pl. 16S rRNS gén). A nem-fehérjekodolod gének, mint
amilyen 16S rRNS gén esetében tovabbi nehézséget jelent a kozeli csoportok kozott is
gyakoribb deléciok-inszerciokbol adodd jelentds hosszbéli variancia, ami altal azonos
filospécieszbe tartozo szervezetek jellemz6 terminalis fragmentjei is kiilonbozhetnek.

A filospéciesz-meghatarozas csekély lehetdsége mellett problémat jelenthetnek az Gigy nevezett

pszeudo terminalis restrikcios fragmentek (pszeudo-TRF) is. Ezek olyan nem megfelelé méretii
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csucsok, amelyek altaldban a vart méreti TRF mellett jelennek meg, akar annak kozvetlen
kozelében, akar tavolabb. Létiikre monomolekularis PCR termékek vizsgalata esetén szokott
fényderiilni. Kialakulasuk oka ma még nem egyértelmii, valdsziniileg tobb hatas is kozre
jatszik benne gy, mint egyszala DNS képzddése a PCR reakcié soran (Egert és Friedrich,
2003; Sanchez és mtsi, 2006) vagy a Taq polimeraz fennmaradé aktivitasa a restrikcios hasitas

folyaman (Hartmann és mtsi, 2007).

11.3.3.1.1.B. Kozvetett szekvencia kiilonbségeken alapulé mddszerek

Az idesorolhatdo modszerek az amplifikalt DNS szakaszokat hosszuk, olvadaspontjuk és/vagy
masodlagos konformacidjuk alapjan, valamilyen elektroforetikus eljaras segitségével
valasztjak szét. Tovabbi csoportositasukat, az elvalasztas alapjat képez6 tulajdonsagok alapjan

végezziik:

B/1.
Az idetartozo eljarasok gyiijt6 neve LH-PCR (Length Heterogeneity — PCR; Suzuki és mitsi,

1998). Ezeknél az eljarasoknal a PCR célgénjének deléciokbol és inszerciokbol adodo
természetes hosszbeli heterogenitasa alapjan torténik az elvéalasztds. Az eljaras hatasossagat
befolyasolja a heterogenitds mértéke, ami az amplifikalt DNS szakasztol fiigg. Egy fehérjét
kodolo funkcidgénben a nonsense mutaciok miatt nagyon ritkak a deléciok és inszerciok, mig
egy rRNS génben mar gyakoribbak.

Igazan nagymértékli hosszbéli heterogenitasrél azonban a nem-kodold szakaszoknal
talalkozhatunk. Ilyen a 16S és 23S rRNS gén kozotti ITS (Internal Transcribed Spacer)
szakasz, amelynél a hosszbéli valtozatossag Fisher és Triplett (1999) szerint 143 és 1529 bp
kozott valtozik. Az ITS szakasz hosszbéli heterogenitasan alapulo modszert RISA-nak
(Ribosomal Intergenic Spacer Analysis; Borneman és Triplett, 1997), illetve ARISA-nak
(Automated RISA; Fisher és Triplett, 1999) nevezik. El6bbit poliakrilamid lapgélen, utobbit a
TRFLP-hez hasonldan a jobb felbontas érdekében kapillaris elektroforézissel végzik.

A modszer elénye, hogy mentes a restrikcios hasitas, ill. a masodlagos szerkezeten alapuld
modszerek anomaliaitol, tovabba kapillaris elektroforézissel még a TRFLP modszernél is jobb
eredményeket ad reprodukalhatdsag szempontjabol (Mills és mtsi, 2003). Az ITS szekvenciai
azonban nagymértékii valtozatossaguk miatt csak kozeli csoportok, faj alatti rendszertani
kategoridk filogenetikai elemzésére alkalmasak, ezért az ITS alapu kornyezeti vizsgalatok

inkabb gombdk esetén terjedtek el.
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mar megolvadt, egyszali DNS molekulak altal felvett masodlagos konformaciot. Az idetartozo
modszerek az ,,0lvasztas” modjaban térnek el. A DNS egyszaluva valhat egy homérsékleti
gradiens (Termalis Gradiens GélElektroforézis = TGGE), vagy egy denaturdldo agens
koncentracié-gradiense mentén (Denaturald Gradiens GélElektroforézis = DGGE), amit egy
poliakrilamid lapgélben alakitanak ki (Muyzer, 1999).

Azonban, ahogy ezt egy korabbi munkankban bemutattuk (Nikolausz és mtsi, 2005), szamos
ma még részben ismeretlen anomalidk miatt, ezen modszerek elvalasztasa nem tokéletes.
Raadasul a sziikséges specialis gélek és futtatasi koriilmények miatt a reprodukalhatosag sem
kielégitd, nem ugyanazon gélen tortént futtatdsok nem Osszehasonlithatok, ezért nagyszamu
minta vizsgalatira nem alkalmasak. Nagy elényiik viszont, hogy az ujjlenyomatot képezd
savok kivagasaval, reamplifikalasaval, majd szekvencia analizisével egyszeriien informaciot
kaphatunk a mintazatot képz6 génekrél. Sajnos azonban az igy nyert szekvenciak a tokéletlen

elvalasztas miatt gyenge mindségiliek.

B/3. Egyszali DNS masodlagos szerkezetén alapuld modszer (SSCP)

Az SSCP (Single-strand-conformation polymorphism) médszer (Schwieger és Tebbe, 1998)
annyiban kiilonbozik a DGGE-t6l, hogy itt az egyszalisitas még az elektroforézist megelézéen
enzimatikusan torténik. Hasonld elényokkel és hatranyokkal bir, mint a DGGE és TGGE

modszer, de koriilményes kivitelezése miatt kevésbé elterjedt eljaras.

11.3.3.1.1.C. Stabil izotép probak (SIP) alkalmazasa

A stabil izotop probak alkalmazasaval készitett kozosségi ujjlenyomatok esetén a vizsgalando
mikroba kozosséget el6szor stabil izotopokkal modositott vegyiiletekkel ,.etetik”, majd
ultracentrifugalas segitségével izolaljak a nehéz RNS frakciot, amibdl kideritik, hogy mely
filotipusok bontjak a jelolt komponenst (Radajewski és mitsi, 2002). DGGE vagy TRFLP
ujjlenyomat segitségével végig kovethetd a jelolt vegyiilet metabolizmusanak utvonala az adott
kozosségben. Bar e napjainkban egyre divatosabb modszer nagyon izgalmas eredményeket
igér, szamos modszertani nehézséggel terhelt ugy, mint az ultracentrifugalas alapt

szétvalasztas vagy a nagymennyiségili karcinogén etidium-bromid igénye.
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I1.4. Szennyvizkezelésben eléfordulé Prokariétak

Mint lathattuk a I1.3.1.2. pont 8. abrajan a molekularis alapu rendszerezésnek koszonhetden az
elmult 20 évben a Prokariotdk rendszertana teljesen atalakult, ezért roviden attekintjiik a

szennyvizkezelésben leggyakrabban eléfordulé csoportokat.

11.4.1. Bacteria

Wagner ¢és Loy 2002-ben megjelent Osszefoglald munkajaban szamos tenyésztés fliggetlen
modszerrel végzett, szennyviztisztitok eleven iszapos vagy biofilmes egységének Bacteria
doménba tartozo tagjait vizsgald kutatds eredményeit foglaltak 6ssze (Wagner és Loy, 2002).
Egy-egy objektumban 17 és 268 kozott mozgott a talalt filotipusok szama. Osszesen 750
Bacteria szekvenciat vizsgaltak, amelyeket 16 kiilonb6z6 divizioba lehetett besorolni. Ezen

eredmények alapjan a leggyakoribb diviziok a kovetkezOk voltak:

11.4.1.1. Proteobacteria (1978/69 596/249 480) *

Néhany specialis tisztitomiivet kivéve (pl. egyes foszfat eltavolito rendszerek, az
iszapkezelésben hasznalt anaerob rothasztok), ennek a csoportnak a tagjaival talalkozhatunk a
legnagyobb szamban a szennyviztisztitokban. Ez nem meglepd, hiszen ez a csoport egyben a
baktériumok legnépesebb ¢és legismertebb csoportja is. Az idetartozé baktériumok a bakterialis
vilag legnagyobb fiziologiai diverzitassal rendelkez6 csoportjat képezik. Energetikai
anyagcsere szempontjabol vannak koztik fototréfok (pl. bibor kén és bibor nemkén
baktériumok), kemolitotrofok (pl. nitrifikalok, metanotrofok, kén- ¢és vasoxidalok) és
kemoorganotréfok egyarant (Madigan és mtsi, 2003). Rendszertanilag &t tovabbi szubdiviziora
osztjuk Oket, amelyek a kovetkezdk: o (550/17 821/64 855), B (292/10 164/47 927), v (898/38
344/103 259), 5 (166/1743/19 771) és & (72/1319/7239; Cole és mtsi, 2007).

Ezek kozill egyértelmiien a B-Proteobacteria szubdivizié képvisel6i a leggyakoribbak a
szennyvizkezelokben (Wagner és Loy, 2002; Wagner és mtsi, 2002). Ebben a csoportban
szamos kemolitotrof baktériumot talalunk, mint példaul az ammonia-oxidald baktériumok.
Vannak szerves vegyiiletek széles spektrumanak bontasara képes fajai is, mint példaul az
Alcaligenes, idetartoznak a denitrifikdld Azoarcus ¢és Thauera nemzetség, ¢és a

szennyviztechnologusok altal is jol ismert flokkulumképz6 Zoogloea ramigera is.

¥ Zarojelben az RDP adatbézis 2008. oktober 30-ai frissitésében (release 10) talalhato, adott divizioba tartozo tipus

torzsek / az Osszes tenyésztett izolatum / az Gsszes csoportba tartozo szekvencia.
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A kovetkezé leggyakoribb szubdiviziok az a- és y-Proteobacteria. E18bbi szennyvizkezelésben
legismertebb tagja a nitritoxidalo Nitrobacter és a denitrifikald Paracoccus, utobbiak koziil
pedig a legjelentdsebbek a ,,mindenevd” Pseudomonas és Acinetobacter nemzetség tagjai, és a
fekaliabol szarmazo Enterobacteriaceae csalad tagjai.

A 8 és ¢ alcsoport tagjai kevésbé gyakoriak a szennyvizkezelokben. ElSbbi szulfat-redukalo
tagjai magas kéntartalmi szennyvizek esetén, ill. iszaprothasztokban fordulnak el6. Mindezek
mellett szamos olyan Proteobacteria szekvenciat talalhatunk a szennyvizekben, amelyeknek

nincs kozeli tenyésztett rokona, és ezért nem sejtheté semmi fiziologiajukrol.

11.4.1.2. Bacteriodetes (359/6460/75 529)

Ez a masodik leggyakoribb divizi6 a szennyviztisztitokban, és az RDP adatbazis szerint a
Bacteria domén harmadik legnépesebb torzse. Harom {6 aga van a Cyfophaga, Flexibacter és
Bacteroidetes csoport, amelyekrdl szintén hasznalatos CFB nevet kapta. Kemoorganotrof acrob
és anaerob, altaldban mozgasképességgel rendelkezd, negativ Gram-festédésti szervezetek
tartoznak ide. Bar 1éteznek denitrifikalo fajai, a legtobb szennyvizbdl szarmazé szekvencianak
nincs kozeli rokona, ezért a szennyviztisztitisban betoltétt szerepiik ma még nem vilagos,
valdszintileg a szervesanyag-lebontasi folyamatokban, valamint a biofilmek és flokkulumok
szempontjabol 1ényeges extracellularis polimerek (EPSY) matrix képzésében vesznek részt

(Ivnitsky és mtsi, 2007).

11.4.1.3. Actinobacteria (1318/25 948/54 945)

A baktériumok aranyaiban egyik legtobb tenyésztett torzset tartalmazé divizidja. Ez a sajatos
arany konnyen tenyésztheté voltuknak koszonhetd, amit sporaik, tobbségében aerob és
heterotrof életmodjuk okoz. Elsdsorban specialis tisztitomiivekben talalkozhatunk veliik, mint
példaul a foszfat eltavolitd rendszerekben, ahol optimalis esetben a csoport tagjai a dominansak
(I1.6.2. pont), illetve ipari szennyvizekben, ahol nehezen bonthatdo xenobiotikumok
degradalasara képes nemzetségei fordulnak el6 (pl. Arthrobacter) (Vasileva-Tonkova és mtsi,
2008). Szokvanyos eleveniszapos rendszerekben jelenlétiiket nem kivanatosnak tekintik, mivel
szamos fajuknak szerepe van a kéros, iilepedést akadalyozo iszapduzzadasi folyamatokban

(Daims és mtsi, 2006).

§ Az EPS roviditést hasznaljik az Extracellularis PoliSzacharidokra, vagy ahogy itt is, a biofilmek élettelen

matrixat alkotd extracellularis polimerek dsszefoglalo neveként (Extracellular Polymeric Substances).
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11.4.1.4. Firmicutes (1229/31 841/176 281)

Sokszinii csoport, melynek endosporat képzé és nemképzo, acrob és obligat anaerob tagjai is
vannak. Anyagcsere szempontjabol tobbségiik kemoorganotrof. Bar az RDP adatbazisban a
Bacteria domén egyik legnépesebb aga, szennyviztisztitokban csak ritkan, specialis
egységekben talalhatok meg nagyobb szamban, mint példaul az idészakosan szarazra keriild
rotalo kontaktoros tisztitokon (Park és mtsi, 2007). Bar a Bacillus nemzetségnek vannak
heterotrof nitrifikaciora képes fajai (Lin és mtsi, 2007), a Firmicutes divizidonak inkabb anaerob
tagjait szoktdk szennyvizekbdl elsésorban anaerob rothasztokbdl kimutatni (Satoh és mitsi,

2007).

11.4.1.5. Nitrospira (6/106/2003)

A torzsbe tartozo kemolitotrof nitritoxidald baktériumok szemben a tobbi Proteobacteria
csoportba tartozo nitrifikaloval nem rendelkeznek intracellularis membranokkal. A tenyésztés
fliggetlen modszerek alapjan mara egyértelmtivé valt, hogy a szennyviztisztitok nitrifikalo

egységeinek tobbségében ez a csoport a dominans (11.6.3.3.2. pont; Juretschko és mtsi, 1998).

11.4.1.6. Planctomycetes (7/147/6322)

A divizié egy nagyon nehezen tenyészthetd, elsdsorban vizi éléhelyekrél kimutatott csoport,
amely sarjadzo, peptidoglikan nélkiili, specialis kompartmentizalt belsd sejtszerkezetli, Gram
negativ festédésii baktériumokat tartalmaz. Szennyvizkezelésben a leghiresebb Planctomycetes
a Candidatus Brocadia anammoxidans, amely fajhoz az anoxikus ammonia-oxidacio

(anammox) folyamat kéthetd (11.6.3.5. pont; Jetten és mtsi, 2001).

11.4.1.7. Chloroflexi (9/79/5670)

Szintén nehezen tenyészthetd divizid, amelynek tagjai szennyviztisztitokban, az eleveniszapos
rendszerekben eléforduld karos iszapduzzadasi folyamatokban vesznek részt (Bjornsson és
mtsi, 2002). Okabe és mtsi (2005) ugy talaltak, hogy nitrifikaldo biofilmekben ammonia
Eheztetéskor elpusztul6 nitrifikalok biomasszajanak elsédleges fogyasztoi szintén a Chloroflexi

csoport tagjai.

A fent felsorolt csoportokon kiviil még szamos divizio tagjai kis szamban eléfordulnak egy-
egy szennyviztisztitoban. Ilyen, pl. az Acidobacteria (0/193/23 727), Verrucomicrobia
(10/108/6810) Chlorobi (11/178/735), Fibrobacteres (2/60/362), Fusobacteria (34/216/1922),
Gemmatimonadetes (1/5/1544), és tobb tenyésztett képviseld nélkiili torzs, pl. OP10 (0/0/363).

Ezeknek a csoportoknak a szerepe ma még ismeretlen (Wagner és Loy, 2002).
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11.4.2. Archaea

A Bacteria domén tagjai mellett természetesen az Archaea domén is megtalalhatok a
szennyviztisztitokban. Szamuk a metantermeld anaerob iszaprothasztokban a legjelentdsebb.
Itt az Euryarchaeota éagba tartozé6 metanogének a dominans mikroorganizmusok (Satoh ¢és
mtsi, 2007). Az iszapag targyaldsa azonban nem része a jelen dolgozatnak, ezért e csoportot
sem targyaljuk részletesen.

Azonban az utobbi évek egyik legizgalmasabb mikrobiologiai felfedezése az els6 ammonia-
oxidal6 archea (AOA), a Nitrosopumilus maritimus leirasa volt (Konneke és mtsi, 2005). Ezt
megelézéen csak termofil szulfatredukalokat tenyésztettek a Crenarchaeotak koziil, habar
kornyezeti mintakbol mar régdta ismert volt egy mezofil tengeri ag (Fuhrman, 1992). Utobbi
csoport ammoniat nitritté oxidalo képessége azonban csak tenyésztésiikkel valt ismertté. A
kemolitotrof ammonia-oxidaciot korabban csak a Proteobacteria csoportba tartoz6 ammonia-
oxidaloknal figyelték meg (AOB). Mivel a szennyvizek nitrogén-mentesitése szempontjabol ez
az egyik legfontosabb folyamat, nyomban felmeriilt, hogy vajon részt vesznek-e itt is a
folyamatban az ujonnan felfedezett AOA csoport tagjai? Szennyviztisztitokbol vald sikeres
kimutatasukrol eddig mindésszesen egy cikk jelent meg (Park és mtsi, 2006), Milner és mtsi
(2008) viszont szamos szennyviztisztito célzott AOA vizsgalata soran sem talaltak ezt a

csoportot. Valddi szerepiik e rendszerekben a kozel jovo kutatasai soran fog elddlni.
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ILS. A biolégiai szennyviztisztitas szintere: a biofilmek és a flokkulumok

Altalanosan elmondhat6, hogy amikor a kérnyezet-technologiaban biokémiai folyamatokat
alkalmaznak, a leheté legnagyobb hatékonysagra torekednek a legkisebb {izemeltetési
koltségek mellett. Ehhez a lehetd legnagyobb sejtkoncentracidkat sziikséges biztositani. A
sejttomeg novelésének természetes és mesterséges modjai is léteznek, a szennyviztisztitasban
azonban csak a sejtek természetes adszorpcios folyamatai révén létrejové biofilmeket, és a
bioflokkulacié altal képz6do iilepithetd pelyheket (flokkulumok) tartalmazé eleveniszapokat
alkalmazzak. Utobbiakat képez6 flokkulumok mind szerkezetileg, mind Osszetételiik alapjan
nagyon hasonlitanak a biofilmekhez, jelent6s kiilonbséget igazabol csak a hordozd hianya

jelent (Manser, 2006; Qureshi és mtsi, 2005).

I11.5.1. Biofilmek és flokkulumok altalinos jellemz6i

I1.5.1.1. Biofilmek és flokkulumok kialakulisa

A biofilmek és a flokkulumok kialakulasanak Jefferson (2004) szerint négy 6 oka van (10.

abra):

1. Védekezés: A biofilmekben vagy flokkulumokban €16 szervezetek sokkal jobban viselik
kornyezetiik valtozasait (pl. id6szakos tapanyaghianyt, pH valtozasok, antimikrobialis

agensek), mint a planktonikus életmodot folytatok.

2. Kedvez6 koriilmények megragadasa:
A biofilmek révén a mikrobdk képesek
lehorgonyozni a szamukra kedvezd
mikrohabitatokban, amit modell
baktériumfajoknal (V. cholerae, E. coli,
pszeudomonaszok)  kimutatott  gliikdz-

. , . . ) Kellemes kérnyezet
indukalt exopoliszacharid termelés et ‘y —
G am therefor 1 biofilnl )

bizonyit (O'Toole ¢és mtsi, 2000). Bar a

flokkulumok elsodrodhatnak, ,;)
kimosédhatnak az optimalis koriilmények | : Y
koziil, mégis az altaluk  képzett | &_/
mikrohabitatok sokszor az adott kdzegben Tarsasag Alap létforma

a Dbaktériumok szamara az egyetlen

, , . L., 10. abra. A biofilmeben valo élet elonyei Dr. Sean D.
lehetséges ¢letteret biztositjak.

Taverna karikatardja Jefferson (2004) nyoman.
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3. Kozosségi 1ét: A kozosségi léttel olyan eldnyds tulajdonsagok jarnak, mint példaul a
metabolikus terhek megosztasa (pl. xenobiotikumok kometabolizmusa) vagy a géntranszfer
lehet6sége. Altalanosan megallapithatd, hogy a biofilmben vagy flokkulumban létezé
mikrobialis k6z6sség bioldgiai potencialja nagyobb, mint a kozosséget alkotd egyes fajok
képességeinek osszege (Sutherland, 2001).

4. Biofilm vagy flokkulum, mint alap életforma: Szédmos mikroorganizmusnak ez az

elsédleges életformdja, szamukra a plaktonikus 1ét csupan kedvezétlen idészakokra

jellemzo.

I1.5.1.1.1. Biofilmek kialakuldsa
A biofilmek kialakulasanak négy f6 1épése van, ezek a kovetkezok:

1. Planktonikus sejtek elsédleges megk6tddése a hordozon: A primer asszociacio 1étrejottében

a sejtek szilard felszinek iranti endogén ,,vonzalman” kiviil, szerepe van a hordozok hidrofob
vagy hidrofil tulajdonsagaiknak, a kemotaxisnak és a felszinek kozelében kialakuld specialis
turbulencia viszonyoknak (Annachhatre és Bhamidimarri, 1992).

2. Irreverzibilis kotédés: A kezdeti kotddés utan a sejtek igen hamar megkezdi a tartds

kapcsolathoz sziikséges EPS termelését. Az EPS mennyiségének novekedése révén kialakul
egy barrier kozeg, amely védelmet nyujt, valamint a térhatas és a korlatozott tapanyag diffuzio
miatt a sejtek novekedését és osztodasat is lassitja (Dunne, 2002).

csatornak jonnek létre a biofilm matrixban, kialakul a biofilm jellegzetes struktiraja.

4. Visszaalakulas: A biofilmekben ¢l6 sejtek kiszakadhatnak a matrixbol, és ismét
planktonikussa valhatnak. Tapanyaghiany esetén a sejtek EPS bontd enzimek termelésébe

kezdenek, és annak alkotd elemeit tapanyagként is felhasznaljak.

11.5.1.1.2. Flokkulumok kialakuldsa, a bioflokkuldcio

Az eleveniszap pelyhek kialakulasa egy komplex biologiai és fizikai-kémiai kolcsonhatasok
altal meghatarozott folyamat, amelynek elsé 1épése a felszini toltés, a részecskék titkozései s
az ellentétes toltésii részecskék vonzasa révén megvalosuld aggregacio. Az igy kialakult
aggregatumok taszito erdt fejtenek ki egymasra, ami altal stabilizaljak a kolloidot. Ha ezeket a
hidroszolokat flokkulansokkal, koagulansokkal keverik, akkor a diszpergalt részecskék
Osszetapadnak, és nagyobb pelyhek alakulnak ki. Ezeknek a folyamatoknak az alapjait
értelmezi a Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek (DLVO) elmélet. Ebben a flokkulacios

modellben azonban nem szamolnak a polimerek szerepével (Maximova és Dahl, 2006).
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A bioflokkulaciés modellekben az oldott részecskék maguk a mikrobak. Vogelaar és mitsi,
mivel utébbiak nem egyeztek a mért eredményekkel, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
bioflokkulacioban a sejtfelszinekhez kotédé EPS kozott létrejové hosszabb hatdtavolsagu
polimer kolcsonhatasoknak is szerepe van. Az ilyen nem-DVLO flokkulaciot az oldoszer
mindsége és a homérséklet mellett nagymértékben befolyasoljak a polimerek (ez esetben az
EPS) mennyiségi és mindségi tulajdonsagai.

A pelyhek szétesésének, a deflokkulacionak a legfébb oka a fragmentalodas és az EPS
kioldodasa. Elobbit a til nagy mértékil nyirderdk idézhetik eld, mig utobbi bekovetkezhet a
kozeg valtozasa (pl. homérséklet emelkedés), és/vagy a pelyhet képzé mikrobak miatt (pl.
anaerob stressz hatasara oldhatatlan biopolimereket termelhetnek; Morgan-Sagastume ¢és Grant

Allen, 2005).

11.5.1.2. Biofilmek és flokkulumok szerkezete

11.5.1.2.1. Biofilmek szerkezete

Napjainkban két f6 biofilm szerkezetmodell 1étezik: a heterogén mozaik modell (Walker,
1995) ¢és a gomba vagy tulipan modell (Costerton ¢s mtsi, 1994).

A heterogén mozaik modell 1ényege, hogy a baktériumok EPS 4ltal 9sszetartott mikrotelepei
kazlakként és oszlopokként emelkednek ki a felszinrél, koztiik folyadék talalhato és protozoak
legelésznek. A felszint pedig koriilbeliil 5 um vastagon egy szorosan a felszinhez kotott
sejtréteg boritja. Ha papucsallatka méretiivé Osszemehetnénk, az ilyen biofilmek a bokros
szavannakra emlékeztetnének.

A gomba vagy tulipan modellben a mikrotelepek kazlainak also része elkeskenyedik, és a
bakterialis galériak alatt csatornak képzédnek. Ha mikroszkopikus lényként ezekben a
biofilmekben sétalhatnank, akkor egy zart lombkoronaju ritka aljndvényzetii erdében
érezhetnénk magunkat.

A valos rendszerekben a biofilmek szerkezete mindkét modellnek megfeleld lehet, azok kozti
atmenetek is el6fordulnak. Azt, hogy melyik alakul ki els6sorban a tapanyag ellatottsag és a
hidrodinamikai viszonyok hatarozzak meg. A heterogén mozaik modellt tapanyagban szegény
kozegben irtak le (ivoviz rendszerek), mig a gomba modellt tipanyagban gazdag , mesterséges

laboratériumi kortiilmények kozott figyelték meg.
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11.5.1.2.2. Flokkulumok szerkezete

Az ecleveniszapos kezelések hatékonysagat dontden befolyasolja az iilepithetdség. Jol
tilepithetonek mindsiil az az eleveniszap, amely az ilepités soran rovid id6 alatt tiszta
feliiluszot és sirti iszapiiledéket eredményez. Az iilepedési képesség szamszeriisitésére a
Mohlmann-indexet, vagy Sludge Volume Indexet (SVI, [em*/g])”" alkalmazzék (Barotfi, 2000).
Az iilepedési tulajdonsagokat a flokkulumok szerkezete hatarozza meg, ami pedig a pelyhek
mikrobiologiai dsszetételétdl és a kozeg fizikai-kémiai tulajdonsagaitdl fiigg. A mikrobak az
EPS osszetételén keresztiil és a morfologidjukkal is befolyasoljak a szerkezetet. Utobbit a
szennyviztechnolégusok fonalas-flokkulens sejt aranyként jellemzik.

Az ,elfonalasodott” iszap rendkiviil nehezen ilepithetd, megduzzad és a szennyviz felszinén
uszik, ezért képzodését iszapduzzadasnak hivjak. Az ilyen iszap nagy SVI értékkel
jellemezhetd, viszont jo szliroképességekkel bir. A flokkulens iszap ezzel szemben alacsony
SVI értékkel bir, de a fonalas szervezetek hianyaban tilepitést kovetden a feliiliszoja zavaros,
nagy lebegéanyag-tartalmu. Az optimalis eleveniszapban, megfelelé aranyban mindkét forma
megtalalhato (Tardy, 2005).

A flokkulumok belsé szerkezete egy porézus harom dimenzids rendszer, amelyet az EPS és a

polivalens kationok tartanak 0ssze egy fraktal jellegii struktira formajaban (Chu és mtsi, 2004).

11.5.1.2.3. Biofilm és flokkulum matrix alkotoi

Az érett biofilmeket 97%-ban viz alkotja, amely részben a sejtek belsejében talalhato. A sejtek
csak 2-15%-at teszik ki a biofilmek szarazanyag-tartalmanak. Az EPS-t elsésorban
poliszacharidok alkotjak, ezek vegyesen homo- és heteropoliszacharidok semleges vagy
polianionos toltéssel. A szerkezet kialakitasaban részt vesznek fehérjék és nukleinsavak is.
Utobbiak sejtlizisb6l szarmaznak, mig eldbbiek extracellularisak is lehetnek (Sutherland,
2001).

Eleveniszapok flokkulumjainak EPS osszetételér6l elmondhatd, hogy ezeknél a rendszereknél a
legfébb EPS osszetevok a fehérjék (27-50 %), 6ket kovetik a humuszszerii vegyiiletek (10-30
%) ¢és a szénhidratok (5-12 %). Utdbbiak 5-36 %-at teszik ki az uronsav-szarmazékok. A
biofilmek esetében magasabb fehérjetartalom jellemzd, ami a mikroorganizmusok nagyfokt

aktivitasara utal (Di laconi és mtsi, 2004).

" A Mohlmann-index vagy SVI meghatirozésa: 1 L eleveniszapban 30 perc iilepedési id utin kialakult

iszaptérfogat és az iszapkoncentracié hanyadosa, vagyis megadja 1 g iszap 30 perces iilepedési térfogatat.
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11.5.2. Mikrokornyezetek a biofilmekben és flokkulumokban

11.5.2.1. Mikroszenzoros eredmények

A biofilmek és flokkulumok térbeli jellemezéséhez nagyban hozzajarulnak a mikroszenzoros
mérések, amelyeknek koszonhetden szamos paraméterrdl (pl. pH, oldott oxigén, ammonium,
metan) kaphatunk informaciot akar kevesebb, mint 50 pm-es felbontasban. Ezekbdl a
kutatasokbol tudhatjuk, milyen rendkiviil valtozatos életkoriilmények johetnek Iétre akar
kevesebb, mint 1 mm vastag biofilm rétegben is (Santegoeds és mtsi, 1998b).

Egy eleveniszapos medencében Gjonnan kialakul6 biofilm vizsgalata azt mutatta, hogy mar egy
hét alatt 400 um vastag réteg képzddik, végs6é 1000-1200 pum-es vastagsagat pedig nyolc hét
alatt érte el. Az oldott oxigén mérések szerint 200-400 pm mélyen a biofilm-folyadék fazis
hatartol mar teljesen eltlint az oxigén, és anaerob éléhelyek jottek létre. Ezekben a
mikrohabitatokban a kozismerten anaerob szulfatredukcio is végbe ment (Santegoeds és mtsi,
1998a; 11. abra).

Eleveniszap flokkulumokon végzett mikroszenzoros vizsgalatok hasonld oxigén gradienseket
mutatnak. Ezekben az anaerob mikrohabitatokban levegdztetés ellenére a szulfatredukcion

kiviil mas anaerob folyamatok is végbe mehetnek, mint példaul a denitrifikacio.

0 ZIO 40 60

Mélység [mm]

30 40 50

Koncentracié [uM]

11. abra Mikroszenzoros mérések eredményei egy szennyviztisztitoi szulfat-redukald biofilmben (A), és

két nitrifikalo eleveniszapos rendszer flokkulumaiban (B) és (C) Santegoeds és mtsi (1998b) nyoman.
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11.5.2.2. FISH eredmények

A biofilmek és flokkulumok alkotta élettér komplexitasarol tanuskodnak a FISH modszerrel

(I1.3.2.3.2.A/1. pont) elért eredmények is. A szamos ilyen modszerrel végzett kutatas igazolta,

hogy a mikroszenzoros mérések alapjan josolt mikronicheket valoban mas ¢és mas

A legtobbet az anaerob rothasztok nagyméretli granularis flokkulumait vizsgaltak. Ezekbdl a

vizsgalatokbol kideriil, hogy a metanotrof archedk a mélyebb rétegekben, mig az

iszapduzzadaseért (11.5.1.2.2. pont) is felelésnek tartott Chloroflexi csoport tagjai a granulumok

felszinén helyezkednek el (Yamada és mitsi, 2005;
12. abra). Mikroaerofil szennyvizes koriilmények
kozott tartott szulfatredukald biofilm kialakulasanak
vizsgalata is igazolta a mikroszenzoros joslatokat,
ugyanis a biofilm vastagodasaval ezek a szervezetek

is egyre aktivabbak lettek, és egyre vastagabb réteget

képeztek az alsd rétegekben (Ito és mitsi, 2002). ¥

rotatoros  kontaktoron képz6d6 biofilm FISH
analizise pedig azt mutatta ki, hogy az aerob
nitrifikalok egy vékony felsé rétegben helyezkednek
el, mig az anaerob ammonia-oxidalok a biofilm

legmélyebb szintjén talalhatok (Egli és mtsi, 2003).

