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1. Bevezetés

A nanotechnoldgia fejlédése az emberi tarsadalom szamos teriiletén hozott jelentds
elorelépést, azonban a nanoméretii anyagok széles korti alkalmazasa miatt felmeriilo kérnyezeti
¢s biologiai kérdések még mindig megvalaszolasra varnak. A nanorészecskék, melyek mérete
1-100 nm kozotti tartomanyban mozog!, szdmos ipardgban - mint az elektronika, az
orvostudomany, az energiaipar ¢s a kornyezettechnoldgia - jelentds potencialt hordoznak. A
nanorészecskék egyediilalld fizikai és kémiai tulajdonsdgai forradalmi alkalmazéasokat
eredményeznek, ugyanakkor felvetik annak sziikségességét, hogy részletesen megvizsgaljuk
potencialis kdrnyezeti €s bioldgiai hatasaikat.

A hagyomanyos szennyezOanyagokkal szemben a nanorészecskék eltérd viselkedést
mutathatnak a kornyezetben, példaul az aggregécio, a reaktivitas vagy a bioldgiai rendszerekkel
valo kolcsonhatasok révén. Ennek kovetkeztében, a hagyomanyos szennyezdanyagok
toxikoldgiai profiljaival 6sszehasonlitva ezek az 0j anyagok gyakran teljesen eltérd dinamikat
¢s toxicitdst mutatnak. Ennek megfelelden, a kutatasi modszereknek és a kornyezeti hatasok
értekelésének is adaptalodnia kell az 0j kihivasokhoz.

2. Irodalmi hattér

Napjainkban a nanotechnoldgia egyre nagyobb figyelmet kap a rendkiviil sokrétii felhasznalasi
terlileteinek koszonhetden. A nanorészecskék egyre novekvd felhasznalasa miatt azok
kornyezetbe jutasa is fokozodik, emiatt kritikus fontossdgu, hogy megértsiik az €lovilag és a
nanoméretli anyagok kozott fellépd kolcsonhatasokat, illetve ezek kovetkezményeit. Bar a
nanoanyagok specidlis tulajdonsagainak kezelésére mar vannak irdnyelvek, nincs a
hatasvizsgalatukra alkalmazott egységes vizsgalati metodika, illetve a tudoményos ¢s
szabalyozasi iranyelvek feliilvizsgalata sordn bebizonyosodott, hogy a nanoanyagokra
vonatkozo6 részletesebb kdvetelményekre és vizsgalatokra is sziikség van.

2.1. Nanorészecskék felhasznalasa és sorsa

A nanorészecskék egyedi jellemzokkel rendelkeznek, mint a kis méret, Osszetétel, feliileti
szerkezet, oldhatosag, alak és aggregaciora vald képesség. Ezek a tulajdonsadgaik modosithatok,
melynek kovetkeztében szamos teriileten eldnyben részesitik Oket a nagyobb méreti
anyagokkal szemben 2.

A nanorészecskék hasznalata jelentds mértékben novekedett a tudomany, orvostechnika és
gyogyszerészet, elektronika, tavkozlés és egyéb ipari teriileteken. Kiilonosen a fém-oxid
nanorészecskék alkalmazdsa nyert teret a mezdgazdasagban, héaztartasi cikkekben és az
energiatermelésben. A titan-dioxid (TiOy) és cink-oxid (ZnO) nanorészecskék a leggyakrabban
alkalmazott nanoanyagok kozmetikai termékekben, példaul fényvédd krémekben,
testipolokban, szappanokban, sz4jvizben?, tovabba a TiO2 megtalalhaté étrend-kiegészitékben,
sz6szokban, novényi alapu tejszinhelyettesitékben és egyes édességekben is*.

! Martinez, G., Merinero, M., Pérez-Aranda, M., Pérez-Soriano, E.M., Ortiz, T., Begines, B., Alcudia, A. (2021)
Environmental impact of nanoparticles’ application as an emerging technology: A review. Materials 14.
https://doi.org/10.3390/mal14010166

2 Hughes, S., Asmatulu, E. (2021) Nanotoxicity and nanoecotoxicity: Introduction, principles, and concepts. In:
Kumar, V., Guleria P., Ranjan, S., Dasgupta, N., Lichtfouse, E. (eds). Nanotoxicology and
nanoecotoxicology Vol. 1. Environmental chemistry for a sustainable world Springer International
Publishing, Cham, pp 1-19 https://doi.org/10.1007/978-3-030-63241-0_1

3 Adawi, H.I., Newbold, M.A., Reed, J.M., Vance, M.E., Feitshans, I.L., Bickford, L.R., Lewinski, N.A. (2018)
Nanolmpact Nano-enabled personal care products: Current developments in consumer safety. Nanolmpact
11:170-179. https://doi.org/10.1016/j.impact.2018.08.002

4 Ropers, M-H., Terrisse, H., Mercier-Bonin, M., Humbert, B. (2017) Titanium dioxide as food additive. In: Janus
M (ed). Application of Titanium dioxide. /ntechOpen, Rijeka. https://doi.org/10.5772/intechopen.68883
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A nanorészecskék ipari €s haztartasi felhasznalasanak jelentds emelkedése kovetkeztében azok
elkeriilhetetleniil megjelennek a kdrnyezetben, és az dkoszisztémakra kifejtett hatasuk révén
figyelmet kell forditani azok lehetséges kockazataira. A kornyezetben felhalmozddhatnak
példaul vizben, iiledékekben, talajban, szennyviziszapban és levegében®.