12. abra. Anaerob iszaprothasztoé granulumja,

z0ld: Bacteria, piros Archaea specifikus

proba Yamada és mtsi (2005) nyoman.
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I1.6. Mikrobiologiai folyamatok a szennyviztisztitaisban

11.6.1. Szervesanyagok eltavolitasa

A szennyviztisztitas legfobb feladata a szervesanyagok bontasa széndioxidig (anaerob
rendszereknél biogazig), vizig és egyéb szervetlen vegyiiletekig. Ez az asvanyosodasnak vagy
mineralizacionak nevezett folyamat id6ével a befogadd vizekben is végbe megy, azonban mivel
oxigént igényel stlyosan befolyasolja azok oxigénegyensulyat (Bar6tfi, 2000).

Bonthatosag alapjan megkiilonboztetiink konnyen és nehezen biodegradalhatdo anyagokat.
Ilyenek pl. a cukrok, ecetsav, etanol, metanol. A kommunalis szennyvizekben elsésorban ilyen
szennyezOk vannak. Amennyiben ezek a szennyezOk nitrogén és foszfor vegyiiletekkel egyiitt
az él6vizekbe jutnak az ott beinduld mikrobialis bontds miatt eutrofizacio alakul ki.

A nehezen bonthatd vagy masnéven perzisztens szennyezOk biodegradacidja lassti vagy
egyaltalan nem lehetséges. Ilyenek pl. a peszticidek, oldoszerek, szinezékek, detergensek,
halogénezett és aromas vegyiiletek, amelyek a kornyezetben felhalmozodva, és egy kritikus
koncentraciot elérve, toxikus hatast fejtenek ki. Tovabbi kedvezoétlen hatdsaik lehetnek a
befogadd vizekben a habzas vagy az oxigénatadas csokkenése. Az ilyen anyagok eléfordulasa
inkabb ipari szennyvizekre jellemz6 (Tardy, 2005).

A biodegradaci6 kinetikdja altalaban két alapsémat kovet. Az egyik a Monod-féle novekedési
gorbe (Monod, 1949), amikor az anyagcsere sebessége aranyos a szubsztratfogyas
sebességével. Ez a nem toxikus, bonthatd anyagokra jellemz6é. A biodegradalhatd, de toxikus
anyagok viszont az Andrews (1968) altal leirt kinetika szerint bomlanak. Az ilyen jellegii
szubsztratokat ugyanis kis koncentracional tudjak a mikroorganizmusok metabolizalni, mig
nagy koncentracioban gatld ill. mérgezd hatasuak rajuk, ezért koncentraciotol fliggben

gyorsabban vagy lassabban

Anyagcsere
sebessége Biolégiailag bonthaté, degradalédnak (13. abra). A toxikus,
nem toxikus
(Monod-kinetika) de biodegradalhatd szennyezoket
tartalmazd  szennyvizeket  ezért
érdemes olyan rendszerekben
Biolégiailag-bonthaté, toxikus «ezelni. ahol « minél

(Andrews-kinetika) ezelni, ahol azok minél gyorsabban
higulni tudnak. Erre a
Szubsztrat  |eoglkalmasabbak a  folyamatos

koncentracio

13. 4bra. Biolégiailag bonthaté szennyezok hatésa a lizemii szuszpendalt rendszerek.

mikroorganizmusok anyagcseréjére, Tardy (2005) nyoman.
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szervezetek végzik aerob vagy anaerob modon. ElI6bbi a levegdztetés miatt ugyan
koltségesebb, nagyobb hatékonysaga révén a szennyviztisztitasban mégis elterjedtebb. A bonto
szervezetek, ahogy a bontandd szennyezOk, sokfélék rendszertanilag, de a metabolikus

diverzitasukrol ismert Protoebacteriak nagy szamban vesznek részt e folyamatokban.

11.6.1.1. Fenol biodegradacioja

Mivel az altalunk vizsgalt kokszolomiivi szennyviz legfobb szerves szennyezdje a fenol, ezért
Bar az aromas vegyiiletek a természetben is széles korben eléfordulnak, fenollal
nagymennyiségben emberi tevékenység (gyogyszeripar, milanyaggyartas, petrolkémia, stb.)
nyoman talalkozhatunk vele. A fenol erdsen toxikus és karcinogén vegyiilet, amely jo
vizoldhatosaga miatt (83 g/L), kiilondsen veszélyes a természetes vizeinkre (Geng €s mitsi,
2006).

A fenol szénforrasként vald hasznositasara baktériumok és a mikroszkopikus gombak is
képesek, de vizes élShelyeken, mint a szennyvizben elsdsorban baktériumok bontjak. A
legismertebb a fenolbontok a Proteobacteria (Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Burkholderia, Comamonas, Pseudomonas), Firmicutes (Bacillus) ¢és Actinobacteria
(Rhodococcus) diviziokba tartoznak (Zhang és mtsi, 2004).

Kedvez6 koriilmények esetén a fenol bontasa teljes mértékben végbemegy, akar nagyon magas
szennyezOanyag koncentracio mellett is. Ez a biodegradacio elsésorban aerob médon torténik,
de egyes szervezetek anaerob koriilmények kozott is képesek hasznositani ezt a vegyiiletet, bar
kisebb hatékonysaggal (Amor és mtsi, 2005).

Az aerob anyagcsere-utvonalakat két csoportra oszthatjuk. Az elsdbe az aromas gyiirti
hasitasaért felelés dioxigenaz enzimekkel (14. abra), a masik csoportba a monooxigenazokkal
fémjelzett utvonalakat sorolhatjuk. Utdbbiak az aromas gylirti szubsztituenseit tamadjak
(Harayama ¢és Rekik, 1989). i
Mindezek koziil a katekol 2,3- @ fenel

fenol-hidroxilaz l

dioxigenaz (C230) enzimnek

: et ,r OH

tulajdonitjadk a f6 szerepet a katekol Q
L) OH " y o
fenol bontasaban katekol 2,3- dioxigenaz / \km“”sz-dwx'aenaz
COOH 2

META- UTVONAL m gm._m ORTO- UTVONAL
B CTHO
2- hidroximukonsav- félaldehid cisz-cisz- mukonsav

14. abra. A fenol dioxigenaz enzimekkel katalizalt biodegradacidja
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dihidroxilalt intermedier keletkezik, a katekol. A katekol aromas gyiriijének hasitasa
kulcslépés a fenol degradacioja soran, ezt végzik a dioxigenaz enzimek. A bontasi anyagcsere-
utvonalak kozott a gylriihasitas mechanizmusa alapjan megkiilonboztetiink orto- és meta-
utvonalakat. Az orto- tipust gytrithasitasban a C120 vesz részt, mig a meta-tipusut a C230
katalizalja. A gytriihasitas soran keletkez6 termék a C120 esetén a cisz-cisz-mukonsav, mig a

C230 terméke a 2-hidroximukonsav-félaldehid. (Hendrickx és mtsi, 2006; 14. abra)

11.6.1.2. Rodanid biodegradacioja
A vizsgalt kokszolomiivi szennyviz masik legjelentésebb széntartalmu, KOI értéket képzd
szennyezdje a rodanid vagy mas néven tiocianat ion (S-C=N").
A rodanid a természetben is el6forduld vegyiilet, amely elsdsorban ndvényi sejtek
gliikozinolatjainak (tiogliikozid) glitkozidaz enzimek katalizalta hidrolizise soran képzddik. A
novényi gliikozidazokbol szarmazé szabad rodanid eml6sok nyalaban és vérében is
megtalalhatd, ahol peroxidazok segitségével bomlik. Hatvan mg/L szérum koncentracio felett
azonban neurotoxinként hat rajuk, és a vér jodszallito képességét is rontja. Emberi tevékenység
révén nagyobb mennyiségben a mar emlitett kokszgyartas, és a hasonld szén elgazositas
folyaman képzddik (Katayama és mtsi, 1998; Katayama és mtsi, 1992).
A baktériumoknal kétféle rodanid biodegradacids utvonal ismert: a ,.cianat” és a ,.karbonil-
szulfid Gtvonal”. Ezek végtermékeikben nem, csak koztes metabolitjaikban kiilonboznek.
A ,,cianat utvonalnal” eldszor a szén-kénkotés hidrolizal, igy cianat és kénhidrogén képzddik.
A cianat a tovabbiakban spontan modon széndioxiddd és ammoniava alakul, a kénhidrogén
szulfatta oxidalodik (Stratford és mtsi, 1994). A folyamatot az alabbi egyenletek irjak le (dolt
betiivel az ismert katalizal6 enzimek; Caspi és mtsi, 2008):

I. H-S-CEN+H,0 H,S + N=C-OH

rodanid cianat
2. N=C-OH + HCO; — CO,T + H,N-COy
cianat liaz karbamat

3. HON-COy +H™  «  NHz+ COT
A, karbonil-szulfid Gtvonal” esetén, elészor a nitrilkotés (C=N) bomlik, és karbonil-szulfid
(COS) képzddik, ami tovabb hidrolizal szulfidda és széndioxidda, ahogy alabb lathato (Caspi
¢és mtsi, 2008; Katayama és mtsi, 1992):
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I. H-S-CEN+H,0 NH; + S=C=0
rodanid  tiocianat-hidroldz ~ karbonil-szulfid

2. S=C=0+H,0 <  H,$+CO,T
A rodanidbontas képességét szamos rendszertani besorolas és metabolizmus szempontjabol
kiilonboz6 baktériumnal kimutattik mar. Igy példaul heterotrof szervezeteknél, mint a y-
Proteobacteria szubdivizidba tartozé Pseudomonas fluorescens és Acinetobacter junii (Mason
és mtsi, 1994), vagy az a-Proteobacteria metilotréf Methylobacterium thiocyanatum. Ezek a
mikrobak egyediili nitrogén és kén forrasaként (Wood és mitsi, 1998) hasznositjak ezt a
vegyiiletet, mig az alkalofil autotrof kénoxidald, vy-Proteobacteria csoportba tartozod
Thioalkalivibrio thiocyanoxidans egyediili szén és energia forrasként (Sorokin és mtsi, 2002).
A legismertebb ¢és legjobban kutatott rodanidbontd azonban kétségkiviil a B-Proteobacteria
kemolitotrof kénoxidald Thiobacillus thioparus, amely egyediili szén és energia forrasként
hasznositja a tiocianatot, és amely torzseibél mindkét metabolikus ttvonalat, valamint azok

ismert katalizald enzimeit leirtak (Katayama és mtsi 1992; 1998; Stratford és mtsi, 1994).

11.6.2. A foszfor eltavolitasa

A szennyvizek foszfor kivonasa elengedhetetlen része a modern kommunalis és ipari
szennyvizkezelésnek, mivel a befogadd viztestekbe jutva ez az anyag jelentdsen elésegitheti az
eutrofizaciot. A foszfor kémiai uton vas vagy aluménium sok adagolasaval precipitalhato, és a
folosiszappal kivehetd a rendszerbdl. Ez hatékony foszfor kivonasi eljaras, de jelentdsen noveli
is (Blackall és mtsi, 2002).

A foszfor-mentesitést mikrobioldgiai mechanizmusok segitségével is megoldhato, ezt nevezik
serkentett bioldgiai foszfateltavolitasnak, vagyis EBPR-nek (Enhanced Biological Phosphate
Removal). Ezzel a folyamattal optimalis miikodés esetén egy atlagos 10-15 mg/L Osszes
elérni (Blackall és mtsi, 2002).

Az EBPR folyamatot elsésorban anoxikus szelektoros eleveniszapos rendszerek kialakitasaval
végzik. Lényege, hogy el6szor anaerob viszonyok kozott talalkozik a recirkulaltatott iszap
mikrobiodtaja a tisztitandé szennyvizzel. Ebben a fazisban a polifoszfat akkumulalo szervezetek
(PAO = Polyphosphate-Accumulating Organism) a korabban elraktarozott polifoszfat
hidrolizisébdl energiat nyernek, aminek a segitségével r0vid szénlanct zsirsavakat

metabolizalnak és raktaroznak polihidroxi-alkanoatok (PHA) formajaban.
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Az aerob fazisban a PAO jelentds elonyt élveznek azokkal a baktériumokkal szemben, amelyek
nem voltak képesek zsirsav felvételre az anaerob szakaszban, mivel fel tudjak hasznalni a tarolt
PHA-t az egyébként szénforrasban mar szegényebb kornyezetben. Mindezek kozben ujra
feltoltik polifoszfat-tartalékaikat a vizben jelenlévd foszfat segitségével, igy akar tomegiik 20
%-anak megfelelé foszfort raktirozhatnak. Ulepités utdn a rendszerbél kivont folosiszappal
megvalosul a foszfateltavolitas. Az igy keletkezd iszap magas foszfortartalma miatt késébb
kiilonosen alkalmas talajok tragyazasara (Wagner és mtsi, 2002).

A gyakorlatban azonban az EBPR egységek gyakran nem ugy miikédnek, ahogy elvarnak
toliik. Ennek is mikrobiologiai oka van, még pedig az, hogy ilyenkor a glikogén akkumulalo
szervezetek (GAO = Glycogen Accumulating Organism) szaporodnak el. Ezek a tenyésztés
figgetlen eljarasok alapjan y-Proteobacteria csoportba sorolt, Candidatus Competibacter
phosphatis-nak nevezett baktériumok (Wagner és Loy, 2002) versengenek a zsirsavakért az
anaerob szakaszban a PAO-kel, de foszfatot nem tartalékolnak, ezért a szennyviztisztitas
szempontjabol nem hasznosak (Blackall és mtsi, 2002).

Az EBPR folyamatért felelds baktériumok azonositasaval régota probalkoznak a kutatok.
Sokaig a tenyésztéses eredmények alapjan a y-Proteobacteria csoportba tartozd Acinetobacter
nemzetséget és az Actinobacteridak kozé tartozd Microlunatus phosphovorus nevii baktériumot
gondoltak a szennyviztisztitok PAO-inak. Azonban az élettani vizsgalatok azt mutattak, hogy
egyikiik sem képes teljes egészében a fent vazolt EBPR folyamatra, ill. a FISH technikaval
végzett kutatasok is azt jelezték, hogy mindkét csoport aranyat jelentsen tulbecsiilték a
tenyésztéses eljarasokkal (Blackall és mtsi, 2002; Wagner és mtsi, 2002).

A tenyésztés fliiggetlen molekularis modszerekkel végzett kutatdsok két dominans csoportot
talaltak a jol mikodé EBPR reaktorban. Az egyik az Actinobacteria torzsbe tartozd
Micrococcineae baktériumok, a masik a f-Proteobacteridak Rhodocyclus csoportjaba sorolt
beszédes nevi Candidatus Accumulibacter phosphatis (Wagner és mtsi, 2002). Kong és mtsi
(2006) arra hivtak fel a figyelmet, hogy utobbi csoportnak a tagjai fiziologiai szempontbol
hasonlobbak a GAO-hez, és ezért azokkal versengenek. Ezzel szemben az Actinobacteridk
kozé tartozd PAO szélesebb ¢és kiilonbozobb felvehetd ¢és tarolhatod szénforras spektrumuknak
koszonhetden nem versenytarsai azoknak. Ezt az is bizonyitja, hogy azokban a rendszerekben,
ahol az Actinobacteria PAO voltak a dominansak, nem is talaltak jelentds szami GAO-t vagy
Rhodocyclus tipustt PAO-t.

Ezen eredmények alapjan a mikrobiologusok azt a javasoltdk a szennyviztechnologusoknak,
hogy ahhoz, hogy elkeriiljék az EBPR egységek lizemzavarait, olyan rendszereket hozzanak

létre, amelyek az Actinobacteria PAO-nak kedveznek (Wagner és Loy, 2002).
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11.6.3. A nitrogén eltavolitasa

11.6.3.1. Nitrogén vegyiiletek élettani hatisa

A szennyvizekben leggyakoribb nitrogénformak koziil a szabad ammonia és a nitrit-ion bir
karos élettani hatasokkal. Elobbi, szemben az ammoénium-ionnal atjut a sejtmembranon, és
sejtméregként hat. Halakra 0,2-2 mg/L szabad ammonia mar toxikus. A nitrit pedig egyrészt
karcinogén, masrészt toxikus lehet. Rakkeltd hatasat a beldle képz6do nitrézaminok fejtik ki,
mig toxicitdsat a hemoglobin metahemoglobinnd oxidalasa révén fejti ki. A metahemoglobin
nem képes oxigén szallitasara, és egy bizonyos arany utan letalis. Felndttekben egy specitikus
enzim visszaalakitja a metahemoglobint hemoglobinnd. Csecsemdkben azonban ez az enzim
még nincs jelen, ezért a magasabb nitrittartalom elsdsorban rajuk nézve jelent veszélyt.
Ezeknek a vegyiileteknek a koncentracioja Osszefiiggésben van az ammonium €s a nitrat
és homérsékletének fliggvénye (nagyobb pH és homérséklet tobb szabad ammoniat jelent).
Nitratbol pedig a szervezeten beliil is képzddhet nitrit (pl. az egyébként is veszélyeztetett
csecsemOk alacsonyabb pH-ji gyomraban), ezért a WHO 10 mg/L-es hatarértéket szab e
vegyiiletre az ivovizekben (Barotfi, 2000).

11.6.3.2. A nitrogén korforgas

A szennyvizek nitrogén-mentesitése gyakorlatilag minden tisztitorendszerben a természetes
nitrogén ciklus egyes lépéseit kihasznalva biologiai titon torténik, ezért elészor tekintsiik at e
korforgas egyes lépéseit, majd kiilon-kiilon annak a szennyviztisztitas szempontjabol lényeges
elemeit kiilonos tekintettel az aerob nitrifikaciora, azon beliil is az ammonia-oxidaciora, ami e
dolgozat egyik 6 témaja.

A nitrogén a fehérjék, nukleinsavak és szamos gylriis vegyiilet alkotorészeként az €16
szervezetek nélkiilozhetetlen alkotdeleme. Bar legnagyobb mennyisége a légkorben talalhato
(78 %; 15. abra), az ¢lolények tobbsége nem képes felvenni a légkori nitrogént (N).
Megkotését zomében a nitrogénfixald baktériumok végzik. Az €16 szervezetekben redukalt
formaban van jelen, és ezek pusztulasaval, ill. salakanyagaikkal keriil a kornyezetbe. A szerves
nitrogén mineralizacidja soran keletkez6 ammonium élévizekbe jutva, a beléle képz6dd szabad
ammonia toxicitdsa mellett, eutrofizdciét idéz el6. A nodvények képesek a nitrogént
ammoniumsok formdjaban is felvenni, mégis felvétele inkabb nitratként torténik. Az
ammonium kisebb részébdl fény hatasara elemi nitrogén keletkezik (fotolizis), ill. szabad

ammoniaként elillan a légkorbe, nagyobb részét pedig oxikus viszonyok kozt az aerob
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nem biologiai

(fotokémiai' nitrogén-fixacio

N, === N.O NO

emberi

15. abra. A nitrogén korforgasa a természetben Madigan és mtsi (2003) nyoman.

nitrifikald szervezetek nitritté, majd nitratta alakitjak. A denitrifikdldé szevezetek anoxikus
koriilmények kozott a keletkezd nitratot (vagy nitritet) redukaljak enzim készletiiktdl fiiggden
nitritig vagy légkori nitrogénvegyiiletekig (NO, N,O, N,) (Madigan és mtsi, 2003). Oxigén
hianyaban (pl. tengeri iiledékekben) is végbe megy az ammonium-nitrogén felszabaditasa az

utobbi évtizedekben felismert anammox folyamat révén (Francis és mtsi, 2007).

11.6.3.3. Az aerob nitrifikacio

A szennyvizekben a nitrogén elsésorban ammonium vagy urea formajaban van jelen. Mivel az
urea is ammoniumma hidrolizal, a nitrifikdcié a szennyviz nitrogén mentesitésének elso,
kulcsfontossagu 1épése. A nitrifikaciot, vagyis az ammonia nitrattd alakitasat elsdsorban
specializalt kemolitotrof nitrifikald szervezetek végzik. Létezik ugyan heterotrof nitrifikacio is,
amelyben baktériumok (pl. Paracoccus denitrificans), gombak (pl. Aspergillus és Penicillium
fajok), sot algak is részt vesznek, és szerves vegyiiletekbdl szarmazé ammoniat vagy mas
redukalt nitrogén vegyiiletet oxidalnak. Ezek az organizmusok azonban a nitrifikaciobol nem
nyernek energiat (Bock és mtsi, 1991).

A nitrifikacio oroszlanrészét azonban azok a kemolitotrof nitrifikalok végzik, amelyek képesek
a folyamatbdl nyert energiaval, mint egyetlen energiaforrassal névekedni, és azt felhasznalni a

Calvin-cikluson keresztiili széndioxid fixacidhoz. Bar ez az életforma csak lasst novekedéshez
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elégséges energiat szolgaltat, ezek a mikrobak mégis igen elterjedtek, sokféle okoszisztéma
tagjai lehetnek (Madigan és mtsi, 2003).
A kemolitotrof nitrifikacié kémiailag és a résztvevo mikrobak alapjan is két részre oszthatd. Az
ammonia nitritté alakitasat az ammonia-oxidald, mig a nitrit nitratta oxidalasat a nitritoxidalo
szervezetek végzik. A folyamat kémiailag az alabbi két egyenlettel irhaté le:
NH; +1.50, > NO, +H,0 +H" AG® =-257 kl/reakci6
NO;+0.50, = NO3 AG® =-74,1 kJ/reakci6
A Nitrospira és Nitrospina nemzetségek kivételével a nitrifikalo baktériumok mindegyikére
jellemzé a kiterjedt intracitoplaplazmatikus membranrendszer, amelyhez specifikus
enzimkomplexeik kotddnek. Méretiik altalaban 1-2 um, de egyes palca alaka Nitrospindk 6 pm
hosszaak is lehetnek. Alakjuk, nemzetségen beliil is, meglehetésen valtozatos. El6fordulnak
kokkoid, palca, vibrio, lobularis és spiralis formak is. Tobbségiiknél mozgasképességet is
megfigyeltek, ami torténhet egy vagy akar 20 csilloval is (Bock és mtsi, 1991).
Evolucios szempontbol az autotrdéf nitrifikdloknal és a  fototrof  baktériumoknal
(Rhodopseudomonas, Rhodocyclus, Ectothiorhodospira) egyarant megtalalhato
intracitoplazmikus membranok kozvetett bizonyitékként szolgalhatnak a fotoszintézis és az
ammonia-, illetve nitritoxidacio kozotti leszarmazasi kapcsolatra. Az azonban, hogy egyes
csoportjaik egymastol filogenetikailag tavol helyezkednek el, azt jelzi, hogy a fotoszintézis és a
kemolitotrof nitrifikacio kozotti atmenet egymastol fiiggetleniil tobbszor és viszonylag
konnyen mehetett végbe. A Nitrospina és Nitrospira nemzetségek valosziniileg a nitrifikalo
anyagcsere olyan tipusat képviselik, aminek nincs kozvetlen fotoszintetikus eredete (Teske és

mtsi, 1994).

11.6.3.3.1. Az ammonia-oxiddcio

11.6.3.3.1.A. Ammdnia-oxidald baktériumok (AOB) taxonémiai besorolasa

Korabban tgy vélték, hogy az ammonia oxidacidjat nitritté a Proteobacteria csoport két
monofiletikus agaba sorolhatd baktériumok végezik. Ma mar tudjuk, hogy Bacteria domén
ammonia-oxidaloi (AOB) mellett az Archaea doménben is 1éteznek ezt a folyamatot katalizald
szervezeteket (AOA) 11.4.2. pont (Konneke és mtsi, 2005).

Az AOB egyik agat a y-Proteobacteria biborkén baktériumok leszdrmazasi vonalaba, azon
beliil is az Ectothiorhodospiraceae csaladba tartozo, eddig kizardlag tengerekbdl izolalt
Nitrosococcus (Nsc) nemzetség egyes tagjai képezik. A masik csoport a B-Proteobacteria egy
monofiletikus 4gat képezi, melynek legkozelebbi rokonai a vasoxidalé Gallionella ferruginea,

a fotoszintetizald Rhodocyclus purpureus és a metilotrof baktériumok. Utdbbi csoportba
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tartoznak a Nitrosomonas (Nsm.), Nitrosospira (Nsp.), Nitrosovibrio ¢€s Nitrosolobus
nemzetségek, valamint a Nitrosococcus nemzetség egyes fajai (Nsc. mobilis és Nsc. oceani).
Utobbi két faj nemzetségneve mai molekularis alapu filogenetikai tudasunk alapjan mar nem
tekinthetd szerencsésnek, inkabb a Nitrosomonas nemzetségbe lennének sorolandok, ez a
taxonémiai reviziéo azonban még nem tortént meg. A Nitrosovibrio és Nitrosolobus torzseket
azonban igen nagyfoku 16S rRNS szekvencia-azonossaguk miatt ma mar a Nitrosospira (Nsp.)
nemzetségbe soroljak (Purkhold és mtsi, 2000; Teske és mtsi, 1994; Utaaker és mtsi,1995).

Korabban a szennyviztisztitasban a Nsm. europaea modellfajnak tulajdonitottadk az ammonia-
oxidaciot. A tenyésztés fiiggetlen vizsgalatoknak koszonhetéen ma mar tudjuk, hogy mas
filotipusok is el6fordulnak, mint példaul a korabban csak brack vizekbdl ismert Nsc. mobilis
(Juretschko és mtsi, 1998), vagy a sokaig talajmikrobanak tartott Nitrosospira nemzetség tagjai
is. Dominansnak azonban tovabbra is a Nitrosomonas nemzetség tiinik, de kideriilt, hogy ez a
csoport is joval valtozatosabb €s tobb leszarmazasi agra oszthatod (Purkhold és mtsi, 2000).

Jelenlegi tudasunk szerint szennyvizekben jelentds szerepe csak a B-Proteobacteria csoportba

tartozd6 AOB-nak van, ezért a tovabbiakban az ¢ jellemzdiket tekintjiik at.

11.6.3.3.1.B. Az ammonia-oxidacio biokémidja
A biologiai ammonia-oxidaciot legalaposabban eddig a modellfajnak szamité Nsm. europea

fajnal vizsgaltak. Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy az energianyerd rendszer szubsztratja az
ammonia, és nem az ammonium-ion, mivel az ammoniat oxidalé enzim a citoplazmamembran
kozelében talalhatd, amely sokkal permeabilisabb az ammonia szamara, mint az ammonium-
ionnak. Maga a folyamat a kiterjedt intracitoplazmatikus membranrendszerhez kotddik. Az
elektronaramlasban résztvevo citokrom rendszer mellett az ammonia nitritté alakitasa két
enzim segitségével, két Iépésben megy végbe. Az egyik a réztartalmi ammonia-monooxigenaz
(Amo), amely a teljes nitrifikacios folyamat legnagyobb aktivacios energiat igénylo reakciojat,
ezért egyben a nitrifikacio sebesség-meghatarozd 1épését katalizalja. A masik a multihem
jellegi hidroxilamin-oxidoreduktaz (Hao). Az altaluk katalizalt reakciok a kovetkezd
egyenletekkel irhatok le (Koops és mtsi, 2003):

Amo: NH;+0,+2H +2¢ — NH,0H + H,0

Hao: NH,OH+H,0 » HNO, +4H +4¢
A két enzim mikodése kolcsondsen fiigg egymadstol hiszen mig a Hao az Amo-rél jovo
hidroxilamint alakitja tovabb nitritt¢, addig az Amo enzim a Hao kozremiikodésével 1étrejott
elektronokat hasznalja az ammonia oxidaciojahoz. Ezért a felszabadulo négy elektronbol

valojaban csak kettd éri el a végoxidazt (citokrom aaz), aminek kozremiikodésével
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+4H*

protonmozgaté eré jon létre. Ez végil az ATP ﬂ Periplozma  [iMembréfill  Citoplazma
molekulak szintéziséhez vezet (16. abra). Mivel
azonban egy ammonia molekula oxidacidjakor csak

egy ATP molekula képzdédik, ezek a baktériumok 4

meglehetdsen lassu novekedéstiek Cyte % — {
Az eddig vizsgalt AOB ezen kivil mind ze,:
" Cytc

rendelkeznek nitritreduktdz enzimmel is, amelynek
segitségével csokkent parcialis oxigén nyomas
esetén képesek nitrit-redukcié utjan denitrifikaciora

(Kuai és Verstraete, 1998).

16. abra. Az NH; oxidacioja a Nsm europaea

11.6.3.3.1.C. Az ammoénia-oxidalok kutatasa sejtekben Madigan és mtsi (2003) nyomén.

C/1. Az ammonia oxidalok tenyésztése

Bar elso torzseiket tobb mint szdz éve izolaltak (Winogradszkij, 1890), a csoport alacsony
novekedési rataja (Koops és mtsi, 2003) és obligat kemolitotrofidja miatt az AOB tenyésztése
meglehetésen koriilményes ¢és iddigényes. Dusitd tenyészeteik kizarodlag szervetlen
tapanyagokat tartalmazhatnak, mivel a szervesanyag gatolja autotr6f novekedésiiket, tovabba
heterotrofok feldusulasat okozhatja. Ezenkiviill gondoskodni kell a megfelelé pH-rol,
ammonium és nitrit koncentraciorol, allando levegdztetésrol és teljes sotétségrél (Princic és
mtsi, 1998). A fent emlitett nehézségek miatt izolalasuk, tiszta tenyészeteik eldallitasa és
fenntartasa, valamint a hagyomanyos csiraszambecslési eljarasok honapokat vesznek igénybe.
Ertheté modon rutinszerli vizsgalatuk nem terjedt el a szennyviztisztitd rendszerek
monitorozasaban sem, viszont a molekularis mikrobialis 6kologiai modszerek térhoditasa a

csoport megismerésében kiilondsen jelentésnek bizonyult.

C/2. A 16S rRNS gén alapl vizsgalatok

Az AOB molekularis vizsgalata a torzsgylijteményekben talalhatd tiszta tenyészetek pontos
filogenetikai helyének tisztazasaval kezdddott (Teske és mitsi, 1994). Ehhez molekularis
markerként a 16S rRNS gént hasznaltdk. Nem sokkal késobb e génre specifikus primerekkel
tortént PCR segiségével kornyezeti mintakbol is kimutattak oket (Voytek és Ward, 1995), majd
az elsé FISH detektalasukra is hamar sor keriilt (Mobarry és mtsi, 1996). Ezt kovették a
klonkonyvtar (Stephen és mitsi, 1996), majd DGGE alapu (Kowalchuk és mtsi, 1997)

kozossség vizsgalataik.
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16S rRNS gén alapu molekularis vizsgalatokkor azonban sokszor filogenetikailag kozeli, de
fiziologiailag és oOkologiailag kiilonb6z6 baktériumok (pl. Rhodocyclus, Gallionella)
kimutatasara is sor keriilt, ahogy ezt egy korabbi munkank soran mi is tapasztaltuk (Székely,
2001). Soét, ammonia-oxidalokat sokszor egyaltalan nem is sikeril kimutatni, pedig mas
modszerrel jelenlétiik egyértelmiien igazolhatd (Juretschko és mtsi, 1998). Ennek oka a rokon
fajok nagyfoki szekvencia-hasonlosaga (és ezaltal a PCR megfelelé specifitasanak hianya),
valamint a célcsoport viszonylag alacsony sejtszama lehet (Bothe és mtsi, 2000; Rotthauwe és
mtsi, 1997). Ezért a tobbi baktériumnal altalanosan hasznalt 16S rRNS gén mellett, az
ammonia-oxidalok vizsgéalatara Sinigalliano és mtsi (1995) az Amo enzimet kodolo DNS
szakasz (amo operon) vizsgalatat javasolta. Az Amo fehérje az AOB csoport specifikus
enzimje, ezért a fent emlitett PCR alapu hamis pozitiv eredmények megjelenése elkeriilhetové

valt.

C/3. Azamod alapl vizsgalatok

Az amo operon négy nyitott leolvasasi keretet (Open Reading Frame: ORF) tartalmaz, amelyek
a kovetkezo sorrendben kodolnak négy membran fehérjét: amoC, amoA, amoB és ORF4. Az
AmoC és AmoA alegységek hat-hat transzmembran szakaszukkal az ionaramlas szamara porust
formalnak, valamint periplazmikus résziikkon réz csoport kotésére alkalmas régioval
rendelkeznek. Az AmoA doménen talalhaté egy hossza erésen konzervalt periplazmikus hurok
is, mely feltételezhetéen az enzim katalitikus részét tartalmazza. Az AmoB alegység két
transzmembran szakaszan kiviil egy hossza peri- vagy citoplazmikus résszel bir. A terminator
régio utan kovetkezd ORF4 pedig egy eddig ismeretlen funkcioju fehérjét kodol (Norton és
mtsi, 2002).

Az AmoA alegység kevésbé konzervalt transzmembran szakaszainak koszonhetden, valamint a
fehérje kodszotar degeneraltsaga miatt, az amoA gén a csoporton beliil nagyobb valtozatossagot
mutat, mint a 16S rRNS gén, és ezért jobb felbontasu filogenetikai vizsgalatokra ad modot
kozeli rokonok esetén is. A faji elkiilonitéshez sziikséges 97 %-os 16S rRNS hasonlosagi
értekhez az amoA gén esetében 80 %-os nukleotid és 85 %-os aminosav szekvencia
hasonlosagi érték tartozik (Purkhold és mtsi, 2000). Tovabba a két molekularis marker alapjan
szerkesztett filogenetikai fak topologidja alapjaban megegyezik. (Aakra és mtsi, 2001; Norton
¢és mtsi, 2002; Purkhold és mtsi, 2000). E kedvezd tulajdonsagoknak kdszonhetden az AOB
diverzitasanak és eloszlasanak feltérképezése az amoA alapu technikak ma mar elterjedtebbek a

16S rDNS alapti médszereknél.
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Az elsé kornyezeti mintabol tortént amoA gén kimutatasok utan (Sinigalliano és mtsi, 1995),
fokozatosan terjedt a génen alapuld egyéb tenyésztés fliggetlen eljarasok alkalmazasa, mint a
FISH (Juretschko és mtsi, 1998) vagy a DGGE (Kowalchuk és mtsi, 1999). Horz és mtsi
(2000) pedig amoA TRFLP ujjlenyomatot készitettek kiilonbozé kornyezeti mintakbol. A
modszert tenyésztett torzseken is tesztelték, és felhivtak a figyelmet arra, hogy az amod gén
fehérje kodolé mivolta miatt sokkal alkalmasabb arra, hogy termindlis restrikcios hasitasi
mintazata alapjan, szekvencia analizis nélkiil, nagyobb filogenetikai csoportokat
megkiilonboztessiink (pl. Nitrosomonas-Nitrosospira nemzetség).

Az amo operon szoros filogenetikai rokonsagban van a metanotrof baktériumok metan
monooxigenaz enzimét kodold pmo génnel. S6t, a y-Proteobacteria szubdivizidba tartozd
Nitrosococcus fajok amoA génje nagyobb hasonlésagot mutat a szintén y szubdivizioba tartozo
metanotrofok pmoA génjével, mint a B szubdivizid ammonia-oxidaloinak amod génjével
(Holmes €s mtsi, 1995). Tehat nagy valdsziniiséggel e két enzim alaptipusa mar jelen volt a -
és y-Proteobaktériumok szétvalasa el6tt. Ezért egy olyan amoA primerpart, amely minden
ammonia-oxidalo baktériumra specifikus, de kizarja a homolog metanotréfok pmod génjét,

valoszintileg lehetetlen tervezni (Rotthauwe és mtsi, 1997).

11.6.3.3.2. Nitritoxiddcio
A nitritoxidalo baktériumoknak (NOB) négy ismert nemzetsége, a Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospina és Nitrospira polifiletikus csoportot képeznek. El6bbi harom a Proteobacteriak
kozé tartozik, utobbi pedig, ahogy azt kordbban leirtuk (I1.4.1.5. pont) kiilén diviziot képez
(Ehrich és mtsi, 1995). A Nitrobacterek az o szubdivizioba tartoznak. Kozeli rokonaik a
gyokérnodulaciot okozo Bradyrhizobium japonicum és Blastobacter denitrificans, a human
patogén Afipia felis és Afipia clevelandensis, €s az anaerob fotoszintetizaldo Rhodopseudomonas
palustris. A Nitrococcus mobilis a Nitrosococcus oceanushoz hasonléan a y-Proteobacteria
Ectothiorhodospiraceae csaladjaba tartozik, bar egy masik aghoz. Mig a Nitrospina nemzetség
a §-Proteobacteriak egy mélyen gyokerezo agan talalhato (Teske és mtsi, 1994).
A nitrit oxidacidjat elsésorban a Nitrobacter nemzetség tagjainal tanulmanyoztak. A reakciot a
membranintegrans molibdén-tartalmu nitrit-oxidoreduktaz (NO,OR) enzim katalizalja:

NO, +H,0 +NO3+2H +2¢
A keletkez6 elektronok egy nagyon rovid elektron-transzportlancon vandorolnak a végoxidazig
(a NO3/NO; par magas potencidlja miatt), és a citokrom aa; kozremiikddésével létrejon a
protonmozgatd erd, amely csak kevés ATP szintéziséhez elegendd, ami még az ammonia-

oxidaloknal is lassabb novekedést tud csak biztositani (generacios idejitk fél nap és egy hét
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kozott valtozik). A NO,OR a forditott folyamatot, vagyis a nitrat redukciojat is elésegitheti.
gy a Nitrobacter sejtek nitrittel litotrof, nitrat jelenlétében vagy nitrat nélkiil anoxikus
viszonyok kozott pedig heterotrof médon névekednek. Tovabba rendelkeznek nitritreduktazzal
is, és csokkent oxigéntartalom esetén denitrifikalhatnak is (Bock és Koops, 1991).

A szennyviztisztitokban ezért a folyamatért hagyomanyosan szintén a Nitrobacter nemzetség
tagjainak szoktak halasak lenni. Ma mar azonban a tenyésztés fliggetlen modszereknek
koszonhetéen tudjuk, hogy sokszor ennél joval nagyobb szamban vannak jelen a Nitrospira
divizié tagjai. A FISH-MAR vizsgalatok kimutattak, hogy ezek a szervezetek mixotrofok,
vagyis széndioxid fixaciora és piruvat fogyasztasra is képesek nitrit oxidalas mellett (Daims és
mtsi, 2001).

Arra, hogy a két nemzetség koziil melyik dominal egy szennyviztisztitoban, életmodjuk ad
valaszt. A Nitrospira rokon fajok 6kologiai szemszogbdl tipikus K-stratégistak: nagyon lassan
nének, viszont jol adaptalodtak az alacsony nitrit és oxigén szintekhez. A Nitrobacter
nemzetség tagjai ezzel szemben inkabb r-stratégisték: viszonylag gyorsan szaporodnak, de
kicsi nitrit- ¢s oxigén-affinitdstak. Mivel a szennyvizkezel6 rendszerekben altalaban alacsony a
nitrittartalom, a Nitrospirak tGlnovik a Nitrobactereket. Olyan lizemekben, ahol iddszakosan
magasabb nitrit koncentraciok is eléfordulnak (pl. szakaszos miikodésii iizemek), a két csoport
egyszerre lehet jelen. Ezt a teoriat tamasztja ala Wagner és mtsi (2002) kisérlete, amelyben két
parhuzamos biofilmes kemosztatot inokulaltak Nitrospira mintakkal, majd a kemosztatokat
azonos modon iizemeltetették. A Nitrospirdk elszaporoddsa utan, mindkét rendszert
Nitrobacterrekkel oltottak be, és az egyiknél drasztikusan megnévelték a nitrit terhelést. A

Nitrobacter torzs csak a megnovelt terhelésii kemosztatban tudott jelentdsen elszaporodni.

11.6.3.3.3. Nitrifikdcio a szennyviztisztitasban

Mivel mind az AOB, mind a NOB ¢érzékeny, lassan névo szervezetek, ezért gyakran el6éfordul
szennyvizkezeld miiveknél, hogy a nitrifikacios folyamat nem kielégitéen zajlik (Wagner és
Loy, 2002). Ezeknek a baktériumoknak a biofilmes szennyvizkezelé rendszerek sokkal jobb
¢letteret biztositanak, mint az eleveniszapos tisztitomiivek, mivel a nitrifikaciot gatlé anyagok
(pl. fenol) diffazidja is korlatozottabb. Az EPS matrix térbeli korlatai miatt a biofilmekben
elméletileg a gyorsabban szaporodd heterotrof szervezetek tilndvése sem fenyegeti annyira a
nitrifikalokat. A valosagban azonban vegyes nitrogén és KOI eltavolitd biofilmes egységeknél
a heterotrofok altalaban a biofilmek kiils6 felszinén talalhatok, amivel ugyan megvédik a lassan
regeneralodo nitrifikalokat a nyirderdk okozta leszakadastol, de alacsony oldott oxigén szintek

esetén akadalyozzak a sziikséges oxigén diffuziojat a mélyebb rétegekbe (Nogueira és mitsi,
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2002). Mind ezért altalaban térben kiilon valasztjak a két folyamamtot, vagyis a szervesanyag-
eltavolitd egységek utan (pl. eleveniszapos) talaljuk a biofilmes nitrifikalo rendszereket
(I1.2.1.3.1. pont).

A két nitrifikdld csoport szimultan FISH
vizsgalataibol tudjuk, hogy az AOB és a NOB
szoros aggregatumokat képeznek a flokkulumok
EPS matrixaban (Okabe és mtsi, 2005; Schramm
és mtsi, 1998). A keresztmetszeti vizsgalatok azt
is kimutattak, hogy a nitrit oxidalok a biofilmek

mélyebb részeiben, mig az ammonia-oxidalok a

felszinhez kozelebb helyezkednek el, a kémiai
folyamatok sorrendjének megfelelden (Schramm 17. abra. Nitrosospira spp. (kék) és Nrrospira

és mtsi, 1998; 15. 4bra). spp. (piros) baktériumok egy nitrifikalo

Ez magyarizza a jol mikodé nitrifikale ~ Dokkulumban Schramm és misi (1998) nyomdn.
rendszereknél megfigyelhetd rendkiviil alacsony nitrit koncentraciokat. Ehhez adodik még az a
tény, hogy az ammonia-oxidacio lassabb folyamat, mint a nitritoxidacio, ezért eleve csak ritkan
fordul el6 a természetben 1 mg/L-nél magasabb nitrittartalom.

A szennyvizkezelésben a nitrifikacios folyamatokat elsésorban a hémérséklet és a pH-érték
valtozasa befolyasoljak, pontosabban az ezektdl fiiggd szabad NHj és szabad salétromos sav
(HNO,) koncentracidja. A homérséklet emelkedésével mindkét vegyiilet koncentracidja nod,
mig a pH valtozassal el6bbi egyenes, utobbi forditott aranyban valtozik (Anthonisen és mtsi,
1976). Mindkét vegyiiletre az ammonia-oxidaloknal a NOB egy nagysagrendnyi gatld
koncentraci6 értékkel érzékenyebbek. A szabad NHj; esetében az AOB-nal a gatlo érték 10-150
mg/L, mig a NOB-nal 0,1-1 mg/L, a szabad HNO; esetében pedig 0,4 mg/l, ill. 0,02 mg/L ez
az érték (Vadivelu és mtsi, 2007). A NOB tovabba 6nmagaban is érzékenyebbek az alacsony

hémeérsékletre (Kim és mtsi, 2006).
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11.6.3.4. Denitrifikacio
A szennyvizek nitrogén-mentesitése soran a nitrifikacio utan a kovetkezé 1épcsé optimalis
esetben a nitrat 1égkori nitrogénné redukalasa, vagyis az anoxikus korilmények kozott zajlo
denitrifikacio. A denitrifikaciot szemben a nitrifikacioval, egy heterotrof, fakultativ folyamat,
amely anoxikus koriilmények kozott megy végbe, és nem csupan egy-két jol koriilirhatd
taxonomiai csoporthoz kothetd, hanem legalabb 50 kiilonb6z6 csoportban eléfordul (Francis és
mtsi, 2007). Leirtdk a baktériumok és az archeak korében, s6t egy bentikus Foraminifera
esetében is (Risgaard-Petersen és mtsi, 2006), igy az Eukarya csoportban is jelen van.
Heterotrof jellegiiknek kdszonhetden a denitrifikald szervezetek vizsgalata mar a tenyésztéses
iddszakokban megkezdddott. A legismertebb denitrifikalok a Proteobacteria csoportba tartozod
Alcaligenes, Pseudomonas, Paracoccus, Hyphomicrobium, és a Firmicutes k0zé tartozo
Bacillus nemzetségbe tartoznak. Ezeknek a baktériumoknak a vizsgalatabol tudjuk, hogy a
denitrifikacio is tobblépcsos folyamat, amelynek a kovetkezok a Iépései (1: 1égkorbe tavozok):
NO; = NO; > NO 1T —-N,O01—>N;?
Szemben a nitrifikacioval, egyetlen organizmus is képes lehet a teljes folyamatra, de minden
Iépéshez mas-mas enzimek szikségesek, ezért léteznek olyan baktériumok, amelyeknek
enzimrendszere hianyos, és csak a folyamat elsd 1épésére képesek (pl. E. coli), ez azonban nem
szamit denitrifikacionak, hiszen a képzOdé nitrit nem tavozik a rendszerb6l, oldatban marad.
Kornyezetvédelmi szempontbol a legszerencsésebb az inert nitrogén géazig torténd
denitrifikdcid, ugyanis a koztes 1épésekbdl szarmazo nitrogén oxidok iiveghazhatast okozo
gazok (Madigan ¢és mtsi, 2003).
Az ismert denitrifikalo fajok specifikus FISH probakkal végzett vizsgalatai azt mutatjak, hogy
a biofilmes szennyviztisztitokban a Paracoccus és a Hyphomicrobium nemzetség tagjai a
leggyakoribbak (Wagner és mtsi, 2002). Ezek a fajok képesek a teljes nitrogénig torténd
redukciora.
A denitrifikacio kevésbé érzékeny folyamat, mint a nitrifikacio. Bizonyos hatékonysaggal, a
flokkulumok mikrohabitatjainak  koszonhetéen még a levegéztetett eleveniszapos
medencékben is megfigyelhetd. Az igazan jo teljesitményhez azonban célszer(i biofilmeket
hasznalni, és biztositani az anaerobitast (Gomez és mtsi, 2002). Mivel a denitrifikacio altalaban
a szervesanyag-csokkentést és a nitrifikaciot kovetd 1épés, megfelelé hatasfokhoz szénforras

(pl. metanol, etanol, szukréz) adagolasa sziikséges (Gomez és mtsi, 2003).
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11.6.3.5. Anaerob ammoénia-oxidaciéo, anammox
A Planctomycetes csoportban eléfordulé anammox (anoxikus ammonia-oxidacid) folyamat
Iényege, hogy az ammonia-oxidacioja oxigén helyett nitritet segitségével torténik, és elemi
nitrogén képzddik. A reakciot a kovetkezd egyenlet irja le (Jetten és mtsi, 2001):

NH;" +NO, — N, 1 +2 H,0 AG" = -357 kJ/reakcid
A folyamat az anammox torzsek (pl. Brocadia anammoxidans, Kuenenia stuttgartiensis)
specialis kompartmentjeiben, az anammoxoszomaban megy végbe, és tobb energiat szabadit fel
1 mol ammoéniumbol, mint az aerob ammonia-oxidacié (11.6.3.3.1.B. pont). Ennek ellenére a
reakcié szennyvizkezelésben valo hasznositasa ma még gyerekcipdben jar, aminek elsédleges
oka a résztvevd baktériumok rendkiviil lassi novekedése. A szintén lassunak szamitd6 AOB
hozzajuk képest szapora lényeknek szamitanak a laboratoriumi koriilmények kozott mérhetd
atlagos 0,7 naposmegkett6zodési idejiikkel, ugyanis az érzékeny anammox szervezeteknél ez
10,6 nap, ami reaktor rendszerekben elérheti a harom hetet is (Jetten és mtsi, 2001).
A folyamat alkalmazasanak tovabbi nehézsége a reakciohoz sziikséges nagymennyiségii nitrit
eléallitasa. Ehhez olyan reaktorokat kell 1étrehozni, amelyekben gatoltak a NOB, az ammonia-
oxidalok viszont nem. Ezt vagy alacsony oldott oxigénszintekkel oldjak meg, kihasznalva az
AOB nitritoxidalokhoz képest alacsonyabb oxigén-affinitasat, vagy az AOB gyorsabb
novekedésére épitd kis tartdzkodasi idejli kemosztat jellegli rendszereket hoznak létre (Bernet
és mitsi, 2005).
Az el6bbi stratégiara épit az AOB €és anammox szervezeteket egyszerre tartalmazo, teljesen
autotrof nitrogén-mentesitd reaktortipus, a CANON (Completely Autotrophic Nitrogen Over
Nitrite). Egy ilyen rendszer létrehozasakor eldszor az anammox szervezeteknek kedvezd
viszonyokat biztositjak, majd ezek elszaporodasa utan fokozatosan kezdik levegéztetni a
reaktort, aminek koszonhetéen az AOB is el tudnak szaporodni. A kevés bevitt oxigént az
utobbiak az ammonia nitritté oxidalasara felhasznaljak, és ezzel fenntartjdk az anoxikus
viszonyokat. Az elsé lizembe helyezett anammox rendszer egy ilyen CANON reaktor volt,
amelyet iszaprothasztok viszonylag stabil 6sszetételli csurgaléklevének a kezelésére hasznalnak
(Schmidt és mtsi, 2003).
Amennyiben sikeriil ezeket a mikrobakat meghonositani a szennyvizkezelésben, teljesen
felszamolhatoak lennének a denitrifikacios egységek, illetve 50-75 %-ra csokkenthetd lenne az
aerob nitrifikdcié oxigén igénye. Tovabba a folyamat 40 %-kal kevesebb szervesanyagot
igényel, mint a hagyomdnyos denitrifikdcid, és kevesebb folosiszap képzddéssel is jar.

Mindezzel 90 %-os koltség megtakaritast lehetne elérni (Strous és mtsi, 1999).
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IIL. CELKITUZESEK

Jelen dolgozat elsédleges célja olyan modern mikrobialis 6kologiai modszerek kidolgozasa,
monitorozasara, kiilonds tekintettel a kozosség Osszetétel valtozasokra. Az ilyen diverzitas
monitorozasoktol remélhetd, hogy egyre tobbet tudunk meg a bioldgiai szennyviztisztasrol,
amire a legtobb technologus még ma is ,.fekete dobozként” tekint. A hatasfok ingadozasok
mogott rejlé mikrobiologiai valtozasok feltérképezése, azok ok-okozati viszonyainak tisztazasa
¢és az optimalis lizemmenetre jellemz6 bidta megismerése lehetdséget nyit a szennyviztisztito-
rendszerek tudatos biologiai befolyasolasara.

A molekularis mikrobiologiai monitorozas kidolgozasat egy kommunalis (Délpesti
Szennyviztisztito  Telep) ¢és egy ipari (DUNAFERR - ISD Kokszolo Kft.)
szennyviztisztitomiinél végeztilk el mas-mas céllal. A Délpesti Telep esetében elsddlegesen
egy olyan vizsgald eljaras fejlesztését tiiztiik ki célul, amellyel lehetdség nyilik a nitrogén-
eltavolitdsi  ingadozasokkal  feltételezetten  egylittjard6  mikrobiologiai  valtozasok
nyomonkdovetésére, kiilonds tekintettel a nitrifikacido sebesség-meghatarozo 1épéséért felelds
ammonia-oxidalokra. Mig a kokszolomiivi szennyviznél a rodanid-eltavolitasi hatasfokaban

tapasztalt kilengések mikrobiologiai hatterét szerettik volna tisztdzni az eleveniszap

Az els esetben kutatomunkank célul kitlizott mérfoldkovei a kovetkezok voltak:

1. Egy adatbazis létrehozasa, amely segitségével a dominans ammonia-oxidalé csoportok
molekularis ujjlenyomat mintazatuk alapjan azonosithatok.

2. Az adatbazis alapjan torténd azonositas hatékonysaganak tesztelése.

3. A monitorozo rendszer hasznalata szezonalis valtozasok nyomon kovetésére.

A kokszolomiivi szennyviztisztito esetében a kovetkezok voltak a céljaink:

1. Az eddig teljesen ismeretlen eleveniszapos kezeldegység mikrobidlis kozosségének
feltérképezése.

2. A rendszer mikrobidtajanak Osszetétel- és aktivitasbéli valtozasainak nyomon kovetése

rodanidbontas hatasfokanak ingadozasa mellett.
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V. ANYAG ES MODSZER

A szennyviztisztito-rendszerek diverzitds monitorozasahoz olyan molekularis mikrobialis
okologiai modszert kerestiink, amely a kovetkezoknek felel meg:

e viszonylag gyors és ez altal heti-havi mintavételre ad lehetdséget;

o koltségkimélo;

e hosszatavon sszehasonlithato eredményeket ad,

e informaciot ad a legfontosabb csoportokrodl és azok aranyairol.

A 11.3.2. pontban attekintettek alapjan a TRFLP ujjlenyomat technikat valasztottuk, amely:
e optimalizalt koriilmények kozott viszonylag gyorsan (kb. 2 nap) eredményt ad;
o cgyszeriségének koszonhetden koltségkimélo;
e a kapillaris elektroforézis és a belsé standard révén nem kell az Gsszehasonlitandd
mintakat egyszerre futtatni szemben a gélalapti modszerekkel (pl. DGGE);
e tekintve, hogy a mintazata kozvetlen szekvencia tulajdonsagokon alapszik (restrikcios
hasitohelyek), lehetdséget ad a cstcsokat képezd filotipusok azonositasara, ill. a

modszer szemikvantitativ voltanak kdszonhetden azok aranyainak megallapitasara.

IV.1. A DpSzT nitrifikalé6 medencéinek monitorozasa

A Délpesti Szennyviztisztitd Telep nitrifikalé mendencéinek monitorozasara alkalmas eljaras
kidolgozasat egy olyan adatbazis Iétrehozasaval kezdtiik, amely segitségével a mintak
dominans ammonia-oxidaloit TRFLP mintazatuk alapjan azonositani lehet. Az adatbazisba a
Horz és mtsi (2000) altal javasolt amoA génszakaszt fedé szekvenciak, és a szintén altaluk
javasolt endonukleazokkal, ill. tovabbi harom altalunk valasztott enzimmel in silico restrikcios
emésztés révén képzett terminalis restrikcios fragmentek (TRF) jellemzo6i keriiltek.

Ezt kovetden az adatbazis alapjan torténdé azonositast teszteltilk. Ehhez elkészitettiik néhany
minta TRFLP mintazatat gy, ahogy a késobbi monitorozas soran is terveztik végezni.
Parhuzamosan pedig, ugyanazon izolalt DNS mintabdl amoA gén klonkonyvtarat készitettiink,
hogy szekvencia-analizis alapjan is azonositsuk a mintak dominans ammonia-oxidaloit. Ehhez
a klonokat restrikcios mintazat (RFLP) alapjan csoportositottuk, és minden csoport egy-egy
képvisel6jét szekvencia-analizisnek vetettiink ald. Az igy kapott szekvencidk filogenetikai
besoroldsat Osszehasonlitottuk az adatbazis altal josoltakkal. A kovetkezé évben pedig a

rendszer segitségével mar valos monitorozast végeztiink (18. abra).
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1V.1.1. Az adatbazis létrehozasa

Az amoA gén termindlis restrikcios fragmenthossz adatbazis (tovabbiakban adatbazis)

létrehozasahoz elsésorban a MEGA 4.0 (Tamura és mitsi, 2007) programcsomagot hasznaltuk.

A legfobb lépések a kovetkezok voltak:

5. Letoltottiik a GenBank adatbazisban elérhetd 6sszes amoA szekvenciat.

6. A szekvenciakat ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) alkalmazas segitségével
illesztettiik egymashoz, az illesztést manualisan ellendriztiik.

7. Kivalogattuk és kiszedtiik az adatbazisbol az olyan, nem megfelelé szekvencidkat, amelyek
tul sok ismeretlen nukleotidot (N) tartalmaztak, til rovidek voltak, nem fedték le a
sziikséges génszakaszt vagy hibas annotacio révén valéjaban nem is amod gént fedtek.

8. A szekvencidk filogenetikai viszonyainak tisztdzasara torzsfat hoztunk létre Neighbor-
Joining moédszerrel a Maximum Composite Likelihood (MCL) helyettesitési matrix
alkalmazasaval.

9. A szekvencidkat in silico hasitottuk, hogy megallapitsuk a terminalis restrikcios
fragmentjeiknek a hosszat a kovetkezé enzimekkel: Alul, BsuRl, Csp6l, Hin6l, Taql és
Tasl (az enzimek felismerd helye a VIIL.1.2.2 pontban talalhatd).

10. A hasitohelyeket, a filogenetikai poziciot (nagyobb csoportonként kodolva) és a
szekvenciak annotacidjabol tudhatd egyéb hasznos informaciokat (pl. szarmazas helye)
tablazatba foglaltuk ossze.

Az els6 adatbazis 2002-ben késziilt el, majd ezt 2005-ben frissitettiik.

IV.1.2. A mintavételek jellemzo6i

1V.1.2.1. A mintavételezés médja

Az els6, az adatbazis tesztelését célzo mintavételezésre 2002 majusaban keriilt sor a Délpesti
Szennyviztisztitdo Telepen. Harom kiilonb6z6 tizemidejii nitrifikalé Biofor egységet, valamint
az L-1-jelii eleveniszapos medencét mintaztuk. Eldbbick esetében kérésiinkre mosatast
végeztek (11.2.1.3.1. pont), és az ekkor elfoly6 biofilm partikulumokban gazdag mosdovizbdl
vettiink 1 litert a kb. 15 perces mosatas kozépidejében. Az eleveniszapos medence utolsd
levegdztetett egységébdl meritéssel nyertiink mintat.

A mintékat hiit6taskaban szallitottuk a laborba, ahol a tovabbi feldolgozésig -20 °C-on taroltuk.
A monitorozas soran mintavételenként 2-4 parhuzamos NP egységet ¢és idonként az

eleveniszapos medencét is mintaztunk a fent leirtakhoz hasonlé modon (5. tablazat).
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5. Tablazat. Mintavételi id6pontok és koriilmények a DpSzT nitrifikalo medencéinek vizsgalatahoz.

Minta neve Mintavétel ideje Szirmazisi hely Uzemid$
L1-2002/05 2002.05.16. L1 eleveniszapos medence -
NP3-2002/05 2002.05.16. Biofor NP3 medence 22
NP4-2002/05 2002.05.16. Biofor NP4 medence 15
NP7-2002/05 2002.05.16. Biofor NP7 medence 27
NP2-2003/03 2003.03.20. Biofor NP2 medence 23
NP3-2003/03 2003.03.20. Biofor NP3 medence 24
NP4-2003/03 2003.03.20. Biofor NP4 medence 14
NP7-2003/03 2003.03.20. Biofor NP7 medence 22
NP1-2003/05 2003.05.08. Biofor NP1 medence 22
NP2-2003/05 2003.05.08. Biofor NP2 medence 15
NP4-2003/05 2003.05.08. Biofor NP4 medence 18
L1-2003/07 2003.07.08. L1 eleveniszapos medence -
NP2-2003/07 2003.07.08. Biofor NP2 medence 13
NP8-2003/07 2003.07.08. Biofor NP7 medence 24
L.1-2003/09 2003.09.02. L1 eleveniszapos medence -
NP2-2003/09 2003.09.02. Biofor NP2 medence 24
NP6-2003/09 2003.09.02. Biofor NP7 medence 25

1V.1.2.2. Fizikai és vizkémiai viszgalatok

A 2002-es mintavételkor a Telep laboratoriuma rendelkezésiinkre bocsatotta sajat ellen6rzd
kémiai méréseinek az eredményeit, mig a 2003-as mintavételezéskor mi mértiik a legfontosabb
nitrogénformakat DR/2000 tipusu (Hach, Loveland, CO, USA) hordozhaté spektrofotométerrel
és az ahhoz tartozé gyorstesztekkel. Az NH,'-N-t megfeleld higitas utan a Nessler-reagens
alapu 8038-as, a NO, -N -t a kis koncentraciokra kifejlesztett 8507-es, a NO3 -N -t pedig a

nagyobb koncentraciokra kifejlesztett 8039-es modszer segitségével allapitottuk meg.

IV.1.3. Mintak kozosségi TRFLP ujjlenyomata

IV.1.3.1. DNS izolalas és jelolt amoA gén PCR

A biofilm fragmentumokat tartalmazd mosovizbdl a kozosségi DNS-t a XI1.2.1.1. pontban
leirtaknak megfeleléen nyertik ki. Ezt kovette a kozosségi DNS-b6l az amod gén
felszaporitasa a Rotthauwe és mtsi (1997) altal javasolt primerekkel (amoA-1F és amoA-2R,
szekvencidik a VIII.1.2.1. pontban). Ez a primerpar az amoA gén egy, a metanotréfok pmoA
Azért esett valasztasunk erre a primerparra, mert specifitasat és a csoport egészére kiterjedo

megfeleld affinitasat tobben is igazoltak (Horz és mtsi, 2000; Purkhold és mtsi, 2000).
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A PCR reakcidelegy a VIII.1.3.1. pontnak megfelelden készitettiik, a hdprofil pedig a
Rotthauwe ¢és mtsi (1997) altal javasoltakat kovette (VIII.1.4.1. pont). Az amoA4-1F primer 5’
végén tetrakloro-fluoreszcein foszforamidit (TET) jelolést tartalmazott. A reakciot a
GeneAmp” PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) tipusu késziilékkel

végeztik. A terméket agardz gélelektroforézissel ellendriztik (VIIL.1.1.2. pont).

1V.1.3.2. Jelolt PCR termékek restrikciés emésztés

A kozosségi TRFLP vizsgalathoz restrikcidos emésztésnek vetettiik ala a TET-jelolt kozosségi
amoA PCR termékeket. Az elsé mintakat (2002) a Horz és mtsi (2000) altal javasolt Taql, Alul
¢és Hin6l (Fermentas, Vilnius, Litvania) restrikcios endonukleazokkal hasitottuk, mig a 2003-as
monitorozas idején tovabbi felbontas érdekében a BsuRI, Csp6l és Tasl (Fermentas) enzimeket
is hasznaltuk (minden enzimet kiilon-kiloén reakcioban alkalmaztunk). A reakciodlelegyet
minden enzim esetében a VIII.1.3.4. pontban megadottaknak megfelelden a gyarto altal ajanlott
pufferrel készitettiik el, majd 3 oran keresztiil a VIII.1.2.2. pontban megadott médon
inkubaltuk.

1V.1.3.3. TRFLP vizsgalat

Az emésztett TET-jelolt kozosségi PCR termékeket etanol precipitacidval (VIIL.1.1.4. pont)
megtisztitottuk a felesleges enzimektdl és soktol. A pelletet 20 pL DEPC-kezelt vizben (Carl
Roth, Karlsruhe, Germany) oldottuk fel, majd a fragmenteket kapillaris elektroforézissel
valasztottuk szét az VIIL.1.1.6. pont szerint.

A detektalt terminalis fragmenteket a GeneMapper 3.7 szoftver (Applied Biosystems)
segitségével elemeztilk. Megallapitottuk a kiilonb6z6 TRF-k pontos méretét és aranyat az adott
kozosségben a csucsok Osszfluoreszeencidjahoz viszonyitva. Az Osszfluoreszeenciat a 35 és
550 bazishossz kozti csticsok gorbe alatti teriiletének 6sszege adta. Kisebb csucsok vizsgalata a
TAMRA 500 standard gyartasabol, valamint a mi mintdink PCR reakciojabol maradt
nagymennyiségii jelolt primer zavard hatasa miatt nem ajanlott. A kiilonb6z6 enzimekkel
kapott TRF-k lehetséges kombinacioit dsszevetettilk az adatbazisunkkal, és igy igyekeztiink

azokat azonoitani.
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1V.1.4. Az adatbazis alapjan torténé azonositas tesztelése

IV.1.4.1. Kivalasztott mintak és PCR amplifikaciéjuk

Az adatbazis alapjan torténd csoportazonositas hatakonysaganak értékeléséhez megbizhatd
szekvencia adatokra volt sziikség, amire a legalkalmasabb a monomolekuaris klonok
szekvencia-analizise (I1.3.2.3.1. pont). A sziikséges klonkonyvtarat két minta (NP3- és NP7-
2002/05) amoA PCR termékébol készitettiik. A PCR-t ugyanabbol a kozosségi DNS-bol, és
ugyanugy végeztiik, mint a TRFLP ujjlenyomat esetén, kivéve, hogy az amoA-1F primert

jeloletlentil alkalmaztuk.

1V.1.4.2. Klénkonyvtar készités

A ko6z6sségi PCR soran kapott poliklonalis terméket a kék-fehér szelekcion alapulo TOPO TA
Cloning® Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) alkalmazasaval vélasztottuk szét a
szekvencia-analizishez sziikséges monomolekularis klonokra. A rendszert a pCR®2.1-TOPO®
vektorral alkalmaztuk, amely egy 3’ timidin tilnyuld véget tartalmaz, amihez kovalensen
kotédik egy topoizomeraz molekula, amely a vektort linearizalt allapotban tartja. A Tagq
polimeraz terminalis transzferaz aktivitdsanak koszonhetéen az amplikon 3’ végén egy tilnyalo
dezoxiadenozin talalhato. A PCR termék inszercioja a vektorba szobahdmérsékleten, spontan
bekdvetkezik 5 percen beliil, ami rendkiviil gyors klonozast tesz lehetéveé.

A klonozast a gyarto leirasanak megfelelden végeztilk, maximalis mennyiségii PCR terméket
alkalmazva. A transzformalt One Shot® TOP10 kompetens E..coli sejtek (Invitrogen)
szuszpenzidjanak 50, 100 ¢és 200 pL-ét VIIL.1.1.3.1.B. pontban leirtaknak megfelelden
elokészitett ampicillin-tartalmi LB lemezekre szélesztettilk, majd a VIII.1.1.3.2. pontban
leirtaknak megfeleléen feldolgoztuk. A megfelelé méretii M13-as PCR termékeket a kozosségi
DNS-bél végzett amoA PCR-rel azonos modon amplifikaltuk, és ezt vetettiik ala restrikcios

hasitasnak, hogy elkeriiljiikk a kétirany inszerciobol adodoé redundanciakat.

1V.1.4.3. Reprezentativ klénok kivalasztasa: klonok RFLP vizsgalata

A klonokat RFLP mintazatuk (I1.3.2.3.2.A/2. pont) alapjan csoportositottuk. Az egyes klonok
amoA amplikonjait az elsé mintakhoz (2002) hasonléan a Horz és mtsi (2000) altal javasolt
Taql, Alul, Hin6l és BsuRI (Fermentas) restrikcios endonukleazokkal hasitottuk. Az emésztési
reakciok mindenben megegyeztek a TET-jelolt kozosségi PCR termék hasitasaval (IV.1.3.2.
pont). A fragmenteket 2 %-o0s agar6z gélen valasztottuk szét a VIIL.1.1.2. pontban leirtaknak

megfelelden.
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1V.1.4.4. Szekvencia-analizis és eredményeinek dsszevetése az adatbazissal

Az RFLP mintazat alapjan képzett kloncsoportok két-két képvisel6jének végeztikk el a
bazissorrend-elemzését. Ahhoz, hogy a teljes amoA génszakasz szekvencidjat megkapjuk a
szekvencia-analizist az M13F primerrel végeztiik VIII.1.1.5. és VIIL.1.1.6. pontban leirtak
szerint. A kapott szekvencidkat a MEGA 4.0 (Tamura ¢és mtsi, 2007) programcsomag
segitségével vizsgaltuk meg. Elészor illesztettiik az adatbazis szekvencidival a ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) alkalmazassal, majd azonositds céljabol megkerestiik a

hozzajuk legkdzelebbi szekvencidkat a Maximum Composite Likelihood (MCL) helyettesitési

matrix segitségével készitett tavolsag matrixban.

IV.2. Az ISD-K eleveniszapos medencéinek monitorozasa

Az ISD-K biolégiai szennyvizkezelé egységének mikrobioldgiai vizsgalatat 16S rRNS gén
alapjan végeztikk, ugyanis ezen rendszerek mikrobiotdja sokkal kevésbé ismert, a
problematikus rodanidbontasért felelds szervezetek is ismeretlenek, igy nem lehetett csak egy
specifikus csoportot kivalasztani a monitorozashoz.

Eldszor 6sszehasonlitottuk az tizem hat parhuzamos eleveniszapos medencéjének 4 kiilonb6zd
restrikcios enzimmel képzett TRFLP mintazatat. Ennek alapjan a rendszeres monitorozaskor
mar csak egy medencét vizsgaltunk a két legnagyobb diverzitast adé endonukleaz segitségével.
A monitorozas soran a mintaknak nemcsak a genomi DNS-en kodolt 16S RNS génjiik alapjan
készitettilk el a TRFLP mintazatat, hanem a riboszomaikat képez6 16S rRNS segitségével is.
Utobbit az aktivitasbeli kiilonbségek nyomonkovetésének reményében végeztik (11.3.2.1.
pont), hogy a mikrobidta a rendszer hirtelen valtozasaira adott valaszait is érzékelni tudjuk.
Mivel a kokszolomilvi szennyviztisztitok kilonleges kozegének mikroorganizmusaival
kapcsolatos ismereteink hidnyosak, a TRF-k adatbazisok alapjan torténd azonositasa
reménytelennek tint. Ezért a négy legkiilonb6zobb mintabol klonkonyvtarat készitettiink, és a
klonokbol képzett TRFLP mintdzatokat hasonlitottuk Ossze a ko6zosségi mintadk TRFLP
ujjlenyomataval. Igyekeztiink a lehetd legtobb csucsot klonokkal parositani, majd utobbiak

szekvencia-analizise segitségével a dominans csoportokat azonositani (19. bra).
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jelolt
k6z6sségi 16S rRNS gén
PCR termékek

TET-jel6lt mono-
molekularis 16S rRNS
PCR termékek

restrikciés emésztés
Alul és Mspl

TRFLP
kapillaris elektroforézis

reprezentativ
klénok kivalasztasa TRFLP
mintazat alapjan

kivalasztott kionok
identifikacioja szekvencia-
analizis alapjan

kozosségi TRFLP
mintazat dominans
csucsainak azonositasa
Klénok segitségével

19. abra. Az ISD-K biologiai vizkezel6 egységének a vizsgalatanak a folyamatabraja.

16S rRNS PCR
jeloletlen primerekkel
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1V.2.1. A mintavételek jellemz6i

1V.2.1.1. A mintavételezés médja

A mivel kémiai vizsgalataink alapjan az eleveniszapos medencék a felsé rotaros keverésnek
(I1.2.2.2.1.B. pont) koszonhetéen mind horizontalisan, mind vertikdlisan megfeleléen
homogénnak bizonyultak, a mikrobiologiai vizsgalatainkhoz a korilbeliil 20 mL-es mintak
mindig ugyanazon pontrol, a medencék szélérdl, felszinérdl szarmaztak (V.2.1.3. pont, 32. dbra
II. pont). Szeptemberben mind a hat levegdztetett medencét mintaztuk, valamint helyszini
vizsgalatokat is végeztink (IV.2.1.2. pont). 2004. oktéber és november kozott az lizem
munkatarsai vették a mintdkat a kettes szamu medencébdl (M2), ahonnan az altalunk vett
juliusi minta is szarmazott. A kétlépcsos lizemmenet visszaallitasa utan (2004.11.04) az elsd
1épcs6hoz tartozd M2 mellett a masodik 1épcs6hoz tartozo 6t6s medencét (MS) is mintaztak (6.
tablazat).

A mintdkat minden esetben a mintavételezés napjan, hitétaskaban szallitottak Tanszékiinkre,
ahol azonnal elvégeztilk a DNS és RNS izolalas elsé 1épését (VIIL.1.1.1. pont: mintasiirités:),

majd tovéabbi feldolgozasig 2 mL-es csdvekben -20°C-n taroltuk a stiritett mintakat.

6. Tablazat. Mintavételi id6pontok és koriilmények az ISD-K eleveniszapos medencéinek vizsgalatahoz.

Feldolgozas médja
Mintavétel

Minta neve e Szarmazasi hely TRFLP Klénkényvtar
DNS RNS DNS RNS

M2 07.17 2004.07.17. 2-es medence +

M1 09.20 2004.09.20. 1-es medence +

M2 09.20 2004.09.20. 2-es medence + + +

M3 09.20 2004.09.20. 3-es medence +

M4 09.20 2004.09.20. 4-es medence + +

M5 09.20 2004.09.20. 5-es medence +

M6 09.20 2004.09.20. 6-es medence 4

M2 10.06 2004.10.06. 2-es medence + +

M2 10.13 2004.10.13. 2-es medence + +

M2 10.20 2004.10.20. 2-es medence + +

M2 10.26 2004.10.26. 2-es medence a4 F

M2 11.24 2004.11.24. 2-es medence (1. 1épcsd) + + + +

M511.24 2004.11.24. 5-es medence (2. 1épcsd) + +
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1V.2.1.2. Fizikai és vizkémiai viszgalatok

A szennyviztisztitd lizem sajat laboratériumaban napi rendszerességgel ellendrzi a bioldgiai

medencék fizikai paramétereit és kémiai Osszetételét. E mérések eredményét rendelkezésiinkre

bocsatottak, ill. a mikrobioldgiai vizsgalatra szant mintdk mintavételi iddpontjaban az ELTE-

TTK Kémiai Technologiai é¢s Kornyezetkémiai Tanszéknek munkatarsai is végeztek tovabbi

kiegészitd méréseket. A mérésekhez mindkét esetben szabvanyos eljarasokat alkalmaztak,

amelyekt a 7. tablazatban foglaltunk Ossze.

7. Tablazat. ISD Kokszold szennyviztisztitojabol szarmazd mintak fizikai és vizkémiai vizsgalata soran

alkalmazott szabvéanyok.
Mért paraméter

pH
hémérséklet
KOI
fenolindex

osszes N

NH," -N

NO; -N

NO; -N

S

SCN
szarazanyagtartalom
S0~

illékony aromas
szénhidrogének (BTEX)

klor-, metil- és nitrofenolok
fenolok (hidroxi)

policiklusos aromasok (PAH)

oldott O, tartalom

DUNAFERR laboratérium
altal hasznalt médszerek

MSZ 1484-1/1992

Nitrogén NanOx 83 teszt

MSZ260/33-1971-nek megfeleld

hazi szabvany

ELTE-TTK KTK Tanszék
altal hasznalt médszerek

MSZ 260/4-71

MSZ 260/2-55

MSZ 260/16-82
MSZ 1484-1/1992

MSZ 260/12-1987

MSZ 260/9-1988
MSZ 260/10-1985
MSZ 260/11-1971
MSZ 260/8-1968

MSZ260/33 -1971-nek
megfeleld hazi szabvany

MSZ 260/3 T(73.1.)
MSZ 260/7-1987

MSZ 1484-4: 1998
MSZ EN 12673: 2000
MSZ/T1484-9: 2004

MSZ 1484-6: 2003
MSZ 260/15-67
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1V.2.2. Mintak kozosségi TRFLP ujjlenyomata

1V.2.2.1. DNS és RNS izolalas

A DNS izolalast a VIIL.1.1.1. pontban megadott mddon végeztiik, annak masodik pontjatol,
mivel a slritést a mintavételezés napjan, a fagyasztas el6tt elvégeztikk (IV.2.1.1. pont).

Az RNS extrakciot az RNeasy®Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével végeztiik,
annak sejtmalmos protokolljaval. A fenolos vegyiiletek okozta problémak elkeriilése végett a
DNS izolalashoz hasonldéan 20 mg PVPP-t adtunk a mintdkhoz az extrakcio elején. A DNS
szennyezés elkeriilésére az RNeasy“Kit (Qiagen) kiegészité DN-4z kezelését alkalmaztuk. A
tisztitott RNS mintak DNS mentességét minden esetben RT reakcio nélkiili, a DNS mintakkal
azonosan végrehajtott PCR reakcioval (IV.2.2.2. pont) ellendriztiik. Sikertelen, agardz gélen

nem detektalhato PCR termék esetén a mintakat kelloképpen DNS-mentesnek tekintettiik.

1V.2.2.2. Reverz Transzkripcio (RT) és 16S rRNS gén PCR

Az RT reakciot a RevertAid™ First Stand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) segitségével
végeztiik. A reakcioelegyet a VIII.1.3.2. pont szerint mértilk Ossze, és az VIIL.1.4.4. pont
héprofilja szerint végeztiik.

Mind a kozdsségi cDNS-b6l, mind az izolalt DNS-b6l az VIIL.1.3.1. pont szerint mértiik dssze
a PCR reakcioelegyet a TET-jelolt 27F és a jeloletlen S19R primerek (VIIL.1.2.1. pontban;
Lane, 1991) hasznalataval. Mindkét primer a 16S rRNS erdsen konzervalt szakaszahoz
illeszkedik, és az RDP adatbazisban (Cole és mtsi, 2007) megtalalhat6 szekvenciak tobb mint
70 %-kaval tokéletes egyezést mutat. Tovabba e két primer hasznalataval egy kozel 500 bp
hosszu PCR terméket kapunk, ami kiilonosen elényos a késobbi TRFLP vizsgalatoknal, ahol
500 bazishosszig tart a standard skala.

Genomi DNS esetében ahhoz, hogy a magasabb GC-tartalmu fajok DNS-e is biztosan
egyszaluva valjon az VIII.1.4.2. pont hosszabb kezdeti denaturaciot tartalmazo héprofiljat

alkalmaztuk, mig a cDNS esetében a VIII.1.4.3. pont hoprofiljat.

1V.2.2.3. Restrikciés emésztés és TRFLP vizsgalat

A kozosségi TRFLP vizsgalathoz a TET-jelolt kozosségi 16S rDNS PCR  termékeket
restrikciosan emésztettilk. A szeptemberi mintakat (6. tablazat) Alul, Hin6l, Mspl és Tasl
(Fermentas) endonukleazokkal hasitottuk, majd az idébeni monitorozas soran mar csak az 4/ul
és Mspl enzimeket hasznaltuk. Minden enzimet kiilon-kiilon reakcioban alkalmaztunk a
VIIIL.1.3.4. pontban leirtak szerint a gyarto altal ajanlott pufferrel készitett reakciolelegyben,

amelyet minden esetben 3 6ran at a VIII.1.2.2. pontban megadott modon inkubaltuk.
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A TRFLP vizsgalat elokészitését, a mintak futtatasat és az eredmények értékelését az amod gén
alapt TRFLP esetén leirtakkal azonosan végeztik (IV.1.3.3. pont) kivéve, hogy

eredményeinket itt nem hasonlitottuk adatbazishoz.

1V.2.3.Kozosségi TRFLP csuicsainak azonositasa klonkonyvtar segitségével

IV.2.3.1. Kivalasztott mintak és PCR amplifikaciojuk

A TRFLP mintazatok dominans cstcsainak azonositasahoz a kettes medence TRFLP
mintazatuk alapjan legkiilonb6z6bb mintaibol készitettiink klonkonyvtarakat. Ezek az
egylépesds tizemmenetbdl szarmazd szeptember 20-ai DNS és oktober 26-ai RNS, ill. a
kétlépcsds idészakbol a november 24-ei DNS és RNS mintak voltak (6. tablazat). A sziikséges
PCR termékeket ugyanabbol az izolalt DNS-b6l, ill cDNS-b6l készitettik, mint a TRFLP

ujjlenyomatot, ugyanazon koriilmények kozt.

1V.2.3.2. Klénkonyvtar készités

A kozosségi PCR termékbél a kék-fehér szelekcion alapulo pGEM®-T Easy Vector System
(Promega, Madison, WI, USA) alkalmazasaval készitettiink klonkonyvtarat. Ez a rendszer is
TA-klonozason alapszik, vagyis a Tag polimeraz terminalis transzferaz aktivitasabol eredd az
amplikonok 3” végén talalhato talnyaloé dezoxiadenozinneket hasznalja ki. A vektorba beépiilés
azonban egy ligaz enzim segitségével, hosszabb inkubacid soran kdvetkezik be.

A klonozast a gyartd leirdsanak megfelelden végeztiik, a PCR termékekbdl a ligald elegybe
azok nagy koncentracidja miatt a maximalis 13 pL helyett csak 3 pL-t tettlink. A mar
transzformalt JM 103 kompetens E. coli sejtek szuszpenzidjanak 50, 100 ¢és 200 pL-ét
szélesztettiik az VIIL.1.1.3.1.B. pontban leirtaknak megfeleléen elokészitett ampicillin-tartalmua
LB lemezekre, majd az VIII.1.1.3.2. pontban leirtaknak megfelelden feldolgoztuk. A megfeleld
méretli M13-as PCR termékeket a kozosségi cDNS-b6l végzett 16S rRNS gén PCR-rel azonos
modon (IV.2.2.2. pont), TET-jelolt 27F primerrel amplifikaltuk.

1V.2.3.3. Reprezentativ klénok kivilasztiasa: klonok TRFLP vizsgilata

A reprezentativ klonok kivalasztasahoz szemben az amoA génnél alkalmazott agardz gélen
végzett RFLP vizsgalattal (IV.1.4.3. pont) a pontosabb TRFLP modszert hasznaltuk. Ezt a 16S
rRNS gén altal kapott diverzebb mintazat indokolta. A klénok TRFLP ujjlenyomatat a
kozosségi TRFLP-hez hasonléan készitettiik (IV.2.2.3. pont) azzal a kiilonbséggel, hogy az
értékeléskor csak a kloncstics méretét allapitottuk meg. Eldszor az elsé klonkonyvtar elsé 50
tagjat egyesével vetettiilk ala TRFLP vizsgalatnak. Ezeknek a klonoknak a TRFLP mintazatat

eloszor csak az Alul enzimmel végeztiik el, majd az azonos hosszu csticesal jellemzett klonokat

73



tovabb csoportositottuk Mspl endonukledazzal. Mivel ily modon a kozdsség legnagyobb
csucsait sikeriilt azonositani, a tobbi klon koziil mar csak a kozosségi ujjlenyomatok hianyzo
csucsait igyekeztiink ,,levadaszni”. Ehhez a klonokbol nyolcasaval keverékeket allitottunk eld
és azokat vizsgaltuk. Ha a keverékek kromatogramjan addig nem ismert csucsot lattunk, akkor

az adott keverék tagjainak egyesével elkészitettilk a TRFLP ujjlenyomatat.

1V.2.3.4. Szekvencia-analizis és eredményeinek értékelése

Minden kloncsoportbol, amennyiben egynél tobb tagja volt két-két darabot vetettiink ala
szekvencia-analizisnek, amit az 519R primerrel végeztiik az VIIL.1.1.5. és VIII.1.1.6. pontban
leirtak szerint. A kapott szekvencidkat a MEGA 4.0 (Tamura és mtsi, 2007) programcsomag
segitségével vizsgaltuk. El6szér a GenBank adatbazishoz tartozo Blast (Basic local alignment
search tool) program (Altschul és mtsi, 1997) segitségével megkerestilk szekvencidinkhoz
legkozelebbi rokon szekvencidkat, amiket le is toltottiink melléjik. Ezutan illesztettiik

szekvencidinkat egymashoz és rokonaikhoz a ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)

alkalmazassal. A szekvenciak filogenetikai viszonyainak tisztazasara torzsfat hoztunk létre
Neighbor-Joining mddszerrel a Maximum Composite Likelihood (MCL) helyettesitési matrix

alkalmazasaval.
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V.EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

V.1. A DpSzT nitrifikalé medencéinek vizsgalata

V.1.1. Az amoA gén TRF adatbazisa

Az els6 2002-ben késziilt adatbazisunkba 410 kiilonbozd amoA szekvencia keriilt. A 2005-ben
elvégzett bovitett valtozat mar 1929 szekvenciat tartalmazott. A megbizhatosag érdekében ezek
koziil 115 tal rovid szekvenciat kiszedtiink, mert a szamunkra érdekes, amoA-1F és amoA-2R
(Rotthauwe ¢és mtsi, 1997) primerek hasznalataval amplifikalt 491 bp hosszi génszakaszbol
kevesebb, mint 400 bp-t tartalmazott. Tovabbi 222 szekvenciat a benniik talalhaté ismeretlen
bazisok (N) nagy szama miatt vettiink ki az adatbazisbol, ugyanis ezekben a szekvenciakban
nem lehet kelldé bizonyosaggal megallapitani a vart TRF-ket. A redundancia elkeriilésére a
teljesen azonos bazissorrendli szekvenciakat csoportositottuk, és csak a leghosszabbakat, ill. a
tenyésztett torzsekhez tartozokat hagytuk az adatbazisban. A kiszedett szekvenciakat
megfelelden csoportositva egy kiilon mellék adatbazisba helyeztik. A végsé adatbazisunk igy
1188 szekvenciat tartalmazott.

A szekvenciak alapjan készitett fa topologiaja (19. abra) koveti a korabbi szerzok (Koops és
mtsi, 2003; Park és Noguera, 2004; Purkhold és mtsi, 2000) altal megallapitottakat. Harom
egyértelmiien kiilonallé nagy aga van: a Nitrosospira nemzetség, a Nitrosomonas oligotropha
¢és a Nsm. earopaea rokon szekvenciak leszarmazasi kore, valamint egy kisebb ag, amit a Nsm.
cryotolerans rokonsagi kor ad. Az emlitett szerzok altal, foként tenyésztett torzsek amoA
szekvencidibol készitett torzsfakhoz képest, a miénken elkiilonitheté két kisebb és egy
nagyobb, a Nitrosopira nemzetséggel egy leszarmazasi vonalon talalhato, de attol
egyértelmien elkiiloniild, kizarolagosan tenyésztetlen filotipusok szekvenciait tartalmazo ag.
Mivel a Nitrosospira agon kiviili leszarmazasi vonalak a leggyakoribbak szennyviztisztitokban
(Purkhold és mtsi, 2000; Rotthauwe és mtsi, 1997; Wagner és Loy, 2002), ezek részletesebb
filogenetikajat is megvizsgaltuk, és azt kaptuk, hogy ennek a fanak a topologiaja is kdvette a
Koops és mtsi (2003) altal leirtakat, ahogy ezt az 19. abra kinagyitott részén lathatjuk. A Nsm.
oligotropha agon harom (Nsm. oligotropha, Nsm. marina, valamint Nsm. aestuarii és Nsm.
ureae fajokkal jellemezheté agak), a Nsm. earopaea agon pedig 6t (Nsm. europaea, Nsm.
eutropha, Nitrosococcus oceani, Nsm. communis és Nsm. nitrosa, valamint a Nsm. halophila

fajokkal jellemezhetd agak) tovabbi nagyobb leszarmazasi vonalat kiilonboztethetiink meg.
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Az in silico hasitas eredményei igazoltak Horz és mtsi (2000) feltevését, miszerint a Tagl
restrikcios enzimmel képzett 283 bp hosszi TRF alapjan a Nitrosospira nemzetség tagjai,
tovabba az altalunk felismert harom rokon tenyésztetlen ag nagybiztonsaggal felismerhetok. Az
adatbazisunkban talalhatéo 611 darab 283 bp hosszi Tagl TRF-tel biré szekvencianak csupan
kevesebb, mint 1 %-a nem tartozott a Nitrosospira leszarmazasi agba. Eltéré hosszi Tagl TRF
azonban nem biztositék arra, hogy a szekvencia a Nitrosospira agtol eltérobe tartozik, ugyanis
a leszarmazasi agba tartozd szekvenciak 14 %-a mas Tagl TRF-tel jellemezhetd, ezek a
szekvenciak azonban kevés kivételtél (13 db) eltekintve az altalunk felismert tenyésztetlen
agakba tartoznak. Hasonloan egyértelmii nagy filogenetikai csoportot kiilonvalaszté TRF-t
egyik tovabbi altalunk hasznalt enzimmel sem tudtunk elérni, de a TRF-k leszarmazasi
aganként vald csoportosulasa, kiilonésen tobb enzim hasitidsi mintazatat egyiitt nézve

felismerhetd volt.

Nsm. estuarii
Nsm. ureaea

£
E Nsm. marina
@ <
2 <
o
2
3
5
2
Nsm. cryotolerans
JAOB 3 ’
AQB 2 Nsm. halophila
)
[}
<

Nsm. nitrosa

Nsm. communis

Nsm. oligotropha

Nsc. oceani

[Nsm. cryotolerans

Nsm. eutropha

Nsm. europaea

Nsm. europaea

0.05

19. abra. A f-Proteobacteria divizid tartozd ammonia-oxidalok torzsfaja az

adatbazisunkban szereplé amoA gén szekvenciak alapjan.
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V.1.2. Az adatbazis alapjan torténé azonositas tesztelése

Az adatbazis alapjan val6 AOB csoport azonositas hatékonysdganak a megitélés¢hez elébb

tekintsiik meg, hogy milyen csoportokat josolt az adatbazisunk az elsd, 2002-es harom

restrikcios endonukledzzal (Tagl, Alul és Hin6l) készitett TRFLP ujjlenyomatok alapjan.

V.1.2.1. TRFLP vizsgalat eredményei - 2002.05.16-ai minta

Az elsé mintavétel négy kiillonboz6 mintdjanak feldolgozasa lathaté a 20 abran. Minden

esetben legalabb harom parhuzamos kapillaris elektroforézist végeztink, hogy kiszirjikk a

zajokat, ill. a futtatasi hibakat. fgy a 20. dbran is két-két parhuzamos futis egymésra vetitett

képe lathato.

Fluoreszcencia egység
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20. abra. A 2002.05.16-ai mintdk TRFLP ujjlenyomata 3 restrikcios enzimmel. Minden kromatogrammon két

parhuzamos futas (kék és zold) egymasra vetitett mintazata lathato.

Mindegyik medencénél azonos csucsokat talaltunk: a Tagl restrikcios enzimmel kétféle

hosszasaga (48 és 219 bp) TRF-et, az Alul enzimmel egy
hasitott (225 bp) és egy hasitatlan (491 bp), a Hin61-gyel pedig
haromféle hosszusagii (275, 299 és 491 bp) fragmentet
kaptunk, igaz ezek ardanya minden mintdban eltérd volt.

A kapott csucsok hosszat osszevetettiik az adatbazisunkkal, és
azokat Ot lehetséges kombinacioban talaltuk meg benne,
amelyeket a 8. tablazatban foglaltunk Ossze. Az egyes
kombinaciokhoz tartozé szekvenciakat egy-egy hasitas mintazat

(HM) csoportba soroltuk.

8. Tablazat. A 2002.05.16-ai
mintdk  TRFLP  ujjlenyomata
alapjan lehetséges hasitasi

mintazat kombinaciok.

HM1
HM2
HM3
HM4
HMS

Taql
48
48

219

219

219

Alul
225
491
491
491
491

Hin6l
491
491
274
299
491
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A lehetséges hasitasi mintazatokat
fedd csoportok koziil természetesen
nem biztos, hogy mind jelen volt a
mintainkban, azonban azok,
amelyeknek legalabb egy enzimmel
csak rajuk jellemzé hosszlsagu
fragmentje van (pl. HM1 esetében az
Alul enzimmel képzett 225 bp-os
TRF), feltételezhetden
megtalalhatoak voltak benniik. Igy a
mar emlitett HM1 mellett a HM3 ¢és
HM4 csoportba tartozo
szekvenciakkal rokon filotipusok
jelenlétét véltik  bizonyosnak
mintainkban.

A HM csoportok elhelyezkedése az
adatbazis  szekvencidibol  késziilt
torzsfan a 21. abran lathato. A fan a
Nitrosospira vonalat nem
abrazoltuk, mivel az idetartozo
szekvenciak egyikének sem volt
olyan hasitasi mintdzata, mint

amilyeneket mi talaltunk.

21. é&bra. A 19. abran szerepld
nagyitott amoAd torzsfa részletes
szerkezete. Kiilonboz6 szinnel jelolve
a 2002-es mintakban feltételezett HM
csoportok. Fekete kerettel jelolve,

jobb oldalt nevesitve az

alHM csoportok, piros B HM1

kerettel a klonszekvenciak M HMm2
pozicidja lathato. HM3
M HM4
M HM5
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A filogenetikai fan egyértelmiien latszik, hogy a kiilonb6zé szinnel jelolt HM-ok nem
monofiletikus csoportokat fednek. Kivételt képez a sarga szinnel jelolt HM3, amely a
Nitrosococcus oceani 4g egy csak tenyésztetlen szekvencidkat tartalmazé csoportjat fedi.
Monofiletikusnak tekintheté még a HM4, amellyel csupan egyetlen egy szekvencia rendelkezik
az adatbazisunkban. Ez a szekvencia azonban 98,7-99,6 %-ban azonos a vele egy agon 1évo
HM5-be tartozo szekvenciakkal. Mivel az amoA gén esetében 80 % alatti nukleotid-szekvencia
azonossag esetén sorolunk két filotipust kiilon fajba (I11.6.3.3.1.C/3. pont), az ezen az agon
talalhat6 szekvenciakhoz tartozo filotipusok mindenképp egy fajt képeznek.

A 21. abran lathatd tovabba az is, hogy a késébbi, 2003-as mintaknal hasznalt BsuRI és Csp6l
endonukleazokkal hany tovabbi alcsoportot lehet megkiilonboztetni, ezeket fekete keretekkel
jeloltiikk, és a harom eredeti enzimmel kapott hasitasi mintazatok nevébdl vezettik le a
jelolésiiket (pl. HM1.1, HM5.7, stb.). Az igy kapott hasitasi mintazatokkal mar sokkal jobb
felbontést kaphattunk volna. Példaul a HMS5 egyetlen, Nsm. oligotorpha égba tartozd csoportja
(HMS5.7) egyértelmiien megkiilonboztethetd a tobbitél. Azonban még igy is eléfordulnak
polifiletikus kombinaciok (pl. HMS5.1), ill. sokszor alig eltér6 szekvenciakat valasztanak kiilon
ezek a mintazatok (pl. HM2.1-3). A 2003-as mintaknal hasznalt 7asl enzim tovabbi
alcsoportokat eredményezett volna, azonban ezeket nem abrazoltuk, mivel ez az enzim nagyon
sok AOB esetében 50 bazishossznal kisebb TRF-et eredményez, amelyek méretezése
modszertani okok miatt problematikus (IV.1.3.3. pont), igy hasznalata gyakorlati szempontbol
nem elényos.

Mindettd] fiiggetleniil megallapithat6, hogy a HM1, HM3 és HM4 alapjan egyértelmiien
kiilonvalaszthatok a Nsm. europaea nagyag tagjai a Nsm. oligotropha és Nsm. cryotolerans
leszarmazasi vonalaktdl. Utobbi két agba tartozo6 HM1 mintazattal jellemezhetd csoportok a
2003-ban mar hasznalt két tovabbi enzimmel egyértelmiien megkiilonboztethetoek lettek volna
egymastol. Tovabba ugyanez igaz a HM2 és HMS kombinaciokra, amelyek a BsuRI és Csp6l
endonukleazokkal kiegészitve mar olyan alcsoportokra valtak volna kiilén, amelyek nagyobb
taxondmiai besoroldsa mar nem kétséges. Sajnos a mintak utdlagos kiegészitd vizsgalata ezen

enzimekkel technikai okok miatt nem volt lehetséges.
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22. dbra. A 2002-es mintak 3 enzimmel kapott TRFLP cstcsainak gorbe alatti teriilet aranya.

A lehetséges csoportok azonositasara tovabbi segitséget ad a TRFLP cstucsokhoz tartozd
csoportok aranyanak a megallapitasa azok gorbealatti teriiletébol. Az igy szamolt enzimenkénti
fragmentaranyok lathatok a 22. abran.

Az adatbazis alapjan lehetséges hasitasi mintazatokat Osszevetettik az egyes csucsok
aranyaival. El6szor az emlitett harom egyedi hasitohellyel rendelkez6é csoport aranyat vettilk
figyelembe, majd a tobbiét ezek alapjan szamoltuk ki. A 23 abran lathatd eredménybdl
megallapithatd, hogy a HM1, HM3, HM4 és HMS mind a négy mintaban, mig a HM2 csak az
NP3 jelit Biofor medencében volt jelen. Minden mintdban a HMS csoport bizonyult a

legnépesebbnek, de a

legnagyobb aranyu az 100% 1
eleveniszapos medencében 80% 1
volt. Az NP3  medence )

kivételével a HM3 csoport volt ]
a legkisebb aranyu minden 40% 7
mintaban. Az eleveniszapos €s 20% |
Biofor medencék hasonlo AOB

0% ‘ ‘ ;

kozosség-Osszetétele nem volt L1-2002/05 NP3-2002/05 ~ NP4-2002/05  NP7-2002/05
meglepd, hiszen a biosziir6k [EHM5 mHM4 OHM3 BHM1 BHM2]

mosovizét az eleveniszapos 23. 4bra. A 2002-es mintakban feltételelzett HM csoportok szamitott
medencékbe vezetik vissza. aranya a TRFLP csticsok gorbe alatti teriilet alapjan.
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V.1.2.2. Klénozas eredményei
A 23 abra alapjan valasztottuk ki az NP3-2002/05 és NP7-2002/05 mintakat klonkonyvtar
készitésére, egyrészt a csak az elébbiben feltételezett HM2 miatt. Masrészt az NP7-2002/05
tartalmazta a HM1, HM4 és HMS csoportokat a legkiegyensulyozottabb aranyban, ezért
reméltiikk, hogy itt kapjuk vissza a legkevesebb klon RFLP sziirésével ezt a harom, a
mintainkban legjelentdsebb csoportot.
Az NP3-2002/05 minta klonozasa 88 megfeleld inszertet tartalmazé (pozitiv) klont
eredményezett. Az RFLP mintazat csak a Hin6l enzim esetén mutatott eltérést, ahogy ez az
elsé 19 klon vizsgalatardl késziilt képen (23. abra) latszik. A Hin6l hasitas alapjan harom
kloncsoportot kiilonboztettiink meg, amelyeket az elsé szekvencia-analizisnek alavetett tagjuk
szamaval jeloltiink. Akloncsoportok mérete a 9. tablazatban talalhato.
Az NP7-2002/05 minta esetében csak 51 pozitiv

9. Téablazat. A 2002.05.16-ai mintadkbol készitett

klont kaptunk, ezek azonban valtozatosabb o ) )
klonkoényvtarak kloncsoportjainak tulajdonsagai.

RFLP mintazatot mutattak. Bar a Tagl és az

Minta Klén-  Klénok Megkiilonboztetd

Alul mintazat itt is minden klon esetében csoport  szima RFLP
azonos volt, és a Hin6l RFLP itt is hirom 14 3 Hin6l
T . & 15 53 Hin61

kiilonb6z6 mintazatot mutatott, ennél a zZ
Konkényviamal a BsuRl . lapidn i 17 32 Hin6l
onkonyvtarnal a BsuRI enzim alapjan is meg - g Bl
tudtunk  kiillonboztetni egy csoportot. E & 18 13 Hinbl
kloncsoport jellemzobit szintén a 9. tablazatba 4 20 26 Hin6l
foglaltuk dssze. 44 4 Hinél
M 4 2 3 5 10 11 12 14 15 1617 18 19 My 4 3 E 1011712 14 15 4s 47 e 18 m
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24. abra. A NP3-2002/05 mintabol készitett klonkonyvtar elsé 19 tagjanak RFLP mintazata.
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V.1.2.3. Szekvencia-analizis eredményei

Tizennégy klont vetettiink ala szekvencia-analizisnek (kloncsoportonként két klont), amelyek

12 kiilonb6zé szekvenciat eredményeztek. A szekvencidk az altalunk hasznalt restrikcios

enzimekkel végzett in silico hasitasa alapjan josolt TRF-jeinek hosszat al0. tablazatban

foglaltuk 6ssze.

Amint lathato, TRF szempontjabol
klonszekvencidink alapjan az altalunk hasznalt
enzimekkel csupan harom hasitasi mintazatot lehet
megkiilonboztetni. Annak magyarazata, hogy a
klonok a hagyomanyos RFLP segitségével
masképp csoportosultak, abban rejlik, hogy a nem-
terminalis, jeloletlen fragmenteket eredményezd
hasitohelyekben volt eltérés.

A klonszekvenciak adatbazis szekvenciakkal vald
illesztése  utan  készitett  torzsfa  alapjan
megallapitottuk azok filogenetikai helyzetét, amit
a 21. abran piros négyzetekkel jeloltiink. Lathato,
hogy a szekvencidk egy része a Nsm. europaea

vonal Nsc. oceani aganak egy csak tenyésztetlen

10. Tablazat. 2002.05.16-ai mintakbol készitett

klonkonyvtarbol kapott szekvencidk in silico

szamitott TRF-jeinek hossza.

Minta

NP3

NP7

Klén

14
15
17
19
7
18
20
41
44
52
67
77

Taql
219
219
219
219
219
219
219
219
219
219
219
219

Alul
491
491
491
491
491
491
491
491
491
491
491
491

Hin6l BsuRI

274
274
274
274
274
491
274
274
97
491
274
274

167
167
167
167
167
167
167
167
167
167
167
167

kormyezeti klonokat tartalmazd csoportjahoz tartozik. Két tovabbi szekvencia a Nsm.

oligotropha vonal Nsm. aestuarii és Nsm. ureae dgahoz tartozik, annak egy egyértelmiien

elkiiloniild csak kornyezeti klonok amod szekvenciait tartalmazo csoportjanak a tagja. Hasitasi

mintazat szempontjabol az elébbi csoport a monofiletikus HM3 TRFLP ujjlenyomattal

jellemezhetd, mig az utobbi két szekvencia a HMS csoportnak abba a részébe tartozik, amely a

2003-ban mar hasznalt tovabbi két enzimmel a HMS5.7 monofiletikus csoportot adja (21. abra).
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V.1.2.3.1. HMS3 csoport

A 25. abran lathato a HM3 ég NP3-2002/05 15. kidn

nagyitott részletes torzsfaja. A NP7-2002/0520. ki6n

fan szereplé szekvencidk az NP7-2002/05 7. kion

L. B NP3-2002/05 14. kl6n
adatbazisunkban szerepld

szamukkal  vannak jeldlve.
Részletesebb tulajdonsagaik a
11. tablazatban lathatok.

A csoportba tartozo
szekvencidk beleértve a mi

klonjainkat is legaldbb 97,9 %- NP7-200205 41. kién

NP7-2002/05 67. Kién
os amoA gén bazissorrend 734
746
azonossaggal jellemezhetdek,
NP7-2002/05 4. kién

vagyis  egycrtelmien  cgy NP3.2002/05 17. klén

filospécieszbe tartoznak. NP7-2002/057. Kién
0,001
Legkdzelebbi tenyésztett '
rokonaik a Nsc. oceani tdrzsek 25. abra. Az adatbéazisunk és klonjaink HM3 csoportjanak részletes
(Nsc. oceani, Nitrosomonas sp. amoA torzsfaja.

Nm 93, Nm 104 ¢s Nm107), amelyekkel 80 % koriili hasonlosagot mutatnak (77,9 - 81,4 %),
ami a kozos fajba tartozas hatdresete, vagyis ha lenne az agnak tenyésztett tagja, az
nagyvaloszintiséggel egy 1j AOB fajt képezne.

Ahogy az a 11 tablazatban és a 25. abran lathato a szekvencidk mindegyike kommunalis
szennyviztisztitd itizembdl szarmazik (Park és Noguera, 2004; Purkhold és mtsi, 2000;
Rotthauwe ¢és mtsi, 1997). Azon belill is a tobbség (8 szekvencia) az altalunk is mintazott
Biofor tipsi harmadlagos biosziird rendszerbél keriilt el¢ (Purkhold és mtsi, 2000). Két
szekvencia mas jellegli biofilmes nitrifikalo reaktorbol szarmazott (Purkhold és mitsi, 2000),
mig masik kett eleveniszapbol (Park és Noguera, 2004; Rotthauwe és mtsi, 1997). Az
eleveniszapos mintak egyikérdl (Park és Noguera, 2004) pedig tudhato, hogy egy biologiai
foszforeltavolitas és a nitrifikacio-denitrifikacio eldsegitése érdekében, anoxikus szelektorral
ellatott Orbal tipust (Park és mtsi, 2002; 11.2.1.2.2.B. pont, 1. abra) medencéb6l szarmazik.

A csoportba tartozo klonokat a redundans, és a gyenge mindségli szekvencidkat tartalmazo
mellékadatbazisban is talaltunk (V.1.1. pont). gy tovabbi 16 a HM3 filospécieszbe tartozod

szekvenciat talaltunk. Ezek egyrészt a mar emlitett munkakbol szarmazé szekvenciak voltak
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(Park és Noguera, 2004; Purkhold és mtsi, 2000), vagy szintén szennyviztiszté rendszereket
vizsgalé munkakhoz tartoztak. A vizsgalt iizemegységek kozott EBPR biofilmes rendszereket
(Gieseke és mtsi, 2001), és nitrifikdcio-denitrifikacio eldsegitése céljabol ciklikusan aeralt
eleveniszapos medencéket (Nicolaisen és Ramsing, 2002) talaltunk. Masrészt volt néhany nem
szennyviztisztitobol nyert klon is, ugymint édesvizli pocsolyabol (Horz és mitsi, 2000), és
szennyvizzel terhelt ar-apaly zona sarrétegéb6l (Nicolaisen és Ramsing, 2002) kimutatott
szekvenciak. Osszességében a csoportba tartozo szekvencidk 91 %-a szennyviztisztitobol, azon
beliil is vagy biofilmes reaktorbol (52 %), vagy valtozo aerobitasu eleveniszapos rendszerbol
(33 %) szarmazott.

Elmondhaté tehat, hogy a HM3 TRFLP ujjlenyomattal jellemezhet6 filospéciesz tagjai
elsésorban szennyvizekben fordulnak el6, ami a nagy szervesanyag-tartalmu ¢és nagy
nagyszama a szarmazasi helyek kozott arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a baktériumok jol
tiirik az alacsonyabb oldott oxigénszinteket. Valdsziniileg nagy oxigénaffinitassal birnak,

aminek a biofilm reaktorokban is hasznat vehetik.

11. Tablazat. HM3 csoportba tartozo klonjainkhoz legkozelebbi szekvenciak tulajdonsagai.

?zz;ll;\;encia Szarmazasi hely Azonosité kod Hivatkozas

421 Nitrifikalo-denitrifikal6 eleveniszap AY356431 Park és Noguera, 2004
688 Biofor AF272498 Purkhold és mtsi, 2000
692 Biofor AF272494 Purkhold és mtsi, 2000
694 Biofor AF272492 Purkhold és mtsi, 2000
700 Biofor AF272486 Purkhold és mtsi, 2000
740 Biofor AF272446 Purkhold és mtsi, 2000
743 Biofor AF272443 Purkhold és mtsi, 2000
746 Biofor AF272440 Purkhold és mtsi, 2000
747 Biofor AF272439 Purkhold és mtsi, 2000
884 Mé6-biofilm reaktor AF272543 Purkhold és mtsi, 2000
892 MS5-biofilm reaktor AF272535 Purkhold és mtsi, 2000
1846 Eleveniszap kommunalis szennyviztisztitd 797846 Rotthauwe és mtsi, 1997
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V.1.2.3.2. HMS.7 csoport

NP7-2002/05 18. kl6
A 26. dbran lathaté a HMS.7 dg NP7.2002005 52, Kon
nagyitott valtozata, a 12. tablazatban 710383

pedig a fan szereplé szekvenciak I —
0,01

tulajdonsagai. Klonjaink szekvenciai

a 710 jeh’i szekvenciaval, valamint 26. abra. Az adatbazisunk és klonjaink HMS5.7 csoportjanak

egymassal majdnem azonosak (99,4— réseletes amod torzsfija.
99,6 %), mig a 388-as klonnal mar csak 92,4-92,7 %-ban hasonloak. Legkozelebbi tenyésztett
rokonukkal, az eleveniszapbdl izolalt ammoénium szenzitiv Nitrosomonas sp. AL212 torzzsel
(Suwa ¢és mtsi, 1997) kevesebb mint 80 %-ban (79,2-79,5 %) azonosak, tehat egy kiilon
filospécieszt képeznek.

Klonjaink mindkét legkozelebbi tenyésztetlen rokona eleveniszapbol keriilt kimutatasra (12.
tablazat). A 388-as klon egy Orbal rendszerbdl (Park és Noguera, 2004), mig a 710-es egy 105
ezer LE terhelésti kommunilds szennyvitisztito eleveniszapos medencéjébdl szarmazott. Ez
esetben is megvizsgaltuk a mellékadatbazisunkat, valamint a 2005 utan publikus adatbazisokba
lerakott szekvenciakat, de nem talaltunk tovabbi a csoportba tartozo szervezeteket. Ezért nem
sokat allapithatunk meg errdl a tenyésztetlen filospécieszrdl, csak a kozos szennyvizes él6hely

alapjan feltételezhetd jellemzoket (V.1.2.3.1. pont).

12. Téablazat. HMS5.7 csoportba tartozo klonjainkhoz legkozelebbi szekvenciak tulajdonsagai.

Szekvencia

p Szirmazisi hely Azonosité kéd Hivatkozas
szama
388 Nitrifikal6 eleveniszap AY356464 Park és Noguera, 2004
710 Poll eleveniszap, kommunalis AF272476 Purkhold és mtsi, 2000

V.1.2.4. Adatbazis segitségével torténé azonositas értékelése

Harom restrikciés enzimmel kapott TRFLP mintazatok adatbazisunkkal valo Osszevetése
nyoman &t kiilonbozé hasitasi kombinaciot feltételeztiink (8. tablazat), amelyek koziil legalabb
egy endonukleazzal adott egyedi TRF-jilk miatt harom jelenlétére (HM1, HM3 és HM4)
mindenképp szamitottunk. A klénok szekvencia-analizise nyoman azonban csak a HM3 ¢és
HMS jelenlétét tudtuk bizonyitani. Raadasul klonjaink tobbsége a HM3 csoportba tartozott,
amely a TRFLP ujjlenyomat alapjan szamitott aranyok szerint a legkisebb hanyadat adta
mintaink AOB kozosségeinek.

A HMS3 csoport filogenetikai pozicidjat mar a haromenzimes ujjlenyomata alapjan is
egyértelmiien meg tudtuk josolni, amit a klonszekvencidink is igazoltak. A HMS5 viszont

polifiletikus csoportnak bizonyult, és a pontos klonszekvenciakkal is igazolt aganak (HMS5.7)
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besorolasahoz sziikség lett volna a késobbiekben mar hasznalt BsuRI és Csp6l enzimekre is. Az
igazi problémat azonban az jelenti, hogy két olyan csoport (HM1 és HM4) jelenlétét nem
igazolta a klonozas, amelyeket pedig mindenképp vartunk a TRFLP ujjlenyomat alapjan.

Az RFLP vizsgalat homogenitasa mellett a klonszekvenciak in silico hasitasa is igazolta, hogy
arajuk jellemz6 egyedi TRF-ket ad6 hasitohelyek (7agl: 48 bp, Alul: 225 bp és Hin6l: 299 bp)
nem voltak jelen a szekvencia-analizisnek alavetett klonjainkban. Ennek lehet oka a
klonkonyvtar készités, ill. a klonok RFLP vizsgalata soran fellépd hiba, vagy a TRFLP
ujjlenyomat, ill. értékelésének tokéletlensége.

A legegyszeriibb oknak az agardz gél alapti RFLP analizis nem kielégit6 felbontasa latszik, ami
miatt esetlegesen nem észleltiik a HM1 és HM4 klonokat. Az adatbazis szekvenciak vizsgalata
azonban azt mutatta, hogy olyan, mértékii kiilonbségeket adott volna e két csoport a talaltakhoz
képest, amit agardzon is detektaltunk volna.

A klonozas természetébdl két hatds is befolyasolhatta eredményeinket (I11.3.2.3.1. pont). Az
egyik lehetdség, hogy az eltéréseket preferencialis klonozas okozta, ilyen komoly torzitasokat
azonban a jelenséget vizsgald kutatdsok eredményei alapjan nem feltételezhetiink. A masik
lehet6ség, hogy nem kell6 mennyiségii klont vizsgaltunk, és nem értiik el a klonok ritkulasi
gorbéjének platd szakaszat. A csucsok alatti teriilete alapjan azonban a HMI csoport a
klonozott NP3-2002/05 és NP7-2002/05 mintak AOB-inak 6 ill. 30 %-at tette ki, mig a HM4
rendre 7 ill. 28 %-at. Tehat az NP7 medencéb6l még a vizsgalt 51 klon esetén is nagy
valoszinliséggel vissza kellett volna kapnunk ezeket a csoportokat, amelyek a TRFLP
ujjlenyomat alapjan tobb mint felét tették ki a vizsgalt kozosségnek.

A TRFLP esetében felmeriilhet az egyszalit DNS masodlagos szerkezetb6l adodo hasitasi hiba,
ami Egert és Friedrich (2003) szerint az tigynevezett pszeudo-TRF-ket is okozza (11.3.2.3.2.
A/2. pont). Ezt a hatast azonban a TRFLP és az RFLP vizsgalat soran alkalmazott azonos PCR
¢és hasitasi koriilmények, és a keresett TRFLP cstcsok mérete miatt az RFLP mintazatban is
latnunk kellett volna. Tovabba a pszeudo-TRF-k feltételezett képzddése szerint a restrikcios
endonukleaz a kihurkolodasok miatt ,kihagyja” az elsé hasitohelyet, és csak a kovetkezénél
hasit, vagyis a vartnal nagyobb TRF-t detektalunk. A HM1 esetében azonban mind a Tagql,
mind az A/ul enzimmel kisebb TRF-t detektaltunk, mint a tobbi hasitasi mintazatban, vagyis az
Egert-féle pszeudo-TRF-k jelenléte kétséges.

Bar a HM1 as HM4 csoportok hidnyat a klonkonyvtarakban a felsorolt lehetséges okok koziil
egy sem magyarazza teljesen, a TRFLP segitségével detektalt, de klonkonyvtarakbol nem
kimutathato csoportok jelensége nem ismeretlen az irodalomban. Sakano és mtsi (2002) a

NASA szamara tervezett, szennyviztisztitd bioreaktorokat vizsgaltak parhuzamos 16S rRNS
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gén alapt klonozas-szekvenalas és T-RFLP modszerrel, és azt talaltak, hogy a 156 altaluk

detektalt filotipusbol 86-ot csak TRFLP segitségével tudtak kimutatni, mig kizarélagosan

klénozassal csak 6 szekvencia kertilt el6.

Osszességében eredményeink alapjan az adatbazisos azonositds csak részlegesen tekinthetd

megfelelonek. A nem igazolt csoportok felhivjak a figyelmet a kisszamt klon RFLP

segitségével valo csoportositasanak és a pszeudo restrikcios fragmenteknek a problematikajara,

ami miatt késobbi munkainkban mar mas klon vizsgalati modszereket alkalmaztunk (IV.2.3.3.

pont). A HMS csoport polifiletikus jellege miatt pedig a késbbiekben tovabbi restrikcios

enzimek hasznalata mellett dontottiink, hogy egyértelmiibb besorolast végezhessiink

V.1.3. Monitorozas — 2003-as mintak

A 2003-ban négy alkalommal vett mintak 7agl,
Alul és Hin6l endonukleazokkal készitett
TRFLP ujjlenyomatainak egymasra vetitett képe
a 27. abran lathaté. Amint latszik, ebben az
évben kevesebb TRF-et detektdltunk, valamint
minden mintdban, szarmazdsi medence és
mintavételi idoponttol figgetleniil ugyanazokat
a cstcsokat azonositottuk (7agl: 219 bp, Alul:
491 bp és Hin6l: 274 és 491 bp). A 2002-es
eredményeknél tapasztaltak miatt (V.1.2.4.
pont), tovabbi harom enzimmel (BsuRI, Csp6l
és Tasl) is elkészitettik a TRFLP profilokat,
azonban ezekkel is minden minta azonosnak
bizonyult (BsuRI: 167 bp, Csp6l: 245 bp és

Tasl: 32 bp), ahogy a 28. abran lathato.

B @ w2 s 0 20 20 0 0 0 m0 a0 w0 s s S0

Tasl
32

BsuRl ~ |Cspbl
167 245

2000, ‘
i
/l

le 14

28. abra. A 2003.03.20-ai mintak 3 endonukleazzal kapott

L

egymasra vetitett ujjlenyomata

~#EEEALAES

pEEEEEN

atd

b3 iiREERE

. BEBERFEEE

) 219
2003-03-20 491
274
2
2003-05-08
I 274
JLJJA | .
219
2003-07-08
491
274
P |
2003-09-02
’ 491
| 274
|
A S — B
M 7aq W Au M Hinel
27. abra. A 2003-as mintdk 3 enndonukledzzal
készitett, egymasre vetitett TRFLP mintazata.
A kapott termindlis fragmenteket
Osszevetettik az adatbazisunkkal, és
csak  egyféle lehetséges  hasitasi
mintazatot  talaltunk a  2002-es
mintakban is bizonyitottan megtalalt

HM3 csoportra jellemzé Tagl: 219 bp,
Alul: 491 bp, Hin6l: 274 bp, BsuRI: 167
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bp, Csp6l: 245 bp és Tasl: 32 bp TRF kombinaciot. A Hin61 endonukleazzal kapott hasitatlan
491 bp hosszu cstcs azonban kakkuktojasnak bizonyult, ugyanis a tobbi enzimmel kapott
terminalis fragmentekkel nem felelt meg az adatbazisunkban szerepld szekvencidkra jellemzd
HM csoportok egyikének sem. Ennek legkézenfekvobb oka a még ismeretlen, adatbazisunkban
nem szerepld AOB filotipusok lehetnének, a megoldas valoszintileg mégsem ez.

Amikor kiszamoltuk a csoport aranyokat a Hin6l, mint az egyetlen nem egyonteti TRFLP
ujjlenyomatokat adé enzim alapjan, feltint, hogy a 274 és 491 bp-os cstcsok gorbealatti
teriiletének aranya gyakorlatilag minden mintaban azonos: 274 : 491 = 23 : 77 + 2. Mindez
Egert-féle pszeudo-TRF-re enged kovetkeztetni, ami a 2002-es klonoknal kapott Hin6l RFLP
képet is magyarazza. Ez alapjan ugyanis olyan klonokat talaltunk kiilonb6zének, és vetettiink
ala szekvencia-analizisnek, amelyek késobb szekvenciajuk alapjan gyakorlatilag egyformanak
bizonyultak (24. abra), és azonos TRF-ekkel voltak jellemezhetéek (10. tablazat).
Elmondhatjuk tehat, hogy a mintavételi idéponttol és a szarmazasi helytdl fiiggetleniil a 2003-
as mintak AOB kozosség-osszetétel szempontjabol teljesen homogének voltak, mindegyiket a
korabban részletesen targyalt (V.1.2.3.1. pont) HM3 ujjlenyomattal jellemezhetd csoport

uralta.

V.1.4. 2002-es mintak ujraértékelése

A 2003-as mintakban felfedezett Hin6l enzimmel képzett pszeudo-TRF miatt Gjraszamoltuk a
2002.05.16-ai mintak feltételezett AOB csoportjainak aranyat. Ez a pszeudo-TRF a HMS csoport

aranyat érintette a HM3 javara,
100% -
ahogy a 29. dbran lathatd. Utobbi .

csoport aranya atlagban a korabbi 80%

7 %ol 29  %-ra  nott, 60% -

konnyebben értelmezhetévé téve
40% -

ezzel a HM3 csoportba tartozo

klénok dominanciajat. 20% 1

Az igy kapott végsé kozosség % ‘ ‘ ‘

L1 NP3 NP4 NP7

aranyok alapjan elmondhatjuk,
hogy 2002.05.16-ai mintakban

atlagosan a HMS csoport utan a 29. dbra. A 2002-es mintdkban feltételelzett HM csoportok szamitott

[EHM5 BHM4 OHM3 BHM1 B HM2]

HM3 volt a legnépesebb aranya a TRFLP csucsok gorbe alatti teriilet alapjan a Hin6I ujjlenyomat

Egert-féle pseudoTRF-ekre valo korekcid utan.
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V.1.5. A szennyviztisztito teljesitményének osszevetése az AOB kozosség-osszetételével

Mintavételi id6pontjainkkor a Biofor medencékben mért pH és hémérséklet értékek a 13.

tablazatban, mig a befolyo ¢s elfolyo nitrogénformak koncentracidja a 30. abran lathatok.

Az eleveniszapos medencék miikodésérdl informaciot ado
telepi befolyd értékeket sajnos csak az elsé mintavétel
alkalmaval kaptuk meg, azt azonban megtudtuk a telep
munkatarsaitol, hogy az EBPR folyamat el6segitése
érdekében a medencékben alkalmazott kiilonbozo
aerobitasi zonaknak koszonhetden nitrogénmentesités is
végbe megy bennitk. A 2002.05.16-an mért 30 %-os

nitrogén-eltavolitas tehat nem szokatlan.

13.  Tablazat. A  mintavételi

idépontokban a Biofor medencék

homérséklete és pH értéke.

Idépont

2002.05.16.
2003.03.20.
2003.05.08.
2003.07.08.
2003.09.02.

Homérséklet

19,4°C
17,6°C
20,5°C
23,3°C
23,1°C

pH

7,0
6,9
7.1
73
7.6

Az eleveniszapos medencékrdl elfolyd viz minden mintavételi idépontunkban hasonld

sszetétellel birt a fontosabb nitrogénformédk tekintetében (NH,"-N: 88-94 %, NO, -N: 1-2 %

és NO3 -N: 5-10 %), ami hasonl6 miikodést feltételez.

Munkank célja azonban elsddlegesen a Biofor egységek vizsgalata volt. Ezek miikodésérdl

elmondhatd, hogy az AOB-ok tevékenységének koszonhetéen minden mintavételi idépontban

az elfoly6 viz ammonium-nitrogén szintje hatarérték alatti volt (30. abra, piros vonal).

40
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2002.05.16 2003.03.20 2003.05.08. 2003.07.08. 2003.09.02

[BN-amménium B N-nitrit B N-nitrat|

30. abra. Nitrogén-formék aranya a Dél-pesti Szennyviztisztito Telepen mintavételi idépontjainkban. Az

ammonium-nitrogén hatarértéke piros vonallal jeldlve.
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A nitrit-nitrogén minden esetben 0,05 mg/L alatt volt kivéve a leghidegebb 2003.03.20-kai
mintat, amikor egy nagysagrenddel nagyobb koncentraciot mértiink. Tekintve, hogy a nitrit
els6sorban nem a kezelendd vizb6l, hanem az oxidalt ammoniumbdl szarmazik, a nitrit

felhalmozddasa a nitritoxidalok gatolt tevékenységére utal. Hasonlo jelenséget figyeltek meg

novekedését. A jelenséget Ok azzal magyaraztak, hogy az alacsony hémérséklet miatt minden
biokémiai folyamat lelassult, igy az ammonia-oxidacio is, ami egyébként a kozeg kisebb pH
értékét biztositotta. A nagyobb pH érték mellett megjelent a szabad ammonia, bar csak a NOB-
at gatld koncentraciot érte el (11.6.3.3.3. pont). A mi esetiinkben ez a magyarazat nem allja meg
a helyét, ugyanis a 2003.03.20-ai mintavételkor mértiik a legkisebb pH értéket a Biofor
medencékben. Ehelyett inkabb a kisebb pH mellett jelentkez6 nagyobb szabad salétromossav
(HNO,) értékek, ill. a NOB aktivitdsanak fokozott gatlodasa az alacsonyabb hémérsékletek
miatt lehetett az oka a csokkent nitritoxidacionak.

A mért értékek alapjan 2003-ban a nitrifikacio érdekében intenziven levegdztetett NP-Biofor
medencékben denitrifikaciot feltételezd 27 — 41 %-os nitrogén-eltavolitas is végbe ment. Ez a
jelenség azt feltételezi, hogy 2002-hoz képest egy sokkal érettebb, tagoltabb biofilm képzddott
a Biolite tolteten, amelyben a denitrifikaciohoz sziikséges anoxikus mikronichek is
megjelentek. Ez azért kovetkezhetett be, mert a Biofor egység mosatasi ciklusainal a korabbi
kizarolagosan lizemidé alapjan vald szabalyozas helyett bevezették a nyomasesés alapu
idozitést, ami altal csak akkor kerdilt sor a biofilm lemosasara, amikor annak vastagsaga mar a
rendszer eldugulasat idézhette volna eld. A nitrifikaciés medencében végbement nitrogén-
eltavolitds gazdasagi szempontbdl is elényGs, ugyanis ha a denitrifikacios medencékbe
kevesebb nitrogén jut, akkor kevesebb metanolt kell adagolni, ami egyébként a nitrogén-

mentesités egyik legjelentésebb koltsége.
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V.1.6. A nitrifikalé medencék vizsgalatinak az eredményeinek az 6sszegzése

V.1.6.1. Az amoA szekvenciak TRF adatbazisanak hasznalata monitorozas céljabol
Sikeresen létrehoztunk egy konnyen hasznalhatd, tobb mint ezer amoAd szekvencia alapjan
késziilt TRF adatbazist.

A TRFLP ujjlenyomat és az adatbazis alapjan tortén6 AOB csoport meghatarozas azonban

problematikusnak bizonyult. A kdzosség alkotok ilyen modon vald filogenetikai besorolasat

mintadink esetén egyértelmiien nehezitett¢ék a pszeudo-termindlis fragmentek. Egyontetii
kozosség esetén (2003-as mintak) viszonylag konnyebb volt ezeket felismerni. Azonban az

Osszetettebb, 2002-es mintdkndl ez mar korant sem volt ilyen egyszeri. Kisziirésiikre az azonos

mintabol szarmazé monomolekularis klonok TRFLP mintazatanak vizsgalata javasolhato.

A mintakbol készitett klonkonyvtarak a pszeudo-TRF-ek mellett azért is sziikségesek, mert

ahogy a 2002-es mintainknal tapasztaltuk, még ot restrikcios enzim hasznalata esetén is

eléfordulnak olyan hasitasi mintazat kombinaciok, amelyek polifiletikus csoportokat fednek.

Klénkonyvtar készitésre azonban nincs sziikség minden mintavételkor, ugyanis ahogy a 2003-

as monitorozas esetében is lattuk, és ahogy azt Park és Noguera (2004) kiilonboz6 aeraltsagi

kisérleti reaktorok ammonia-oxidald kozosségének 271 napig tartd monitorozasa soran
kimutattak, a hossza generacios idejii AOB kozosségei a drasztikus kiilsé hatasokat kivéve,
lassan, tobb honap alatt reagalnak kornyezetiik valtozasaira.

Mindez alapjan az AOB szennyviztisztitokban valo monitorozasara a kovetkezok javasolhatok:

1. A vizsgalat kezdetekor elészor kozosségi amoA TRFLP ujjlenyomat készitése a lehetd
legtobb (4-6) restrikcios enzim segitségével.

2. A TRFLP mintazatok adatbazisunkkal valdé Osszevetése alapjan a valdsziniisithetd
filotipusok meghatarozasa.

3. A legdiverzebb és. az dsszes jelentdsen eltérd mintabol, ill. a késdbbi mintaknal 01j cstucsok
megjelenésekor klonkonyvtar készitése.

4. A klonok egyedi TRFLP mintazata alapjan a k6zosségi TRFLP csucsainak és az esetleges
pszeudo-TRF-eknek az egyértelmii azonositasa, majd amennyiben sziikséges a kivalasztott
klonok szekvencia-analizisének elvégzése.

5. A vizsgalando egység egy-két havonkénti ellendrzése TRFLP segitségével, amit az
azonositott csoportokat egyértelmiien megkiilonboztets restrikcios enzimekkel ajanlott
végezni (pl. HM3 esetében a kezdetben hasznalt harom enzim elégségesnek bizonyult, mig

a HMS.7 csoport megkiilonboztetéséhez 6t endonukleazra volt sziikség).
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V.1.6.2. A DpSzT AOB monitoroziasanak eredményei

Monitorozasunk eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy mintdink mind a vizkémiai
paraméterek (nitrogén-eltavolitas), mind az AOB kozosség Osszetétele alapjan két részre
oszthatok: a 2002-es és a 2003-as mintakra.

A 2002-es mintavételi idépontkor a nitrogén-eltavolitas mértéke a Biofor medencékben csekély
(4 %-os) volt. Mindekdzben a mikrobidta egy komplexebb, szekvencia-analizissel is
bizonyitottan kettd, TRFLP alapjan feltételezhetden akar négy kiilonb6z6 csoportbol allo AOB
kozosséggel volt jellemezhetd. A két egyértelmilen azonositott csoport tagjai az AOB kozosség
egy-egy harmadat tették ki. Mindkét filotipus csak tenyésztetlen kozeli rokonokkal rendelkezik,
ezért csak azok el6fordulasa alapjan kovetkeztethetiink jellemzoikre.

Ezek alapjan elmondhat6, hogy az egyik csoport (HM3) a Nsm. europaea ag Nsc. oceani
torzseihez kozelalld, szennyvizekre jellemzé nagyobb ammoénium- és szervesanyag-terhelést
jol toleralo, nagy oxigénaffinitast, a biofilmben valo életmddot elényben részesitd
szervezeteket tartalmaz. A masik filotipus (HMS5.7) a Nsm. oligotropha 4g Nsm. ureae
torzseivel rokon csoport, amely valdszintsitheten hasonld tulajdonsagokkal bir, mint az
elébbi, csak a biofilmek preferencidja itt nem allithato, hiszen a lebegé flokkulumok (adatbazis
szekvencidk) és a biofilmek (a mi klonjaink) fele-fele aranyban vannak jelen a szdrmazasi
helyek tekintetében.

A 2003-as mintavételeinkkor viszont jelentds nitrogéncsokkenés (25-30 %) tortént a Biofor
medencékben, ami egy szerkezetét tekintve komplexebb, anoxikus zoénakat is tartalmazo
biofilmre utal. Ezekben a mintakban a feltételezetten biofilmeket preferald HM3 filospéciesz
volt a mikrobialis k6zosség egyeduralkodd ammoniaoxidald csoportja, ami szintén a biofilm
érettségét jelezheti. A hatékonyabb és koltségkimélébb nitrogénmentesitést lehetové tevo
strukturaltabb biofilm valosziniileg a mosatasi fazisok nyomasesésen alapuléd szabalyozasanak

a bevezetésének koszonhetd.
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V.2. Az ISD-K biologiai vizkezel6 egységének vizsgalata

V.2.1. Az iizemegység fizikai és kémiai jellemz6i a vizsgalt id6szakban

V.2.1.1. Befoly6 viz — kémiailag kezelt viz (KK) jellemzoi

Az lizem sajat mérési eredményei alapjan tudjuk, hogy vizsgalatunk idészakaban (2004.07.01-
11.30.) a kokszolomii szennyvizének eleveniszapos biologiai egységére érkezo, elokezelt
szennyviz (I1.2.2.2.1.A. pont) jellemz6i a korabbi évben tapasztaltakhoz (11.2.2.2.2. pont, 4.
tablazat) hasonldan alakultak mind értékhatarok, mind atlagértékek tekintetében (14. tablazat).

14. Téblazat. Az ISD-K biologiai viztisztitasanak jellemz6i (2004.06.01-12.31), a cég sajat mérési nyoman,

kiemelve a hatarérték feletti értékek, KK = kémiailag kezelt viz, TV = biologiailag tisztitott viz.

KK [mg/L] TV [mg/L] Hatasfok™™  Hatarérték
Min max  atlag min max  atlag [%] [mg/L]

KOI 3400 6100 4782 292 880 459 79 150
Fenolindex 59 1067 779 0,01 0,17 0,08 100 3

SCN 360 1000 681 1,1 305 25 96 -

szabad CN° 0,1 0,7 0.4 0,01 0,18 0,04 87 0,2
osszes CN° 1,7 117 22 2,2 103 20 -16 10
NH,"-N 2 498 70 103 327 162 -472 10
pH 6.0 9.4 7.85 5,6 8,0 6.4 - 6-9

Egyes paraméterek (KOI, fenolindex) kevéssel nagyobb értékek mutattak, mig mas
vegyiiletekb6l (rodanid, ammoénium) atlagosan kevesebb volt. A VIIL.2. pontban talalhato
diagramokon latszik, hogy a KOI, fenolindex, szabad cianid és rodanidtartalom egy-két kiugro
értéktdl eltekintve egyenletesen alakult a KK vizben. Az ammoénium és az Osszes cianid
koncentracio a vizsgalt idoszak elején nagyobb értéket mutatott, ami az ammonia kihajto Still-
Claus Uzemegység nem megfeleld mikodésével fligg Ossze. Erre az idoszakra azonban csak
egy mintavételiink esett (07.17.).

Az ELTE-TTK Kémiai Technologiai és Kornyezetkémiai Tanszék munkatarsai altal a
mintavételek idopontjaban végzett kiegészitd mérések alapjan tudjuk, hogy a KK vizet igen
nagy nitrattartalom jellemzi, ami oktoberben kiugrd értékeket mutatott (~2200 mg/l NOs™ N,
31. abra). A nitrit viszont mindvégig a kimutathatosag hataran mozgott.

A kiegészitd6 GC-MS vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy sem a klorfenolok, sem az

illékony aromas szénhidrogének (BTEX) nem voltak jelentds mennyiségben mérhetdk, csupan

T Negativ érték esetén az adott komponens koncentracidja az elfolyoban nagyobb volt, mint a befolyoban, vagyis

az adott komponens termel3dott a biologiai kezelés soran.
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néhany pg/L-es koncentraciot mutattak. Ugyanez volt igaz a legtobb policiklusos aromas
szénhidrogénre (PAH), csak néhany antracén jellegli vegyiiletbdl lehetett 10-120 pg/L-es
koncentraciot mérni. A heterociklusos vegyiiletek koziil pedig egyediil a kinolin mutatott mérés
hatar feletti értéket. A fenol szarmazékok koziil viszont a krezolok és a rezorcin nagyobb, a

fenol koncentracio 40-60 %-anak megfelelé mennyiségben voltak jelen.

2500

2000

1500

N [mg/L]
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KK‘TV KK‘TV KK v

julius 16. szeptember 20. oktober 6. oktober 13. ‘ oktober 20. ‘ november 24.

[mSCN- -N TNH4+-N TINO2- -N BNO3-N]

31. abra. Nitrogénformak alakulasa az ISD Kokszolo Kft. biologiai viztisztitasa soran az ELTE-TTK Kémiai

Technoldgiai és Kornyezetkémiai Tanszék dltal mértek alapjan *.

V.2.1.2. Elfolyo biologiailag kezelt tisztitott viz (TV)

A tisztitott viz kémiai jellemz6i a legtobb vegylilet esetében a korabbi évhez hasonléan
alakultak, ahogy azt a 14. tablazatban és a VIIL.2. pontban lathatjuk. A fenol bontas mindvégig
kivalo, gyakorlatilag 100 %-os volt. Ennek megfeleléen a KOI is csokkent, de ahogy korabban,
ebben az id6szakban sem sikeriilt hatarérték alatti értéket elérni. Ugyanez igaz az Osszes
cianidtartalomra, amelyre azonban hatassal volt a vizsgalt id6szak elején a befolyo KK viznél
tapasztalt kilengés is. Ez az iddszak kismértékben az ammoniumtartalmat is befolyasolta.
Utobbi vegyiilet koncentracidja az elfolyoban mindvégig a befolyo értékeknél nagyobb volt,
feltételezhetéen a rodanid biodegradacidja soran képz6dé ammonia miatt (I1.6.1.2. pont).

A rodanid bontasa vizsgalatunk elején gyakorlatilag teljes volt, azonban a kétlépcsds
tizemmenetre valo attérés utan (VIIL2.6. pont: piros szaggatott vonal) jelentds romlast
mutatott, vagyis bekovetkezett egy ahhoz hasonld rodanidbontasbéli visszaesés, amilyet a
korabbi évben is tapasztaltak (I1.2.2.2.2. pont, 6. abra), és amelynek vizsgalata kutatasunk
egyik f6 célja volt. Ebben az idészakban a mindvégig hatarérték alatti szabad cianid is némi

emelkedést mutatott.

# A November 24-ci mintavételkor nem tortént nitrat mérés a tisztitott vizbél (TV).
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A biologiai kezelés hatdsara a GC-MS mérések szerint az egyéb szerves szennyezok
mindegyike a mérhet6ség hatarara esett vissza. A mintavételek idépontjaban mért nagy bemend

nitrat koncentraciok szintén jelentésen csokkentek 75-90 %-os eltavolitast jelezve (31. abra).

V.2.1.3. A levegoztetett eleveniszapos medencék jellemzoi

Szeptemberi mintavételiink alkalméval dsszehasonlitottuk a hat parhuzamos medence fizikai és
kémiai jellemzdit, valamint a masodik medence (M2) esetében a felsd rotatorok
levegoztetésének hatékonysagat. Ezen mérések eredményérdl elmondhatd, hogy a parhuzamos
medencék lényegi eltérést nem mutattak, fizikai és kémiai szempontbdl gyakorlatilag
egyformaknak tekintheték. A térbeli vizsgalat sem mutatott anoxikus zonakat, egyediil a
rotatorok melletti sarkokban észleltiink alacsonyabb oldott oxigén koncentraciokat (32. abra).
Azonban az itt mérheté értékek sem jelentettek anoxikus viszonyokat (36 ill. 39 %-os

oxigéntelitettség).

100
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32. abra. A 2-es levegoztetett medence feliilnézeti sematikus rajza a mintavételi pontjainkkal, és az egyes
pontokon altalunk mért oldott O, tartalom és hémérséklet alapjan szamolt oxigéntelitettségek.

Az eleveniszapos medencék hoémérsékletérdl (VIIL2.7. pont) elmondhatjuk, hogy bar a
vizsgalat idészakaban a temperalatlan medencék atlaghomérséklete 24°C volt, az évszakos
homérsékletvaltozasnak megfelelden fokozatosan hiiltek. A nyari idGszakban, szeptember
végeéig két kiugro értéktdl eltekintve 20°C feletti volt a homérséklet, novemberben azonban
mar csak egy-két alkalommal mértek 15°C feletti értéket, és az utols6 mintavételi
idépontunkban (11.24.) mar csak 12°C-osak voltak a medencék.

A medencék szarazanyagtartalma (VIIL.2.8. pont) az egylépcsés tizemmenet idészakaban két
kiugro értékt6l eltekintve viszonylag stabilnak, 11-17 g/L kozéttinek (atlag: 13,8 g/L) adodott.
Azonban az lizemmenet valtds utdn, a rodanidbontds visszaeséssel egyidejlileg 10 g/L alad

(atlag: 7,5 g/L) esett vissza.
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A pH érték alakulasa a tisztitasi folyamat soran a VIII.2.9. pont diagramjan lathat6. Ez alapjan
elmondhato, hogy a biologiai folyamatok eredményeként a medencék savanyodnak. A KK viz
enyhén ligos, 7-9 kozotti (atlag: 7,9) pH érteke a levegdztetett medencékben korilbeliil két
értékkel csokken, igy itt 5-7 kozotti (atlag: 5,6) érték jellemz6. Az iilepités soran kismértékben
ismét lugosodik a viz, igy az elfolyo tisztitott vizben 5,5-7,5 kozotti (atlag: 6,2) érték mérhetd.
Mindez azonban az altalunk vizsgalat idészaknak csak az egylépcsés idOszakara igaz, az
lizemmenet valtas utan, a rodanidbontas visszaesésével egyidejiileg a medencékben tapasztalt

savanyodas elmaradt, és az elfolyo viz pH 8 koriili értékkel hagyta el az lizemegységet.

V.2.1.4. A fizikai és vizkémiai vizsgalatok eredményeinek dsszegzése

Osszességében elmondhato, hogy az ISD-K eleveniszapos medencéire a vizsgélt idészakban
érkez6 KK viz aranylag egyenletes Osszetételii volt. A korabban nem mért szennyezok koziil
krezolokbdl, rezorcinbdl és nitratbol sikeriilt jelentésebb mennyiséget kimutatni. Utobbi
vegyiilet két mintavételi iddpontunkkor (10.13. és 10.20.) kiugré koncentracidji volt.

A biodegradaci6 a legtobb szennyezd, igy az ujonnan kimutatott vegyiiletek esetében is teljes
volt (fenol szarmazékok, szabad cianid), vagy a korabbiakhoz hasonlé hatasfokkal zajlott (KOI,
Osszes cianid, ammonium). A rodanid esetében azonban bekdvetkezett egy jelentds, a korabbi
években tapasztaltaknal is drasztikusabb bontasbéli visszaesés, amely egyiitt jart a
medencékben tapasztalt savanyodas elmaradasaval, ill. szarazanyagtartalmuk csokkenésével. A
rodanid degradacidjanak elromlasa a leghidegebb idészakban, az egylépcsOsrél kétlépesdsre

valo tizemmenet valtas utan kovetkezett be.

V.2.2. Az eleveniszapos medencék TRFLP ujjlenyomatai

V.2.2.1. Parhuzamos medencék dsszehasonlitisa

Eldszor a szeptember 20-an, mind a hat levegdztetett medencébdl vett mintak TRFLP
ujjlenyomatat készitettiik el négy kiilonbozo restrikcios enzimmel. Ezek koziil a legtobb (A47ul)
¢és a legkevesebb (7asl) csticsot ado két enzimmel késziilt mintazatok talalhatok a 33. abran.
Amint lathatd a medencékben egy viszonylag egyszerli, kevés csucsbol allo kozosséget
talaltunk, amelyet egy dominans cstics (33. abra piros nyil) jellemez. Ez a csoport Alul
enzimmel egy 138 bp hossz(i TRF-t ad, amely a gorbealatti teriiletekbdl szamolt aranyok
alapjan a kozosség 60-70 %-at teszi ki. Tovabbi nagyobb csticsokat lathatunk 70-74, ill. 270-
280 bazishossz kozott. Osszességében elmondhaté, hogy a hat parhuzamos medence TRFLP
ujjlenyomata alapjan mikrobioldgiailag is kell6képp homogénnek adddott, igy a tovabbiakban -

a kétlépesds tizemmenetet kivéve - csak a masodik medencét vizsgaltuk.
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33. abra. Hat levegdztetett medence szeptember 20-ai Alul (A) és Tasl (B) enzimekkel képzett TRFLP

V.2.2.2. Medencék idébeli valtozasa DNS alapu ujjlenyomatuk alapjan

ujjlenyomata.

A kozosségi DNS-b6l késziilt TRFLP mintazatok alapjan szamolt cstcsok gorbealatti

teriiletének aranya lathaté a 34. abran. Megfigyelhetd, hogy az egylépcsés itizemmenetbdl

szarmaz6 mintak (julius-oktober) TRF Osszetétele nem, a dominancia viszonyok pedig csak kis

mértékben valtoztak. gy a legnagyobb 138 bp-os cstics ez idé alatt is végig dominans maradt.

Az lizemmenet valtas utani, november 24-ei elsé 1épcsot képviseld M2-es minta (M2 11.24.)

TRFLP ujjlenyomatan viszont jelentds valtozasok figyelheték meg.
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34. abra. DNS alapon Alul enzimmel készitett TRFLP ujjlenyomatok csticsainak gorbealatti teriiletének aranya.
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A dominans 138 bazis hosszu TRF nagysaga a juliusi és szeptemberi érték felére csokkent (35
%), mig mas cstcsok teriilete ndvekedett (pl. 71, 233, 274, 275 bp-os csucsok). Tapasztalhatod
tovabba, hogy korabbiakban ki nem mutatott TRF-ek jelentek meg a k6z6sségi mintazatban (pl.
152, 253 és 516 bp hosszl csucs). A masodik 1épcsét képviseld M5-6s minta kozossége viszont

hasonldosagot mutat a korabbi idépontokban tapasztaltakkal.

V.2.2.3. Medencék idébeli valtozasa RNS alapi ujjlenyomatuk alapjan

A baktériumok aktivitasat jobban tiikr6z6 (I1.3.2.1. pont) RNS alapon készitett TRFLP
ujjlenyomatok alapjan késziilt 35. abrabol azonnal lathatjuk, hogy ezzel a mdédszer a mintaink
sokkal véltozatosabbnak bizonyultak, mint DNS alapon. Osszességében csokkent a mintak
diverzitas, szamos DNS alapon észlelt csiics RNS alapon nem volt detektalhato (pl. 228, 239,
280 bp-os TRF), és csupan egy uj TRF (244 bp) tiint fel. Egymashoz képest azonban sokkal
tobb  eltérést mutattak, és tobbszor jelent6sen eltértek DNS alapon  készitett
,.ujjlenyomatparjuktol”. fgy mig az elsé harom mintavételi idépontkor a dominans 138 bp-os
csics DNS ¢és RNS alapon is 60-70 %-os aranyt képviselt, addig az oktober 13. és 20-ai
mintakban jelentdsen csokkent az aktivitasa (25-30 %). Mindekdzben ugyanezen mintakban
RNS alapon a 70 és a 71 bazis hosszu TRF-ek mérete jelentésen, mig masoké (pl. 206, 233 bp-
os cstcs) kisebb mértékben nétt. Az utolsd oktdberi mintaban (M2 10.26.) aztan ismét
novekedett a 138 bp-os TRF aranya.

A kétlépesés tizemmenetnél az elsd 1épcsd mintajan (M2 11.24.) radikalis valtozasokat
figyelhettiink meg. Az addig dominans 138 bp-os TRF szinte eltlint (3 %-os arany), mig a 70

bp-os csticshoz tartozd csoport a kozosség dominans tagjava valt.
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35. abra. RNS alapon 4/ul enzimmel készitett TRFLP ujjlenyomatok csticsainak gorbealatti teriiletének aranya.
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Jelentésen nétt tovabba a 233 bp-os csucs mérete, valamint itt is megjelentek olyan TRF-ek (pl.
152, 516, 519), amelyek a korabbi mintakban nem voltak kimutathatéak. A masodik 1épcsot
képviselé M5 11.24. mintaban viszont ismét a 138 bp-os cstcs lett a dominans.

Mindez azt mutatja, hogy szamos csoport relativ abundancija és aktivitasa nincs egymassal
Osszhangban, tovabba, hogy az RNS alapu ujjlenyomatok joval nagyobb mértékben valtoztak

mintavételrél mintavételre, mint a DNS alapuak.

V.2.3. Klonozas eredményei

A TRFLP ujjlenyomat alapjan négy mintat valasztottunk ki klonkonytar készités céljabol.
Izolalt DNS-b6l amplifikalt PCR termékek koziil a szeptember 20-ai (I. klonkonyvtar) és a
november 24-ei (II. klonkOnyvtar) mintakat valasztottuk, mivel ezek voltak a
legkiilonbozdbbek (34. abra). Utobbi mintavételi idépontrol az izolalt RNS-bdl felszaporitott
RT-PCR terméket is klonoztuk (IV. klonkonyvtar). A masik kivalasztott, RNS-bol készitett
minta azonban az oktober 26-ai (III. klonkdnyvtar) volt, mivel ennél az ujjlenyomatnal szamos,
mas mintakban csak nagyon kis aranyt képvisel6 cstics nagyobb aranyban szerepelt (35. abra).
A négy klonkonyvtar dsszesen tobb mint 500 tagbol allt, amelyek koziil 300 klont vizsgaltunk
meg a IV.2.3.3 pontban leirt mdédon. A TRFLP mintazat alapjan tortén6 analizis azon tul, hogy
lehetdvé tette a hianyzo csticsokra vald célzott ,,vadaszatot”, kimutatta a pszeudo-TRF-eket is.
Igy kideriilt, hogy a 272 bp-os TRF a legtdbb mintaban dominans 138 bazis hosszi csticshoz
tartozd pszeudo-TRF. A késébbi szekvencia-analizis igazolta, hogy az Egert és Friedrich
(2003) altal leirt, els6 hasito helyet részben kihagyo endonukledzok révén johetett létre. Az
izolalt RNS-bdl késziilt mintdkban tobb pszeudo-TRF-t talaltunk, amit a reverz transzkripciod
okozhatott, ahogy ezt mas szerz6k (Sanchez és mtsi, 20006) is tapasztaltak.
Szekvencia-analizisre 56 klont valasztottunk ki. A szekvencidk Alul és Mspl enzimmel adott
TRF-jei, valamint legkozelebbi rokonaik jellemzdi a 15-17. tablazatban talalhatok meg, mig a
legfontosabb csoportok rokonsagi viszonyai a 36. abran talalhato 16S rRNS gén szekvencia
alapjan készitett torzsfan lathatok.

A klonjaink a szennyviztisztitokbol leggyakrabban kimutatott csoportokba, a Proteobacteria és
a Bacteroidetes torzsekbe tartoztak. El6bbi csoportbdl szintén mas szennyvizes munkakhoz
hasonloéan a B, majd a y agba tartozo szekvencidk voltak a leggyakoribbak (Wagner és Loy,
2002). A legkozelebbi rokon szekvenciakat a rendszertani csoportok szerint tekintjiik at,
zardjelben a megfeleld klonok kodjat (klonkonyvtar szama — klon szama) tintettik fel. A
kiilonbo6z6 filotipusok nemzetségbe, ill. filospécieszbe sorolasanal a 11.3.1.2. pontban leirtakat

kovettiik: 93 % felett egy nemzetségbe, 97 % felett egy fajba tartozonak tekintettiik.

99



B-Proteob.

§ g
8| 3
s g
| 5 <
“ § Ox
g % %
- z e}

008 Bacteroidetes
36. abra. Reprezentativ klonszekvenciak és legkozelebbi rokonaik parcialis 16S rRNS génszekvencidja alapjan

készitett torzsfa.
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V.2.3.1. B-Proteobacteria

V.2.3.1.1. Comamonadaceae csalid

A B-Proteobacteria klonszekvencidk tobbsége a Comamonadaceae csaladba tartozott, azon
belill is a legtdbb a Comamonas badia és Ottowia thiooxidans, mig kisebb résziik a C.
testosteroni, C. denitrificans és Diaphorobacter nitroreducens fajokkal jellemezheté agba (36.
abra; 16. tablazat).

Comamonas badia (1-2 és 11-4): Klonjaink tobbsége ebbe a

fajba tartozonak tekinthetd, mivel 99 %-os szekvencia-
azonossagot mutattak vele. A fajt els6ként is egy fenol
adaptalt eleveniszapbol izolaltak (Tago és mitsi, 1975).
Palcika alaku, szigortan aerob, mozgasképességgel biro, egy
polaris  helyzetii flagellummal rendelkez6 baktérium.
Metabolizmusat tekintve képes a fenolt, mint egyediili
szénforrast hasznositani. Lassan szaporodd baktérium,
hémérsékleti optimuman (27-30°C kozott) 12 ora alatt
duplazodik, mig 20°C-on csak 19 ora alatt. A tobbi

Comamonas fajjal ellentétben 37°C-on nem tenyészthetd. A

tobbi Comamonas fajtol elsédlegesen intenziv
flokkulumképz6é tulajdonsaga kiilonbozteti meg (Tago és taplevesben, SEM kép Tago és
Yokota, 2004). Taplevesben lathato flokkulumokat képez, Aida (1977) nyoman.
amelyekben elsésorban mukopoliszacharidok tartjak ossze a

sejteket (36. abra; Tago és Aida, 1977).

Ottowia thiooxydans (11-34 és 11-6.2): Klonjaink csak a nemzetségbe tartozashoz elégséges

hasonlosagot mutatnak ezzel az els6ként kommunalis szennyviztisztito eleveniszapos
medencéjébdl leirt fajjal. Sejtjei egyenes vagy enyhén hajlitott palcika alaktak,
mozgasképességgel nem birnak. Aerob kemolitoheterotrof moddon képesek tioszulfatot
hasznositani, amely oxidacidjanak végterméke a szulfat. Fakultativ anaerobok, részleges
denitrifikaciora képesek, nitritet €s nitratot dinitrogén-oxidig (N,O) képesek redukalni.

Intracellularisan polihidroxi-alkanoatokat (PHA) raktaroznak (Spring és mtsi, 2004). A PHA
vegyiileteket, leggyakrabban polihidroxi-butiratot (PHB) egyes baktériumok szénben gazdag,
tapanyagban (nitrogén és/vagy foszfor) szegény kozegben képzik tartalék gyanant. Ez egy
poliészter jellegli polimer, amely biodegradalhatd6 miianyagként is hasznosithatd (Anderson és

Dawes, 1990).
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Comamonas testosteroni (11-32 és 11-56): Korabban Pseudomonas néven, szteroid vegyiiletek

bontasa alapjan leirt, flokkulumot nem képzé faj (Tamaoka és mtsi, 1987), amely ritka human
patogénként is ismert (Gul és mitsi, 2007). Metabolizmusat tekintve szamos nehezen
degradalhaté vegyiilet hasznositdjaként leirtak ugy, mint példaul szintetikus cserzéanyagok
(Song ¢és Burns, 2005), nitrobenzol vagy mono-nitrofenol (Zhao és Ward, 1999) bontoként.
Fenolon kizarolagos szénforrasként nem képes noéni, viszont rendelkezik katekol 2,3-
dioxigenazzal (C230), ¢és képes azt a meta-utvonalon keresztiil (I1.6.1.1. pont) hasznositani

(Arai és mtsi, 1998). Szintén képes PHA szintézisre (Ciesielski és mtsi, 2006).

Comamonas denitrificans (11-8 és 11-59): Eleveniszapbdl leirt, denitrifikald, PHA-t raktarozo

szervezet (Gumaelius és mtsi, 2001), amely biofilm képzésre is képes (Andersson és mtsi,

2008). Flokkulacios képességei nem ismertek.

V.2.3.1.2. Thiobacillus nemzetség (I-13, I-28 és 1-44)

A masodik leggyakoribb kloncsoport a B-Proteobacteria klonszekvencidk kozott a
Hydrogenophilaceae csaladba tartozo Thiobacillus nemzetség tagjai voltak (16. tablazat).

A Thiobacillus nemzetség a legtobbet tanulmanyozott autotrof kénoxidald csoport. Az ide
tartozo torzsek a legkiilonbozébb redukalt kénformak (H,S, So, S2:05%) oxidéciojara képesek. A
kénhidrogént példaul szulfatig oxidaljak kiterjedt citokrom c rendszeriik segitségével, ami nem
csak az ATP szintézishez sziikséges protonmozgatd er6t hozza létre, hanem jelentdsen
savanyitja is a kozeget (Beller és mtsi, 2006).

Kloénjainkhoz legkdzelebb a Thiobacillus denitrificans és a Thiobacillus thioparus fajok allnak,

bar a fajszintii besorolashoz nem elégséges a szekvencia-azonossaguk (92-96 %).

Thiobacillus denitrificans: Ennek az els6ként tobb mint szaz éve (Beijerinck, 1904) izolalt, a

klonjainkhoz legkdzelebbi fajnak jellemzdje, hogy anoxikus kériilmények kozott képes oxigén
helyett nitratot hasznalni a redukalt kénformak oxidacidjahoz. A nitratot egészen elemi
nitrogénig redukalja. Politionatokat, tioszulfatot, szulfidot, és egyes torzsei rodanidot is

képesek oxidalni aerob és denitrifikalo viszonyok kozott (Beller és mtsi, 2006).

Thiobacillus thioparus: Obligat kemolitotrof, autotrof baktérium, amely képes a rodanidot

egyediili szén és energia forrasként hasznositani (Stratford és mtsi, 1994). fgy rodanid bonto
dusitok segitségével édesvizll tobol (Yamasaki és mtsi, 2002) és kokszolomiivi szennyvizhez
nagyon hasonlo Osszetételll szénelgazositas soran keletkezd szennyvizet kezeld eleveniszapbol
(Katayama ¢és mtsi, 1992) is sikeriilt torzseit tenyészteni. A rodanidbontast egyes torzsei a

cianat” (Youatt, 1954), masok a ,,karbonil-szulfid utvonalon” keresztiil végzik (11.6.1.2. pont).
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tiocianat-hidrolaz nevi enzimet is bel6le izolaltak elsoként (Katayama és mtsi, 1992).

A rodanidbontas soran képz6dé ammonia és kénhidrogén (11.6.1.2. pont) magyarazza az ISD-K
eleveniszapos medencéiben tapasztalt ammonium koncentracio-novekedést (VIIL.2.5. pont), ill.
a kénhidrogén oxidacioval jaré savanyodas a biologiai tisztitds soran tapasztalt pH esést

(VIL.2.9. pont).

V.2.3.1.3. Egyéb f-Proteobacteria csoportok
Egy-egy klon altal képviselve egyéb [-Proteobacteria fajokkal rokon szekvenciak is
elokertiltek klonkonyvtarainkbol (16. tablazat). Itt csak azokat részletezziik, amelyek legalabb

az azonos nemzetségbe tartozashoz elégséges hasonlosagot mutattak szekvenciainkkal.

Bordetella petrii (1-80): Anaerob bioreaktorbdl izolalt, nitrat 1égzésre és szelén redukciora

képes baktérium, amely aerob modon is képes ndvekedni (von Wintzingerode és mtsi, 2001).

Pigmentiphaga kullae (11-1-): Alcaligenaceae csaladba tartozd talajbol izolalt azo festékek

V.2.3.2. y-Proteobacteria

V.2.3.2.1. Pseudomonas nemzetség

Legtobb y-Proteobacteria szubdivizidba tartozo klénunk ebbe a kénnyen tenyészthetd, igen jol
ismert, mozgasképességgel biro palcika alaku fajokat tartalmazd nemzetségbe tartozott (17.
tablazat). Tagjai nagyon sokféle kis molekulastlyu szervesanyagot, igy sok xenobiotikumot,

koztiik fenolt is hasznositanak. Szamos fajuk nitrat 1égzésre is képes (Madigan és mtsi, 2003).

Pseudomonas putida (11-7 és 11-60): A nemzetség legjobban ismert fenolbonto faja, amely ezt a

vegyiiletet meta-utvonalon keresztiil (I1.6.1.1. pont) bontja, és akar 1000 mg/L-es
koncentracioban is képes toleralni (Regenhardt és mtsi, 2002). Fenol mellett a kokszolomiivi

szennyvizben szintén eléfordul6 krezolt is képes metabolizalni (Gallego és mtsi, 2008).

Biofilmképzd tulajdonsaga révén a biofilm képzddés és szerkezet kutatas egyik ,.allatorvosi
lova” (Klausen és mtsi, 2006). Mono-klorofenolon tenyésztve flokkulumokat is képez, 500

mg/L-es fenol koncentracié esetén viszont nem flokkulal (Fakhruddin és Quilty, 2007).

Pseudomonas plecoglossicida (IV-4.7): E16bbi faj kozeli rokona ez az elséként halpatogénként

leirt szervezet (Nishimori és mtsi, 2000). Szintén képes fenolbontésra (Zouari és mtsi, 2002).
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V.2.3.2.2. Rhodanobacter lindaniclasticus (I-26, 1-112, 1-166 és I11-6.3)

Tobb klonszekvenciank is ebbe a fajba tartozo, vagy nagyon kozeli rokon (96 %-os
hasonlosag) filotipust képvisel (17. tablazat). Ahogy a nevébdl sejthetd, ezt a fajt eloszor lindan
(hexaklor-ciklohexan) bonto képessége alapjan irtak le (Nalin és mtsi, 1999; Thomas és mitsi,
1996). Torzseit azdta benzo(a)-pirén mineralizacios képességiik révén is izolaltak (Kanaly és
mtsi, 2002). Rokon szekvencidit kdolaj szennyezett talajokbol (Kaplan és Kitts, 2004),

rodanidbonté dusitokbol (Yamasaki és mtsi, 2002) is kimutattak.

V.2.3.2.3. [Egyéb y-Proteobacteria csoportok

Thialkalivibrio _thiocvanodenitrificans (1-83): Bar az azonos nemzetségbe tartozashoz

szikséges hasonlosagot nem érte el a rokon klonszekvenciankkal (17. tablazat), mégis
anyagcseréje miatt emlitést érdemel ez az anaerob novekedésre is képes haloalkalofil
denitrifikalo és kén-oxidalod baktériumfaj. Rodanidot és tioszulfatot aerob és anaerob modon is
képes elektron donorként hasznalni. A rodanidot a ,cianat utvonalon” keresztiil oxidalja

(Sorokin és mtsi, 2004).

V.2.3.3. a-Proteobacteria

Bar nem a leggyakoribb, de mindenképp a legvaltozatosabb az a-Proteobacteria kozé tartozd
klonszekvenciaink  voltak  (36. abra). Ezek kozil a Nitrobacter nemzetség, a
Sphingomonadaceae és a Rhizobiaceae csalad tagjai voltak a legnagyobb szamban (15.

tablazat).

V.2.3.3.1. Nitrobacter nemzetség (11-36)
Autotrof nitritoxidaciora képes nemzetség, amely a tobbi NOB-hoz képest gyorsan szaporodik,
de kicsi nitrit- és oxigén-affinitasu (r-stratégista). Részletesebb jellemzését a 11.6.3.3.2. pontban

olvashatjuk.

V.2.3.3.2. Sphingomonadaceae csalad (I-49, I-172, I11-3.1. és I11-3.3)

A csalad szamos elsosorban a Sphingomonas nemzetségbe tartozo tagja képes kiilonbozo
xenobiotikumok bontasara tigy, mint dioxinok (Yabuuchi és mtsi, 2001), alkil-fenolok (Gabriel
és mtsi, 2005) és fenol meta-utvonalon keresztiili (Suenaga és mtsi, 2007) degradacidjara.
Lopez-Vazquez ¢és mitsi (2008) Sphingomonas izolatumokat potencialis glikogén raktarozo
szervezetként (GAO) irtak, mig a Sphingomonas paucimobilis faj flokkulumképzésre, (Soda és
mtsi, 1999), a Sphingopyxis macrogoltabida torzsek pedig PHB raktarozasra képesek (Silva és
mtsi, 2007).
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V.2.3.3.3. Rhizobiaceae csalid (I-43, I1I-1.3 és 111-8.3)

Ennek a nitrogénkotd gyokérgumoét képzé fajairdl ismert csaladnak az el6fordulasa
szennyviztisztitokban nem példa nélkiili, de szerepiikrél keveset tudunk. Tobb torzsérdl
(Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum bv. viciae, R. leguminosarum bv. phaseoli,
R. leguminosarum bv. trifolii) is leirtdk a PHB raktarozas képességét kommunalis és ipari

eleveniszapban (Ben Rebah és mtsi, 2008). Mig Mesorhizobium sp. izolatumokrol a nitril

V.2.3.3.4. [Egyéb a-Proteobacteria csoportok

Bosea thiooxidans (1-29): Fenolbontasra és nitrat redukciora képes faj (Baek és mitsi, 2003),

amelyet szennyviztisztitok beton mitargyainak korrodaldédasaval kapcsolatban is kimutattak

(Okabe és mtsi, 2007).

Meganema _ perideroedes  (111-6.6):  Ipari  szennyviztisztitd — eleveniszapjanak  karos

iszapduzzadasi folyamataival (I1.5.1.2.2. pont) kapcsolatba hozott faj (Thomsen és mtsi, 2006).

V.2.3.4. d-Proteobacteria

Ebbe a csoportba minddssze egy klonszekvenciank tartozott, amelynek sajnos csak nagyon
tavoli tenyésztett rokonai 1éteznek (17. tablazat), igy szerepér6l semmit sem tudhatunk. Hozza
legkozelebbi rokon kornyezeti szekvencia, abbol a zuhanyzo fiiggonyokon képz6do
biofilmeket vizsgaldo munkabol (Kelley és mtsi, 2004) szarmazik, amelyet a 11.3.1.2. pontban is

megemlitettiink.

V.2.3.5. Bacteroidetes

Ebbe a csoportba tartozd klonszekvencidink tobbségének a legkdzelebbi rokonaikhoz
viszonyitott hasonlésaga nem éri el az egy nemzetségbe sorolashoz sziikséges 93 %-ot.
Raadasul ezeknek a fajoknak egyike sem szarmazik szennyviztisztitokbol, hanem
szekvencidink legkozelebbi tenyésztetlen rokonaiknak tobbségéhez hasonléan kiilonbozo
talajokbol izolaltak éket (17. tablazat).

Ahogy az a 11.4.1.2. pontban is olvashato, ez a csoport bar igen gyakori szennyviztisztitokban,
szerepét tekintve inkabb csak talalgatasok léteznek. Fonalas tagjait gyakran mutatjak ki
kommunalis és ipari szennyviztisztitokban is, de a karos duzzadasi folyamatokkal (I1.5.1.2.2.
pont) vagy a habképzddéssel csak ritkan hozhatok kapcsolatba. A FISH-MAR vizsgalatok
alapjan a konnyebben bonthatod vegyiiletek (pl. cukrok) és a halott biomassza eltakaritdsaban

lehet szerepiik (Kragelund ¢és mtsi, 2008).
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V.2.3.6. Klonozas eredményeinek dsszegzése

Osszességében klonjaink legkdzelebbi rokonairél elmondhatd, hogy tilnyomé tobbségiik
szennyviztisztitok eleveniszapos medencéibdl szdrmazd aerob vagy fakultativ anaerob
szervezet, amelyek koziil szamos képes fenol és/vagy egyéb aromas vegyiiletek bontdsara,
nitrat 1égzésre és/vagy PHA raktarozasra. Egy résziik flokkulum képzd, mig masok rodanid

és/vagy egyéb kénvegyiiletek oxidaciojaval hozhatok kapcsolatba.

V.2.4. TRELP csiicsok azonositisa

A klonok egyedi TRFLP mintazata és pontos szekvenciaik birtokaban lehetdségiink nyilt a
kozosségi TRFLP ujjlenyomatok cstcsainak azonositisara (38. 4bra). Igy a gorbealatti
teriiletek alapjan megallapitottuk az egyes TRF-ekhez tartozo filotipusok aranyat is. Hogy
elkeriiljiik az egymashoz tul koézeli csucsok (pl. 70, 71 és 72 bp hosszii TRF-ek) nem mindig
tokéletes szétvalasztasabol adodd problémakat, az aranyszamitasnal, mind az A/ul, mind az

Mspl enzim segitségével készitett ujjlenyomatokat figyelembe vettiik.

Comamonas badia
Pseudomonas sp. Alealigenes sp
f\\\tlvh?)tlllllj Sphingopy is izt Bacteroidetes
- denitnficans macrogoliabida
Rhodanobacter Bacteroidctes Pseudomonas
lindanoclasticus putida
- /
i
Pseudomonas 5p. Comamongs badia Comamonas
o denitnficans
Nirohagtersp ’
s Sphmgopyxis —
0 i feroidetes
Thoblys | PRI | | Aldignssp. [ ;
o omanonas badia
b lenitnficans ; Pszudomonas '
Bacteroidetes i
o Comamonas
=2 ‘ denilrificans
Rhodanobacter Comamonzs
/\ndanuclaﬂmus tcsis/gﬁnm '
\
) ‘ 2 Al

38. abra. M2 09.20. és M2 11.24. minta DNS alapon A/ul enzimmel készitett TRFLP ujjlenyomata és annak

azonositott csucsai.
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A cstcsok identifikacidja eredményesnek mondhato, hiszen az altaluk képviselt filotipusok
atlagosan 90 %-at sikertilt azonositani (39. abra).

A B-Proteobacteria szubdivizio tagjai a klonozashoz hasonldan, a valdsagos viszonyokat
jobban tiikr6zé szemikvantitativ. TRFLP modszerrel (11.3.2.3.2.A/2. pont) is a kozdsségek
dominans tagjanak bizonyultak 60 % feletti arannyal. Egyediill az M2 11.24. mintaban
képviseltek csak 40 %-ot (39A. abran). Aktivitas szempontjabol (RNS) azonban csak az M2
09.20. mintaban voltak ennyire jelentdsek, a tobbi mintaban 40-50 % koriili, mig az M2 11.24.
mintanak csak 6 %-at tették ki (39B. abra).

A B-Proteobacteria csoport utan az M2 11.24. mintat kivéve, nagyjabol azonos arannyal az a-
Proteobacteria (11 %), a Bacteroidetes (10 %) és a y-Proteobacteria (9 %) csoport tagjai
kovetkeztek (39A. abran). A riboszomak szamat tekintve (RNS) elobbi két csoport hasonld
aranyt képviselt, mint DNS alapon, mig y-Proteobacteria szubdivizi6 riboszomai a kozosség
18 %-at tettek ki (39B. abra).

Az M2 11.24. mintaban DNS alapon a y-Proteobacteria baktériumok aranya 46 %-os volt, mig
a masik két csoport csak 2 % kortili aranyt képviselt (39A. abran). Aktivitas szempontjabol az
M2 11.24. mintaban a y-Proteobacteria szubdivizié 89 %-os aranyt képviselt, mig a masik két

csoport kimutathatatlan (Bacteroidetes), ill. 3 %-ot (a- Proteobacteria) tett ki (39B. abra).

A ismeretlen
1007 Bacteroidetes - Flavisolib.
90" W Bacteroidetes - Sphingom.
80 Bacteroidetes - Fluviicola
70 W Deltaproteobacteria
60 m Nitrobacter spp.

M Rhizobiaceae
Sphingomonas spp.
egyéb Gammaproteobacteria
W Rhodanobacter I.
= Pseudomonas spp.
mC. denitrificans

M2 M2 M2 M2 M2 M2 M2 M5 "~ mC. testosteroni
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39. abra. A baktérium kozosség azonositott tagjainak TRFLP cstcsok gorbealatti teriilete alapjan szamolt 16S

rRNS gén kopiaaranya (A) és riboszomaik feltételezett aranya (B).
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V.2.4.1. Fenolbontashoz kapcsolédo szervezetek

Az Osszes DNS és a legtobb RNS ujjlenyomaton dominans, A/ul enzimmel 138 bazis hosszu
csucsot ado szervezet a kivalo flokkulumképzd, fenolbontd C. badia fajba tartozonak bizonyult
(V.2.3.1.1. pont). Néhany kisebb cstcsot addo C. badia és az Ottowia thioxidans rokon
torzsekkel egyiitt (39. és 40. abran C .badia-ként), ez a csoport kopiaszam tekintetében az M2
11.24. minta kivételével a kozosség dominans filotipusa (50-65 %-os arany, 40A. abra).
Aktivitas szempontjabol (RNS) is dominans volt ezekben a mintakban, bar az els6 mintakat
kivéve dominancidjuk korantsem volt oly kifejezett (40B. abra).

A tobbi Comamonas fajjal rokon csucsokat add filotipusok csak kisebb aranyat (1-4 %)
képviselték a kozosségeknek, koziilik is a flokkulumot nem képz6 C. testosteroni csak az M2
11.24. mintaban volt jelen. Hasonléan alakult a riboszomaszambéli aranyuk, bar a
denitrifikaciora is képes C. denitrificans rokon torzsek a kiugré bemend nitrat értékekkel

jellemezhetd 10.13-ai mintaban (V.2.1.1. pont: 31. dbra) nagyobb szamban voltak jelen.

A B
100 100
90- 90"
80 80|
70+ 70
60- 60
50 50l
40| 104
301 30
20 204
109 - 107
0 ‘ 0
M2 | M2 | M2 | M2 M2 | M2 | M2 | M5 M2 M2 M2 M2 M2 M2 ‘ M5 ‘
07.17./09.20./10.06./10.13./10.20./10.26.|  11.24. 09.20. | 10.06. | 10.13. | 10.20. | 10.26. 11.24.
= C. badia m C. testosteroni m C. denitrificans
m Pseudomonas spp. W Sphingomonadaceae Bosea thiooxidans

B Rhodanobacter |.

40. abra. A kozosség fenolbontassal kapcsolatba hozhato filotipusainak az aranya DNS (A) és RNS (B) alapt
TRFLP ujjlenyomatuk alapjan.

A Comamonadaceae csalad mellett a fenolbontasban a Pseudomonas fajokkal (V.2.3.2.1. pont)
a Sphingomonadaceae csaladdal (V.2.3.3.2. pont) és a Bosea thioxidans fajjal (V.2.3.3.4. pont)
rokon filotipusok vehettek részt. Tovabba az egyéb aromas vegyiiletek biodegradaciojarol
ismert Rhodanobacter lindanoclasticus filotipusok (V.2.3.2.2. pont) is szerepet jatszhattak a
fenol és szarmazékainak eltavolitasaban, ezért ezeket is feltlintettiik a 40. abran.

A sejtszamot is tiikr6z6 DNS alapt ujjlenyomatok alapjan készitett diagramon (40A. abra) jol

lathato, hogy a fenolbontasban résztvevd filotipusok Osszességében mindvégig 60 % feletti

111



aranyat képviselték a baktérium kozosségnek. Amikor a dominans C badia filotipus
visszaszorul, helyét a Pseudomonas nemzetség (elsésorban P. putida) tagjai veszik at. Ez a
valtozas a kisebb fenolbontd csoportok tekintetében is megfigyelhetd, amelyeket a C.
testosteroni valt le.

Az aktivitast tiikr6z6 RNS alapi mintazatoknal hasonlo helyettesités lathato az M2 11.24.
minta esetében (40B. abra). Az oktoberi mintaknal (kivéve M2 10.06) azonban a fenolbontok
Osszes aktivitasa visszaesik, ami a valtozatlan befolyé koncentracido és fenoleltavolitasi
hatasfok ismeretében vagy egy fel nem ismert fenol degradalo csoport jelenlétét feltételezi,
vagy itt egy olyan azonositott csoport vett részt a fenol bontasaban, amelyrdl eddig nem irtak le
ezt a képességet. A legvalosziniibbnek azonban az latszik, hogy ezek a nagyon effektiv
fenolbonté szervezetek ezzel a kisebb arannyal is képesek voltak a fenol teljes eltavolitasara.

A két £6 fenolbont6 filotipusunkat, a Comamonadaceae és a Pseudomonadaceae csalad tagjait
kokszolomiivi szennyvizet kezel6 eleveniszapos rendszert vizsgalo, stabil izotoppal jeldlt fenol
segitségével készitett DGGE ujjlenyomatbdl (SIP moédszer, 11..3.2.3.2.C. pont) is kimutattak
(Manefield ¢s mtsi, 2005), ami egyértelmiien igazolja e csoportok szerepét a
fenoldegradacioban. Az emlitett tanulmanyban ugyan nem ezt a két csoport, hanem a szintén f3-
Proteobacteria szubdivizidba tartozd Acidovorax nemzetség tagjait talaltdk a domindns
fenolbont6 szervezeteknek. Tanulmanyukban Watanabe és Hino (1996) is jelezték, hogy bar a
y-Proteobacteria fenolbontd izolatumok nagyobb fenolaffinitdssal birnak, és nagyobb
koncentraciokat képesek beldle toleralni, mégis az eleveniszapos rendszerekben tapasztalt
fenolbontasi kinetika inkabb a B-Proteobacteria szubdivizidba tartozé fenolbontokra utal.
Altalaban tehat a kokszolomiivi szennyviz fenolbont6i a kisebb fenolaffinitast és toleranciaju
B-Proteobacteria  filotipusok, esetiinkben a lassi  novekedésti, flokkulumképz6
Comamonadaceae csalad tagjai lehetnek. A nagyobb affinitdsi és tolerancigju v-
Proteobacteria fenolbontok, esetiinkben a gyors novekedésti, flokkulumot nem-képzd
Pseudomonas nemzetség tagjai csak elobbi csoport visszaesése esetén juthatnak szerephez. A
kezdetben dominans C. badia tehat inkabb K-stratégistanak, mig a novemberi elsé 1épcsés

mintaban dominans P. putida r-stratégista fenolbontonak tekinthetd.
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V.2.4.2. Rodanidbontishoz kapcsolodé szervezetek

A Thiobacillus nemzetség jellemz6it (V.2.3.1.2. pont) figyelembe véve nagy valoszintiséggel
allithatd, hogy az altalunk vizsgalt levegOztetett medencék rodanideltavolitd képességében
dontd szerepe volt e csoportnak. Az azonositott csucsok kozil még a Thioalkalovibrio
thiocyanodenitrificans rokon csoportrol feltételezheté a rodanid degradacio (V.2.3.2.3. pont),
bar ez a klonszekvencia csak kismértékii hasonlosagot (90 %) mutat az emlitett fajjal (17.
tablazat). Rhodanobacter sp. rokon szekvencidkat tobb kiilonbozd eredetii rodanidbontd
dusitobol (V.2.3.2.2. pont) kimutattak, igy bar rodanidhasznositd képességiik nem bizonyitott,
mégis valosziniisithetéen szerepiik van annak metabolizmusaban, ezért szerepelnek a 41. abran.
Amint lathat6 a rodanidbont6 baktériumok csak kisebb hanyadat, atlagosan kevesebb, mint 10
%-at teszik ki a kozosségnek (41A. abra), az tlizemmenet valtasig azonban teljes
rodanidmentesitést végeztek (VIIL.2.6. pont). A csokkent rodanidbontasti idészakbol szarmazo
elsé 1épcsés mintaban (M2 11.24) viszont létszamuk 1 % koriilire csokkent, azt is a csak
feltételezetten rodanidot bontd Rhodanobacter lindanoclasticus tagjai adtak.

Aktivitas tekintetében, mind a harom filotipus nagyobb aranyt képviselt a kozosségben
(atlagosan 23 %-ot), mint DNS alapon (41B. abra). Tovabba, ahogy a fenolbontoknal (40B.
abra), ugy itt is megfigyelhetd a november el6tti mintdkban valtozatosabb aktivitasbéli
aranyuk. A két kiemelked6en magas nitrat befolyokkal biré idépontban (V.2.1.1. pont: 31.
abra) a Thiobacillus nemzetség aranya megugrik, ami ezen filotipus nitratredukald
képességével fliigghet 6ssze (V.2.3.1.2. pont).

A rodanidbontas hatasfokromlasaval egyidejileg RNS alapon még kifejezettebb volt a
rodanidbontok aranyanak visszaesése, mint DNS alapon, sét a jol ismert rodanidbontd

kénoxidalo Thiobacillus nemzetség teljesen hianyzott ezekbdl az ujjlenyomatokbol.
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V.2.5. Rodanidbontas hatasfok-romlasanak lehetséges okai

Ahogy lathattuk a V.2.1. pontban a rodanidbontas visszaesése az egy 1épcsosrol két 1épcsds
iizemmenetre valo atallas, és a medencék hémérsékletének jelentds csokkenése (egy hét alatt
6°C-os csokkenés) utan kovetkezett be. Tovabba egyiitt jart a biologiai kezelés soran korabban
tapasztalt pH érték csokkenésének elmaradasaval, és a medencék szarazanyagtartalmanak
csokkenésével.

A mikrobiolégiai vizsgalataink azt mutattak, hogy a rodaniddegradacié elromlasaval
egyidejiileg a baktérium kozosség Osszetétele is jelentSsen atrendezédott. fgy a korabban
dominans fenolbonto és flokkulumképzé C. badia filotipus tagjainak abundanciaja csokkent,
mig a szintén fenolbontd, de flokkulumot nem képzd P. putida rokon csoport aranya jelentdsen
nott (40A. abra). Mindekdzben a rodanidbontasért feleldsnek tartott filotipusok, élikon a
Thiobacillus nemzetség tagjaival gyakorlatilag eltiintek a medencékbdl (41A. abra). Aktivitas
szempontjabol mindezek a valtozasok még kifejezettebbek voltak (40B és 41B. abra).

A rodanidbontas visszaesését tehat szamos fizikai, kémiai és biologiai valtozas kisérte, ezek
ok-okozati viszonyainak tisztazasa azonban korantsem egyszerii. Ennek feltarasara induljunk ki
a kozosség legjelentésebb tagjanak, a C badia filotipusnak a visszaesésébdl. E csoport
csokkenése bekovetkezhetett az iizemmenet valtassal egyiitt jard hirtelen valtozasok (pl.
terhelés novekedése, tartozkodasi idé valtozasa) miatt, azonban az RNS alapt ujjlenyomatok
azt mutatjak (40B. abra), hogy mar korabban, az oktober 13-ai és 20-ai mintavételkor is
csokkent az aktivitasuk. Utobbi mintavételekkor, a novemberi idészakhoz hasonléan
alacsonyabb hémérsékletiiek voltak a medencék (VIIL.2.7. pont). Tehat nagy valosziniiséggel
ez a homérsékletesésre bizonyitottan jelentds aktivitas csokkenéssel reagalo faj (V.2.3.1.1.
pont), elsédlegesen a homérséklet valtozasa miatt csokkenthette aktivitasat. A lassult
anyagcseréjii C. badia sejtek a fenolt is lassabban bonthattak, ezért annak koncentracioja, az
elfolyokban valtozatlanul alig mérhet6 értékek ellenére megnovekedhetett a medencékben. A
nagyobb fenoltartalomra és a kornyezeti valtozasokra kevésbé érzékeny, r-stratégistanak
tekinthetd Pseudomonas nemzetség tagjai igy képesek voltak, legalabbis az lizemmenet valtas
miatt eleve magasabb fenolterheléssel bird elsé 1épcsében a C. badia helyébe 1épni, és annak
viszont ismét az utdbbi filotipus volt a dominans.

A C. badia csoport tagjai nem vesznek részt a rodanidbontasban, fenolbontd szerepiiket, a
helyiikbe 1ép6é P. putida filotipus tagjai ellattak, viszont intenziv flokkulumképzésiiket nem

potolta egy masik filotipus sem. Ez jol latszik a szarazanyagtartalom alakuldsaban, valamint az

114



eleveniszap az iizem munkatarsai altal jelzett rossz iilepedésébdl. A flokkulumoknak, mint
szamtalan szervezet elsddleges ¢l6helyének (II1.5.1. pont), donté szerepe van a biodegradacios
folyamatokban. {gy a Thiobacillus baktériumok is nagy valésziniiséggel az iszappelyhekhez
kototten élnek, amelyek a csokkent diffuzid révén a toxikus vegyiiletektol (pl. fenol) is
védelmet biztositanak.

A rodanidbontas visszaesésének tehat legvalosziniibb oka a C. badia hémérsékletesés
kovetkeztében csokkent aktivitdsa, amit az ilizemmenet valtassal jaré valtozasok tovabb
fokoztak. Mindennek a kovetkeztében a flokkulumok szama és szerkezete jelentésen romlott.
Ez az elsd Iépcsoben feltételezhetéen lokalisan emelkedett fenol koncentraciokkal egyiitt a
rodanidbontasért felelds filotipusokat stlyosan érintette, ami a rodanidbontas jelentds
visszaesését eredményezte.

A masodik 1épcsében aztan ismét a C. badia filotipus valhatott a domindns csoportta, amit a
masodik 1épcsds medencék szarazanyagtartalma is jelez (VIIL.2.8. pont). Az lizemmenet valtast
kovetd szarazanyagtartalom visszaesés ellenére a masodik 1épcsd medencéinek az elsd
1épcsonél kevéssel mindvégig nagyobb volt a szarazanyagtartalma, majd az altalunk mar nem
mintazott decemberi id6szakban fokozatosan ndvekedett. Utobbi emelkedéssel parhuzamosan a
rodanidbontas is fokozatosan helyre allt a masodik lépcsében (VIIL.2.9. pont), és december

végére helyreallt a teljes rodanidbontas.

V.2.6. Az eleveniszapos medencék vizsgalatinak az eredményeinek az Gsszegzése

V.2.6.1. Az eleveniszapos medencék mikrobialis kozosségének feltérképezése

Az ISD-K levegoéztetett medencéinek bakterialis kozosségének feltérképezése az alkalmazott
TRFLP ujjlenyomatot és klonozast dsszekapesold eljarassal mindenképp sikeresnek tekinthetd,
hiszen a koz0sség tagjainak atlagosan 90 %-at sikeriilt azonositanunk.

A kozosséget Proteobacteria és Bacteroidetes divizidba tartoz6 filotipusok alkottak, amelyek
koziil a medencék optimalis miikddése esetén mdas szennyviztisztitokhoz hasonléan a B-
Proteobacteria szubdivizi6 tagjai bizonyultak a legnépesebbnek. Koziiliik a legjelentésebbnek
a K-stratégistanak tekintheté fenolbont6 és flokkulumképzé Comamonas badia, valamint a
Thiobacillus nemzetségbe tartozé baktériumok bizonyultak. Utobbi csoport egyes tagjai
bizonyitottan képesek rodanidbontasra, amely folyamat soran ammonia és kénhidrogén
képzdédik. A kénhidrogént ugyanez a csoport szulfatig oxidalja jelentds pH csokkenés mellett,
ami magyarazza a medencékben tapasztalt savanyodast. Az ammonia képzédése pedig a
biologiai kezelés soran tapasztalt ammonium koncentracionévekedést segit értelmezni.

Az lizemegység csokkent hatasfoku mitkodésekor azonban a y-Proteobacteria szubdivizioba
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tartozd Pseudomonas putida filotipus volt a dominans. Ez a csoport szintén képes
fenolbontasra, viszont flokkulumképzésre nem, és a C. badia filotipussal szemben gyors
szaporodasa, széles kornyezeti optimuma miatt tipikus r-stratégista baktériumnak tekinthetd.
Az azonositott csoportok koziil a kiilonféle aromas vegyiiletek bontasara képes filotipusok
érdemelnek még emlitést. Ilyenek az a-Proteobacteria szubdivizidba tartozod Bosea thioxidans
és  Sphingomonas spp. rokon baktériumok vagy a y-Proteobacteria Rhodanobacter
lindanoclasticus rokonsagi kor, amely korabbi kimutatasai alapjan valdsziniileg szintén
szerepet jatszhat a rodanidbontasban.

Azonositottunk tovabba szamos nitrat redukciora, denitrifikaciora képes filotipust is (Bosea
thioxidans, ~Comamonas  denitrificans, — Diaphorobacter  nitroreducens,  Thiobacillus
denitrificans, Thialkalivibrio thiocyanodenitrificans), ami magyarazza a kiegészit6 méréseink
altal tapasztalt jelentOs nitratcsokkenést a medencékben.

Osszességben a kozosség azonositott tagjai és azok legkdzelebbi rokonai alapjan feltételezett
metabolikus aktivitdsa jol magyarazta a biologiai kezeldegységnél tapasztalt viztisztitd hatdsat,
vagyis eredményeinknek kdszonhetéen a kokszolomiivi eleveniszapos medencéket tobbé nem

kell ,,fekete dobozként” kezelnie az tizemeltetoknek.

V.2.6.2. A rodanidbontas hatasfok-romlasianak oka és megoldasa

Eredményeink alapjan a rodanidbontas mintavételi iddszakunkban tapasztalt visszaesésének
feltételezhetben a legfébb oka az évszakos valtozasok miatt bekovetkezett drasztikus
hémérséklet csokkenés, és az azzal egyidejli izemmenet valtassal jard valtozasok lehettek. A
homérséklet esése elsddlegesen a C. badia csoport aktivitasat csokkentette, ami
flokkulumképzésének visszaesése révén az iszapszerkezet romlasdhoz vezetett. A rossz
szerkezetli eleveniszapban aztan szamos filotipus, igy a rodanidbontd Thiobacillus nemzetség
tagjai sem tudtak fennmaradni, ami a rodanidbontas visszaeséséhez vezetett.

Hasonlé hatasfok romlasok elkeriilése végett az tizemeltetoknek a medencék temperalasat
javasoltuk, valamint azt, hogy amennyiben lehetséges a nagyobb iizemmenet valtasokat és
karbantartasi munkalatokat stabil kiilsé paraméterekkel (homérséklet, terhelés) jellemezhetd
iddszakokban végezzék.

Az ISD-K eleveniszapos medencéinek temperalasat a kokszoloblokkok felesleges hojét
kihasznalva, egy kisebb beruhazas keretében mar 2005 9szén megvalositottak és a beszamolok
szerint azota nem tapasztaltak rodanidbontas visszaesését. Munkank tehat nem csak mikrobialis

okologiai jelenségeket tart fel, hanem hozzajarult a stabilabb iizemeltetés megvalosulasahoz is.
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VL EREDMENYEK OSSZEGZESE

Munkank soran két kiilonb6z6é szennyviztisztitd mikrobiotajat vizsgaltuk. E két izemegység a
tisztitandd szennyviz jellegében és a kezelés modjaban is jelentésen eltért. Egyik egy
kommunalis szennyviztisztito (Dél-pesti Szennyviztisztitd Telep) III. fokozataként iizemeld
fixagyas, biofilmes nitrifikald egység volt, melynél az ammonia-oxidald baktériumok (AOB)
vizsgalatat tiztiik ki célul. Mig a masik a DUNAFERR Zrt. alvallalatanak, az ISD-Kokszolo
Kft-nek a kokszolomiivi szennyvizét kezel§ eleveniszapos rendszere volt, ahol a teljes

bakterialis kozosség feltérképezését és nyomon kovetését céloztuk meg.

VL1.1.Az alkalmazott médszerek értékelése

A tenyésztés fiiggetlen mikrobialis dkologiai eljarasok koziil a restrikcios hasitason alapuld, jol
reprodukalhato, szemikvantitativ TRFLP ujjlenyomat modszer mellett dontéttiink. A nitrifikalo
egység esetében a kozosségi DNS-bSl amplifikalt, csoportspecifikus amoA génbdl készitettik a
TRFLP ujjlenyomatokat. A kokszolomiivi eleveniszapos medencéknél viszont az univerzalis
mikrobiotaval alltunk szemben. Utobbi vizsgalatndl a kozosségi DNS mellett reverz
transzkripcioval a sejtek aktivitdsat jobban tiikroz6 kozosségi 16S rRNS Osszetételét is
vizsgaltuk, aminek a segitségével lehet6vé valt a mikrobiota kornyezeti hatasokra adott
gyorsabb valtozasainak a nyomon kdvetése.

A kozosségalkotok monitorozasa mellett azok azonositdsat is megcéloztuk. Ehhez az AOB
esetében egy tobb mint ezer amoA szekvenciat és azok virtudlis termindlis fragmentjét
tartalmaz6 adatbazist hoztunk Ilétre, amellyel Osszehasonlitva a kozosségi TRELP
ujjlenyomatokat azok dominans csUcsait az azonositottuk. Eredményeinket a mintakbol
készitett klonkonyvtarakbol RFLP vizsgalat segitségével kivalasztott klonok szekvencia-
analizisével ellendriztik. Ez alapjan kideriilt, hogy egyes esetekben a kozosségi
ujjlenyomatokat ugy nevezett pszeudo-TRF-k torzithatjak, ill. hogy az agarézgél alaptit RFLP
nem kielégité eljaras a klonok csoportositasara. Mindezek alapjan javaslatot tettiink az
adatbazisunk segitségével torténd hatékony AOB monitorozas modjara.

Az AOB esetében tapasztaltak miatt a kokszolomiivi eleveniszapos medencék baktériumainak
az azonositasara a klonokat nem RFLP, hanem TRFLP moddszerrel csoportositottuk, ami a
pszeudo-TRF-k felismerését, ill. a hianyzo kozosségalkotok célzott ,,vadaszatat” is lehetévé

tette. fgy a medencék baktérium kozosségének 90 %-at sikeresen azonositottuk.
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Az eleveniszapos medencéknél alkalmazott RNS alapt ujjlenyomatok idében valtozatosabb
képet adtak a kozosségrol. A baktériumok kisebb kornyezeti valtozasokra adott reakcidit tudtuk
ezzel a modszerrel kimutatni, mig DNS alapon csak a drasztikusabb behatasok eredményeztek
jelentds valtozast az ujjlenyomatokban. Mindez igazolta, hogy a mikrobialis kozosségek kisebb
hatasokra csak funkcionalis profiljukat véltoztatjak, sejtszambélidsszetételiiket nem. Igy az

RNS alapu eljaras alkalmazasa aktivitds monitorozas céljabol kifejezetten javasolt.

VI.1.2. A mikrobidlis kézosségek monitorozisanak legfontosabb eredményei

A megteleld modszerek birtokaban és a kozosségek tagjainak ismeretében megkezdtiik azok
monitorozast. A nitrifikald medencék ammonia-oxidaloi esetében egy viszonylag stabil
kozosséget mutattunk ki, amelynél csak éves szinten tapasztaltunk kiilonbséget. fgy elss, 2002-
es mintavételiinkkor a medencéket egy diverzebb AOB kozosség jellemezte, mig a 2003-as
évben a medencéket egyetlen, szennyvizkezelé biofilmekhez kotheté filotipus uralta.
Eredményeinket a vizkémiai paraméterekkel Osszevetve kideriilt, hogy 2002-ben nem zajlott
denitrifikacié a medencékben, mig 2003-ban igen. A denitrifikacio és a biofilmekhez kothetd
filotipus dominancidja egy ¢érettebb, szerkezetileg komplexebb, anoxikus zonakkal is
rendelkez6 biofilmre utal, ami feltételezhetGen az lizemeltetok altal id6kozben bevezetett
nyomasesésen alapuld mosatasi fazisoknak koszonhetéen alakult ki. Mikrobioldgiai
eredményeink tehat az AOB kozosség megismerése mellett igazoltak egy technologiai
fejlesztés jotékony hatasat.

Az addig ismeretlen kokszolomiivi szennyvizet kezeld eleveniszapos medencék esetében egy
viszonylag egyszerti kozosséget tartunk fel, melyet Proteobacteria és Bacteroidetes diviziokba
tartoz6 filotipusok alkottak, ¢és amelyet a fenolbont6 Comamonas badia uralt. A
kozosségalkotok tobbségének azonositasaval értelmezni tudtuk a medencék vizkezeld hatasat,
hiszen megtalaltuk a rodanid, a fenol- és egyéb aromas vegyiiletek, valamint a nitrat bontasaért
felel6s filotipusokat. Az iizemben idészakonként tapasztalt rodanidbontas visszaesések okait is
sikeriilt mikrobialis 6kologiai monitorozasunk segitségével megérteni. Megallapitottuk, hogy a
drasztikus hémérséklet-ingadozasoknak ill. iizemeltetési anomalidknak egymasra ¢épiild
mikrobiologiai folyamatok indukalasaval dont6 szerepe van a rodaniddegradacio
hatasfokromlasaban. Eredményeink tiikrében az tizem megoldotta a medencék temperalasat,

aminek koszonhetden azdta nem kovetkezett be hasonld lizemzavar.
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VIL.1.3. Legfontosabb eredményeink

Osszességében munkéank igazolta a szennyvizekhez kotheté mikrobidta tenyésztés fiiggetlen
eljarasok segitségével torténd vizsgalatanak a létjogosultsagat, hiszen mikrobialis 6koldgiai és
szennyviztechnologiai szempontbol is fontos eredményeket értiink el, amelyeket a

kovetkezéképp foglalhatunk dssze:

1. Kidolgoztunk egy viszonylag gyors és egyszeriit AOB k6zosség monitorozo eljarast;

2. Hozzajarultunk egy szennyvizekben elterjedt, elsédlegesen biofilmekhez kothetd, ez eddig
tenyésztetlen AOB filospéciesz jobb megismeréséhez;

3. Azonositottuk egy eddig ismeretlen, fenolt, rodanidot és nitratot bontd eleveniszap
mikrobialis k6zosségének dominans tagjait;

4. Feltartunk mikrobidlis szinten olyan okologiai folyamatokat, mint egy adott niche-t
(fenolbontas) betoltd K-statrégista csoport kornyezeti hatasokra bekovetkez6 levaltast egy
r-stratégista filotipussal

5. Eredményeink segitségével egyrészt igazoltuk egy miiszaki ujitds kedvezé mikrobiologiai
hatasat, masrészt olyan technologiai fejlesztésre tudtunk javaslatot tenni, amely azota

igazoltan stabilabba tette egy szennyviztisztitoegység miikodését.

VI1.1.4.Tovabblépés lehetéségei

Munkénk folytatasat mind alapkutatas, mind modszerfejlesztés, mind szennyviztechnoldgiai
szempontbol sziikségesnek véljiik.

Mikrobialis 6kolégiai kutatds tekintetében kiilondsen érdekesnek igérkezik a kokszolomiivi
szennyvizet kezeld eleveniszap rodanidbontd és fenolbontd filotipusainak részletesebb
vizsgalata, azok kolcsénhatasanak a felderitése.

Modszereink tekintetében tervezzilk az amod TRF adatbazis masok altal is elérhetd és
bovithetd online valtozatanak a fejlesztését, ill. egy uj rendszer kidolgozasat, amely a
nitrifikacio masik kulcsfontossagu csoportja, a nitritoxidalo baktériumok monitorozasat segiti
elo.

Szennyviztechnologiai szempontbol a fejlesztési feladatok szama oriasi. A nitrifikacios
medencék idészakos ammoénium koncentracié novekedésének kivédése még megoldasra var
ugy, ahogy a kokszolomiivi vizkezel6nél szamos szennyezO tovabbra is hatarérték feletti
koncentraciokban hagyja el az tizemet. Ezeknek a problémaknak a hatékony megoldasa még

évekre el6ére ad kutatasi feladatokat.
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VIII. MELLEKLETEK

VIIL.1. Anyag és modszer kiegészités

VIIL.1.1. Alap protokollok

VIIL.1.1.1.  DNS extrakcio és tisztitas

1.

Mintasfirités: A —20°C-on tarolt mintakat felengedése utan 5000 g sebességgel 5 percig
centrifugaljuk, majd a feliiliszo dvatos ledntése utan a pelletet a folotte maradt koriilbeliil 5
mL feliilluszoban szuszpendaljuk, és 700 pL-es adagonként 2 mL-es csovekbe osztjuk szét.

Sejtfeltards: A kimért mintakhoz kb. 200 pL steril tiveggyongy6t, 20 mg PVPP-t (polivinil-
polipirrolidon) és a 600 pL CLS-TC oldatot (Fast DNA® Kit, Biol0l® Systems, Q-
BIOgene, MP Biomedicals, Irvine, CA, USA). adunk. A PVPP a huminsavakat és fenolos
vegyiileteket koti meg. A CLS-TC oldat a sejtek lizisét, valamint a DNazok és egyéb
fehérjék inaktivalodasat segiti el6. Ezt az oldatot 2 percig sejtmalomban (Vibrogen-

Zellmiihle, Edmund Biihler, Hechingen, Németorszag) razatjuk.

. DNS tisztitdsa: A szétroncsolodott sejtek maradvanyaitdl a vizoldékony DNS-t

centrifugalassal (5 perc, 14 000 g, 4°C) valasztjuk el. A feliiliszobél a DNS-t a
szilikamembranos V-gene Bacterial Genomic DNA Mini-prep Kit (V-gene Biotechnology
Limited, Hangzhou, China) segitségével tisztitjuk meg, annak 5. 1épésétol. A tisztitott
DNS-t 40 uL DEPC kezelt vizben (Carl Roth) elualtuk, és tovabbi felhasznalasig -200C-on
taroljuk.

Ellendrzés: Az izolalt DNS mennyiségét, méretét és tisztasagat agardz gélelektroforézissel
ellendrizziik (VIIL.1.1.2. pont).

VIIL1.1.2.  Agaroz gélelektroforézis

VIIL.1.1.2.1. Felhaszndlt oldatok

10x TBE oldat (pH 8,3): Tris 107,8 g/L
boérsav 55 ¢g/L
EDTA 7.4 g/L

Tolt6 puffer: glicerin 30 VIV%
brémfenolkék 0,25 mM
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VIII.1.1.2.2. Gélkészités és elektroforézis
1. 100 mL 1x TBE oldatba (bidesztilalt. vizzel tizszeresére higitott 10x TBE oldat) kimérjiik a
megfelel6 mennyiségli agardzt: 1 g 1%-o0s és 2 g 2%-os gél esetén.

2. Az oldatot felforraljuk.

oldatot.

4. Még folyékony allapotban kiontjiik a gélt egy megfeled fésiikkel ellatott kadba, ahol 30-40
perc alatt megszilardul.

5. A mintakat a toltdpufferrel valo dsszekeverés utan a zsebekbe toltjik, ill. melléjik 1,2 pL-t
a megfelelé DNS markerbdl (Fermentas) is betoltiink.

6. A megfelel6 fesziiltségen és ideig eletroforetizaljuk a mintakat.

7. Atesé UV fényben detektdljuk a mintakat.

VIIL1.1.2.3. Az agaroz gélelektroforézis jellemzdi kiilonbozd alkalmazdsok esetén

I1zolalt kozosségi DNS PCR termékek RFLP
Gél siiriiség 1% 1% 2%
Mintamennyiség SuL 5uL 10 uL
Toltépuffer 3ulL 3uL 6 uL
Molekulasuly Lambda DNA / EcoRI + pUC Mix Marker, 8  pUC Mix Marker, 8
marker HindIII Marker, 3
Fesziiltség 100 V 100 V 80V
1d6 20 perc 20 perc 40-50 perc

VIIL.1.1.3. Klénozas

VIIIL1.1.3.1. Eljkészités

VIIL1.1.3.1.A. PCR termék tisztitas

A klonozasi reakciok el6tt ajanlott a PCR termékek tisztitasa, hogy megszabaduljunk a PCR soran
keletkezett primer dimerekt6l, amik a klonozas soran ugyantigy beépiilhetnek a vektorba, rontva
ezzel a folyamat hatékonysagat. Ehhez a szilikamembran alapt PCR-M™ Clean Up System

(Viogene, Proteogenix, Illkirch Cedex, France) hasznaljuk, annak leirasa szerint.

VIII.1.1.3.1.B.LB (Luria-Bertani lemezek)

Mindkét munkank soran hasznalt klonozo rendszer esetén ampicillin-tartalmi, megfeleléen
elokészitett LB lemezek sziikségesek a transzformalt sejtek tenyésztéséhez. Ezeket a

kovetkez6képpen készitjiik el:
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1. LB tapleves dsszemérése:

tripton 10g
¢élesztd kivonat Sg
NaCl 10g
agar 15g
végtérfogat (felont dH,O-zel) 1L

NaOH segitségével beallitjuk a pH-t 7,0 értékre.
Az oldatot autoklavozzuk (120°C, 1,2 bar, 15 perc), majd hagyjuk hiilni.

Kb. 55°C-osan, az agar szilarduldsa eldtt bemérjiik az ampicillint (50 pg/mL).

woh wd

A taplevest 10 cm atmérdji lemezekre ontjiik, hagyjuk megszilardulni, majd felhasznalasig
4°C-on taroljuk.
Kozvetleniil a transzformalt sejtek szélesztése elétt a lemezeket 37°C-on elémelegitjiik,

100 mM koncentracioju IPTG oldatot szélesztiink szét rajtuk.

VIIL.1.1.3.2. Klonok feldolgozdsa

Az egyes gyartok 4altal megadott protokolloknak megfeleléen transzformalt kompetens

sejtekbdl a  kovetkezd 1épésekben nyeriink ki a tovabbi vizsgalatokra alkalmas

monomolekularis PCR termékeket:

1. Az ampicillin-tartalm LB lemezekre szélesztett transzformalt sejteket 24 oran keresztiil
37°C-on inkubaljuk.

2. A kinétt pozitiv (fehér) telepeket steril fogpiszkaloval atpontozzuk egy ujabb X-gal és

IPTG nélkiili LB lemezre, hogy a szabad szemmel nehezen lathat6 koloniak és az Gsszenétt

telepek okozta problémakat minimalizaljuk.

A lemezeket (ijabb 24 6raig inkubaljuk.

A kindtt telepeket steril fogpiszkaloval leszedjiik, és 50 pl steril dH,O-ban szuszpendaljuk.

A sejtek feltarasa céljabol 5 percig 98°C-on denaturaljuk azokat.

A

A szuszpenziot 2 percig 14 000 g sebességgel centrifugaljuk, majd a DNS-t tartalmazo

feliiluszobol dolgozunk tovabb.

7. A minket érdeklé inszertet a plazmidokbdl az azt keretezd M13 primerkotdhelyek
segitségével szaporitjuk fel az MI13 forward és reverse primerek (VIIL.1.2.1. pont)
hasznalataval Osszeallitott PCR reakcioelegyben (VIII.1.3.1. pont) a VIII.1.4.3. pont.
hoprofiljaval.

8. A kapott PCR termékeket 1 %-os agardz gélben ellendrizziik (VIIL.1.1.2. pont). Az inszert

PCR terméknél kb. 200 bp-ral hosszabb terméket varunk.
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VIIL.1.14. Etanol precipitacié

VIIL.1.1.4.1. Kiindulasi reakcio elegy
Na-acetat (3 M; pH 4,6) 3uL
etil alkohol (95%-0s) 62,5 uL
dH,O 14,5 pL
tisztitandé minta 20 pL

1. A reakci6 elegyet 20 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.
. 20 percig 14 000 g sebességgel 20°C-on centrifugaljuk, majd a feliiluszot ledntjiik.
. A pellethez 250 pL 70 %-os etanolt adunk.

2
3
4. 10 percig 14 000 g sebességgel 20°C-on centrifugaljuk, majd a feliiluszot leontjiik.
5. A csoveket vakuumcentrifugaban kb. 12 percig szaritjuk.

6

. A pelletet tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroljuk.

VIIL1.1.5.  Szekvencia-analizis

Minden esetben a Sanger-féle stop-nukleotidos modszer automatizalt véltozatat alkalmazzuk. A
kérdéses DNS-szakasszal olyan PCR amplifikaciot végziink, amiben nem csak dezoxi-nukleotidok
(dNTP-k), hanem Iézerrel gerjeszthetd csoportokat tartalmazé dideoxi-nukleotid-analogok is
vannak, amelyek beépiilésiikkor megallitjdk a polimerizaciot. Igy kiilonboz6 hossziisagn, a
beépiilt nukleotid-analégnak megfeleléen kiilonbozé gerjesztési szinii fragmenteket kapunk,
amelyek késobb kapillaris elektroforézissel szétvalaszthatok (VIII.1.1.6. pont).

A szekvenciak egyértelmiisége érdekében a szekvenalo reakcioban mindig csak az egyik primert
hasznaljuk, ahogy ezt a VIII.1.3.3. pont reakcidelegyénél lathatjuk. A templatot a reakcid elott
mindig megtisztitjuk a PCR-M™ Clean Up System (Viogene) segitségével, annak leirasa szerint.
Az amplifikaciot a VIII.1.4.5. pont héprofilja szerint végezziik.

A kiillonb6z6 hosszlisagh és jelolésti termékek elvalasztasat a VIIL.1.1.6. pontban leirtaknak
megfeleléen torténik. A kapott nyers szekvencidkat minden esetben a kromatogramokkal

Osszevetve javitjuk.
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VIIL1.1.6.  Kapillaris elektroforézis

VIIL.1.1.6.1. Elektroforézisnek alivetett elegyek

VIIL.1.1.6.1.A. TRFLP
formamid 12 uL
TAMRA 500 (Applied Biosystems) 0,65 uL
minta 0,5-4pL

A TAMRA 500 egy molekulasuly standard, melyben TAMRA (karboxi-tetrametil-rodamin)
fluoreszcens festékkel jelolt meghatarozott hosszisagli, 35 — 500 bazishossz kozotti DNS
fragmentek talalhatok. Mivel a TAMRA az altalunk hasznalt TET-jeloléstél eltérd
hulldmhosszon fluoreszkal, lehetévé valik a TRFLP cstucsok méretének meghatarozasa. A
minta mennyiségét a megadott tartomanyban empirikusan hatdrozzuk meg ugy, hogy a TRFLP
mintazatban a jelek se tul gyengék ne legyenek, mert az rontja a modszer érzékenységét, se til
erosek (,tullott csucsok™), mert akkor se a fragmentek pontos méretét, se egymashoz

viszonyitott aranyukat nem lehet meghatarozni.

VIIIL.1.1.6.1.B.Szekvencia-analizis
Az etanol precipitacio pelletjét 24 uL Template Suppression reagensben (Applied Biosystems)
oldjuk fel.

1. A 0,6 mL-es specidlis csovekbe (Applied Biosystems) mért elegyeket 5 percig 95°C-on
denaturaljuk.

2. A denaturalt mintakat azonnal jégre rakjuk.

3. A csoveket megfeleld sorrendben az ABI Prims™ 310 Genetic Analyser (Applied

Biosystems) automatikus mintaadagolo talcajaba rakjuk, és elinditjuk a vizsgalatot.

VIII.1.1.6.3. Kapillaris elektroforézis paraméterei

TRFLP Szekvencia-analizis
Futtaté polimer ~ POP™ 4™ (Applied Biosystems) POP 6™ (Applied Biosystems)
Fesziiltség 15kV 12,2 kV
Hémérséklet 60°C 50°C
1dé 28 perc 110 perc

8% Performance Optimized Polymer
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VIIL1.2.

VIIL1.2.1.

Név

27F
519R
amoA-1F
amoA-2R
MI13F
MI13R

K= G vagy T; S= G vagy C; W = A vagy T.

VIIL1.2.2.

Név
Alul
BsuRI
Csp6l
Hin6l
Mspl
Taql
Tas

Primerek és restrikciés endonukleazik jellemzo6i

A hasznalt primerek szekvenciija

Pozicio
E. coli: 8-27
E. coli: 519-536

Nsm. europaea: 332-349

Nsm. europaea: 802-822

Szekvencia

5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3
5’-GWA TTA CCG CGG CKG CTG-3’
5’-GGG GTT TCT ACT GGT GGT-3’
5’-CCC CTC KGS AAA GCC TTC TTC-3’
5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’
5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3’

A hasznalt restrikcios endonukleazok tulajdonsagai

Hasitéhely Ajanlott puffer

5'AG/CT 3'
5'GGrCC 3
5'G"TAC 3'
5'G"CGC 3!
5'CrCGG 3!
5'T"CGA 3'
5'"AATT 3'

Tango™
R
B
Tango™
Tango™
Tagl

Ajanlott inkubaciés hémérséklet és mod
37°C; 0,6 mL-es cs0; vizfiirdo
37°C; 0,6 mL-es c¢s6; vizfiirdd
37°C; 0,6 mL-es c¢s0; vizfiirdo
37°C; 0,6 mL-es cs6; vizfiirdd
37°C; 0,6 mL-es c¢s6; vizfiirdd
65°C; 0,2 mL-es cs0; fiitott tetejii PCR késziilék
65°C; 0,2 mL-es cs0; fiitott tetejii PCR késziilék
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VIIIL.1.3.

VIIL1.3.1.

VIIL.1.3.2.

VIIL.1.3.3.

VIIIL.1.3.4.

Az alkalmazott molekularis biologiai reakciok osszetétele

PCR (Taq DNA Polymerase LC recombinant, Fermentas)

10X puffer SuL
MgCl, (25 mM) 4L
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP mind 1 mM) 10 uL
forward primer (0,03 mM) 0,5 uL
reverse primer (0,03 mM) 0,5 uL
Taq polimeraz (1 U/uL) 1puL
dH,O 28 uL
templat 1 puL
végtérfogat 50 uL

RT (RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas)

RNS templat SuL
1. mix random hexamer primer (100 uM) 1 uL
dH>O 6 uL
5X puffer 4 uL
2 mix RiboLock™ RNaz inhibitor (2 U/uL) 0,5 uL
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP mind 10 mM) 2 uL
RevertAid™ H Minus M-MuLV reverz transzkriptaz 1uL
végtérfogat 20 uL

Szekvenalo reakcié (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied

Biosystems)
5X puffer 3ul
Ready Reaction mix 2 uL
dH,0 8 uL
templat 6 uL
végtérfogat 20 uL
Restrikcids hasitas (Conventional restriction enzymes, Fermentas)
puffer 2 ulL
Enzim (10 U/puL) 0,1 pL
dH,O 11 uL
templat 7 uL
végtérfogat 20,1 uL
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VIIIL.1.4.

VIIIL.1.4.1.

VIIL.1.4.2.

VIIL.1.4.3.

VIIL.1.4.4.

VIIL.1.4.5.

Alkalmazott reakcié héprofilok

PCR amoA gén genomi és nem-genomi DNS-b6l valé amplifikaciéjara

95°C S min kezdeti denaturacio
57°C 45 sec annelacio
35 ciklus 72°C 30 sec extenzid
94°C 1 min denaturacio
60°C 45 sec annelacié
72°C 10 min végso extenzid

PCR 168 rRNS gén genomi DNS-bél valé amplifikacidjara

98°C S min kezdeti denaturacid
94°C 10 sec Taq bemérés
94°C  30sec denaturacio
32 ciklus 52°C 30 sec annel4cio
72°C 1 min extenzid
72°C 10 min végso extenzid

PCR M13 primerrel és 16S rRNS gén nem-genomi DNS-bél (cDNS, klon

95°C S min kezdeti denaturacid
94°C 30 sec denaturacio
32 ciklus 52°C 30 sec annelaci6
72°C  30sec extenzio
72°C 7 min végso extenzid

RT reakcié random hexamer primerekkel

1. mix 65°C 5 min kezdeti denaturacio
1.+ 2. mix 25°C 10 min annelacio

45°C 60 min extenzio

70°C 10 min enzim denaturacio

Szekvenalo reakcio

96°C 10 sec denaturacio
28 ciklus 50°C  5sec annelacio

60°C 4 min extenzio
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VIIL.2. AzISD-K szennyvizkezelé fizikai és vizkémiai paramétereinek az
alakulasa a vizsgalt idészakban™"

VIIL.2.1. KOI érték alakulasa
KOlc: 4099 |

[mgiL]
5000 N
4000 W M w\

3000

2000

1000 -

WAMM

L
M * ‘ ‘ * Tk kKK x
jalius 1. augusztus 1.  szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.
‘7 émiailag kezelt viz — Tisztitott viz — Hatarérték (150 mg/L)‘

VIIL.2.2. Fenolindex alakulasa

[ma/L] 440 |

800 -

A

600

400 1

200 4

'
M % ‘ ‘ * Tk Kk KK L
jalius 1. augusztus 1.  szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.

‘7 émiailag kezelt viz — Tisztitott viz — Hatarérték (3 mgIL)‘

VIIL.2.3. Szabad cianid koncentricio alakulasa

szCN°
[mg/L] 071

| Mo

0 * T T * T * T T
jalius 1. augusztus 1.  szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.

‘7 émiailag kezelt viz — Tisztitott viz — Hatérérté (0.2mgIL)‘

™" Fiiggéleges piros szaggatott vonallal jellve az egylépesds tizemmenetrél kétlépesésre valo atallas idépontja.
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VIIIL.2 4. Osszes cianid koncentracié alakulisa

6CN" 120
[mg/L]

100
80 -
60 -

40

H Vi A .\vr/% 1), A \/
A JA\SEAN [W
M W"‘WWV v \J\.Q :nd/\Nc Z
0 * T T T T T
jalius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktober 2. november 2. december 3.

[ émiailag kezelt viz — Tisztitott viz_ — Hatarérték (10 mglL) |

20 ,

| —

VIIIL.2.5. Amménium koncentracio alakulasa

NH,"-N
[mg/L] 350

300

250 §

200 4

150

100 -

50

0 * T T T * T * % T e
jalius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktdber 2. november 2. december 3.
[ kezelt viz — Tisztitott viz — Hatérérték (10 mg/L) |

VIIIL.2.6. Rodanid-nitrogén koncentracié alakulasa

SCN- 1000
[mg/L]

800 -

600 -

p

400

200 4

~

0 * T u . x U e 2 e * T
jalius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.

‘ émiailag kezelt viz — 1. Iépcsd — 2. Iépcsd — Tisztitott viz ‘
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VIIL.2.7. Hoémérséklet

hémér- 28

séklet
°c] 26
24

2l “/\V\//\
] il

AV

* * * K
julius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.

— 2. leveg6zteté medence

VIIL.2.8. Szarazanyagtartalom

szaraz-
anyag-
tartalom 20.0
[g/L]

v
1
10.0 T
v VA
'
i
5.0 i
1
1
i
i
H
00 x T T x T * x T T
jalius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktéber 2. november 2. december 3.

VIIL.2.9. pH érték alakulasa

10

pH

4 * ‘ ‘ * % Kk k% x
julius 1. augusztus 1. szeptember 1. oktdber 2. november 2. december 3.

— Tisztitott viz |

yviz —2.
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AmoA
anammox
AOA
AOB
BOI;
bp
C230
DEPC
DGGE
DLVO
DpSzT
EBPR
EPS
FISH
FISH-MAR
GAO
ISDK
KK
KOI1
LE
NOB
PAO
PCR
PHA
PHB
PVPP
RDP

RFLP

RI

RT
SIP
TGGE
TRF

TRFLP

VKI

VIIL.3. Gyakran hasznilt roviditések jegyzéke

ammonia-monooxigenaz A alegysége (délt betlivel az azt kodold gén)
anaerob ammonia-oxidacio

ammonia-oxidalé archeak

ammonia-oxidalé baktériumok

biologiai oxigénigény (20°C-on, 6t napos mérés)

Bazispar

katekol 2,3- dioxigenaz

Dietilpirokarbonat

denaturalo gradiens elektroforézis

Derjaguin-Landau—Verwey—Overbeek flokkulaciot leiré modell

Dél-pesti Szennyviztisztito Telep

serkentett bioldgiai foszfateltavolitas (Enhanced Biological Phosphate Removal)
extracellularis polimerek (Extracellular Polymeric Substances)

fluoreszcens in situ hibridizacio

fluoreszcens in situ hibridizacio - mikroautoradiografia

glikogén akkumulalo szervezetek (Glycogen Accumulating Organism)

ISD Kokszol6 Kft. (ISD DUNAFERR Zrt. alvallalata)

kémiailag kezelt viz (ISD-K elékezelt, biologiai egységre befolyo szennyvize)
kémiai oxigénigény

lakosegyenérték (szennyviz)

nitritoxidalé baktériumok

polifoszfat akkumulalo szervezetek (Polyphosphate-Accumulating Organism)
polimeraz lancreakci6 (Polymerase Chain Reaction)

polihidroxi-alkanoat

polihidroxi-butirat

polivinil-polipirrolidon

Ribosomal Database Project (rRNS szekvencia adatbazis)

restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

(Restriction Fragment Legnth Polymorphism)
recirkulaltatott iszap

reverz transzkripcio

stabil izotop proba

termalis gradiens gélelektroforézis

terminalis restrikcios fragment

terminalis restrikcids fragment hossz polimorfizmus
(Terminal Restriction Fragment Legnth Polymorphism)
EU Viz Keretiranyelve
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IX. OSSZEFOGLALO

Az elmult évtizedekben a mikrobialis 6kologia hatalmas fejlédésen ment keresztiil. Mégis,
gyors ¢és egyszerli, szennyviztisztitds mikrobiologiai kutatasaban hasznalhatdé monitorozo
eljarasokra tovabbra is nagy az igény. Ezen értekezésben a TRFLP molekularis ujjlenyomat
modszer alkalmazhatosagat elemeztiik egy kommunalis szennyviztisztitd biofilmes nitrifikald
medencéinek és egy ipari (kokszolomiivi) eleveniszapos szennyvizkezelének a vizsgalatan
keresztiil.

A kommunélis szennyviztisztitoknal altalanosan tapasztalhaté az elfolyok ammonium
gén alapu TRFLP eljaras fejlesztéseként egy tobb mint ezer szekvencia TRF adatait tartalmazo
adatbazisat hoztuk létre, amelynek segitségével az ujjlenyomatok dominans csucsai konnyen
azonosithatok. Az igy végzett azonositas ellendrzésére RFLP segitségével szelektalt
monomolekularis klonok szekvencia-analizisét végeztiik el. A kifejlesztett modszerrel két
egymast kovetd évben kovettiik nyomon a nitrifikdlo medencék AOB k6zosségét.

Az elsé évben TRFLP mintazat alapjan 4-5 kilonb6z6, a Nitrosomonas europaea és Nsm.
oligotropha agakba tartozo AOB csoportot azonositottunk a medencékben. A klonok
szekvencia-analizise azonban csak két csoport jelenlétét igazolta, tovabba pszeudo-TRF-ket
mutatott ki a kozosségi ujjlenyomatokban. A kovetkez6 évben, a medencék lizemeltetésében
végzett fejlesztéseket kovetden a kozosséget mar csak egy dominans, biofilmekhez kotheto,
kizarolag tenyésztetlen tagokbol allo Nsm. europaea agba tartozo filotipus jellemzett.

A kokszolomiivi szennyviztisztitoban egy fenollal, rodaniddal, cianattal és ammoniummal
erésen szennyezett vizet kezelnek. Az eleveniszapos tisztitds hatdsara a legtobb szennyezd
megfeleld hatasfokkal eltavolitodik, a rodanid esetében azonban eléfordulnak iddszakos
kilengések. Munkank célja a levegéztetett medencék, ezeddig ismeretlen mikrobiotajanak a
megismerése, és a rodanidbontas hatasfokromlas okainak a feltarasa volt. Ehhez a kozosséget
kodolt és expresszalt 16S rRNS gén TRFLP ujjlenyomat alapjan kovettik nyomon, valamint
dominans tagjait klonszekvenciak segitségével azonositottuk.

Eredményeink alapjan stabil miikodés esetén a kdzdsség dominans tagjanak a fenoldegradalod
Comamonas badia bizonyult, mig csokkent rodanidbontassal jellemzett idészakban helyét a
szintén fenolbontd Pseudomonas putida vette at. A kozosség 90 %-at sikeresen azonositottuk,
igy a rodanidbontd Thiobacillus nemzetség tagjait is. Az RNS alapt ujjlenyomatok sokkal
valtozatosabbak voltak id6ben, mutatva ezzel ennek az alkalmazasnak az el6nyeit aktivitas
monitorozas esetén. A rodanidbontds visszaesés legfobb okaként a hirtelen hémérséklet
csokkenést, és az azzal parhuzamosan végzett izemmenet valtast talaltuk.

Osszességében eredményeink alapjan a TRFLP eljarast alkalmasnak talaltuk, mint k6zosség
monitoroz6 modszert. Kidolgoztunk egy gyors és egyszerti AOB kozdsség monitorozo eljarast,
amellyel igazoltuk egy miiszaki fejlesztés kedvezé mikrobiologiai hatdsat. A kokszolémiivi
szennyviz esetén feltartuk a rodanidbontds hatasfokromlasanak okait, és megoldasara olyan
javaslatot tudtunk tenni, amely a késébbiekben hosszatavon megoldotta azt.
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X.SUMMARY

In the last decades microbial diversity analyses have developed in an extremely fast way.
However, quick and easy methods suitable for regular checks of biological systems like
wastewater treatment facilities are still demanded. In this thesis the use of TRFLP molecular
fingerprinting technique was tested as a monitoring tool to analyze the ammonia-oxidizing
bacteria (AOB) of the nitrifying basins of a communal wastewater treatment plant and to
follow up the bacterial changes of an activated sludge treating the effluent of a coke plant.

In communal wastewater treatment ammonium concentration in the effluent shows seasonal
fluctuation, therefore monitoring of the AOB is greatly needed. In our work TRFLP analysis of
the ammonia-monooxygenase (amoAd) gene was improved by creating a database of the
possible TRFs of more than 1000 amoA sequences. The phylogenetic affiliation of the groups
corresponding to the dominant TRFs was deduced from the database and the results were
compared with cloning-sequencing method. The developed monitoring system was used two
follow up the changes of the AOB community of the nitrifying basins for 2 years.

The first year five different groups corresponding to Nitrosomonas europaea and Nsm.
oligotropha lineage were present in the samples. The sequence analysis of the clones confirmed
the deduced phylogenetic affiliation of two phylotypes, but also helped us identify the presence
of pseudoTRFs in the fingerprints. Next year, following an operational upgrade, nitrogen-
removal occurred in the basins and only members of a biofilm related, uncultured phylotype of
Nsm. europaea lineage were detected in the samples.

In the case of the coke plant’s effluent the activated sludge process has to treat a high strength
wastewater containing phenols, cyanide, thiocyanate and ammonium. The biological treatment
usually removes phenols but the removal efficiency of thiocyanate is unbalanced. The aim of
the monitoring was to understand the biological processes during purification, especially
concerning the instability of thiocyanate removal. The temporal changes in the bacterial
community were followed by TRFLP analysis of coded and expressed 16S rRNA genes.
Furthermore community TRFs were identified by comparison with TRFLP pattern of clones.

Community fingerprints resulted that the aeration tanks were dominated by a phenol degrading
phylotype, Comamonas badia. However, in the decreased thiocyanate removal samples it was
substituted by Pseudomonas sp.. Members of the thiocyanate degrading Thiobacillus genus
were also present in the samples. The community composition changes were more pronounced
when analyzed at RNA level. It was supposed that the main reasons of unbalanced thiocyanate
removal are temperature decrease and drastic changes in the operation of the plant.

In conclusion, the results of our monitoring studies proved the suitability of TRFLP as a
microbial community monitoring tool. In the case of AOBs, a suitable monitoring system was
developed and the biological efficacy of an operational upgrade was confirmed. While in the
case of coke plant’s effluent the microbial reasons of the reduced thiocyanate removal were
revealed, a technological solution was proposed and successfully applied to solve the problem.
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