A nanorészecskék kiilonbozo biotikus vagy abiotikus transzformacids folyamatokon mehetnek
keresztiil, melyek dontd szerepet jatszanak a nanorészecskék bioldgiai hozzaférhetdségének és
toxicitsanak alakulasaban®. Ennek kdvetkeztében toxikus hatast oxidativ stresszt idézhetnek
elé reaktiv oxigén szarmazékok (Reactive Oxygen Species; ROS) képzésen keresztiil, ami
példaul a névények altali felszivodas, vagy a talajban és vizi 6koszisztémaban 1€vo €l61ényekbe
jutas révén potencialis veszElyt jelenthet az emberi egészségre is, mivel bioakkumulécio6 atjan
is bekeriilhetnek az élelmiszerlancba’.

2.2. Nanookotoxikologia és szabalvozasa

A nanooOkotoxikologia célja a nano mérettartomanyban 1évé anyagok Okoszisztémakra
gyakorolt hatdsainak azonositisa és eldrejelzése. Ennek érdekében figyelembe veszi a
nanoanyagok kornyezetbe jutasanak lehetséges Gtvonalait és sorsat, valamint az ¢161ényekben
bekovetkez6d funkcionalis valtozasokat, sejt szinttdl a komplex kdzosségekig.

Jelenleg kevés informdcid all rendelkezésre a nanorészecskék toxicitdsardl kornyezeti
koncentracioban, valamint kornyezetileg relevans fajokra és komplex rendszerekre nézve.
Emellett kornyezeti koncentracidjuk meghatarozasa is kihivast jelent, ami szintén korlatozza a
nanorészecskék relevans kvantitativ kockazatértékelését. A nanoanyagok okotoxicitdsanak
felmérésére vonatkozd ndvekvo igény miatt sziikségessé valt a hagyoményos 6kotoxikoldgiai
szabvany tesztmodszerek tovabbfejlesztése. Habar az egyéb anyagok toxicitdsanak felmérésére
szolgdld standard oOkotoxikologiai tesztmodszerek a nanoanyagokra is alkalmazhatok,
adaptaciora és modositasukra van sziikség.

A nanoanyagok kiilonb6z6 €161ényekre gyakorolt hatdsainak vizsgalata alapjan a nanoanyagok
hatasai megnyilvanulhatnak viselkedésbeli, morfologiai, sejtszintli, molekularis vagy genetikai
hatasokban®. Az alapveten biztonsdgosnak tekintett nanorészecskék esetén is sziikségesek
szlir6vizsgalatok, mig az eldvigyazatossag elve alapjan végzett atfogod vizsgalatok hosszl tava
in vivo tesztelést igényelnek. A folyamatosan megjelend 1j nanoanyagok relevans tesztelése
hosszu 1d6t vesz igénybe kockazatuk jellemzéséhez, amire megoldast jelenthetne, ha kevésbé
szigortl, de tovabbra is kockazatkeriild megkodzelitéseket alkalmaznanak”®.

A nanoanyagok kockazataival kapcsolatos atfogd kutatasok hianya megneheziti azok
kornyezetre gyakorolt potencialis karos hatasainak felmérését és megeldzését. Ez sziikségessé
teszi a nanoanyagok kornyezeti kockazataival kapcsolatos kutatdsok metodikai
megkozelitésének fejlesztését és a technologiai fejlesztéseket egyarant. Mivel a toxikologiai és
egyéb vizsgalatok gyakran iddigényesek, javaslatok sziilettek az un. eldvigyazatossagi
megkozelités kialakitdsara és alkalmazdsiara a nanotechnologidval és nanoanyagokkal
kapcsolatban, igy elkeriilve a kornyezeti kockazatok kialakulasat.

5 Mishra, S., Sundaram, B. (2023) Fate , transport , and toxicity of nanoparticles : An emerging pollutant on biotic
factors. Process Saf Environ Prot 174:595-607. https://doi.org/10.1016/j.psep.2023.04.037

¢ Rajput, V., Minkina. T., Mazarji, M., Shende, S., Sushkova, S., Mandzhieva, S., Burachevskaya, M., Chaplygin,
V., Singh, A., Jatav, H. (2020) Accumulation of nanoparticles in the soil-plant systems and their effects on
human health. Ann Agric Sci 65:137-143. https://doi.org/10.1016/j.a0as.2020.08.001

7 Jumle, K., Lakhawat, S.S., Ajmera, H., Thakuria, B., Sharma, V., Jain, V., Kumar, V., Singh, S., Kumar, A., Malik,
N., Kothari, S.L., Kumar, S., Sharma, P.K. (2025) Chapter 9 - Nanoparticles bioaccumulation an emerging
threat to ecosystem. In: Joshi, S., Dua, P., Sarma, H., Velmurugan, P. (eds) Advances in biotechnology and
bioengineering. One- and two-dimensional nanomaterials. Academic Press, pp 223-235.
https://doi.org/10.1016/B978-0-443-23703-4.00009-1

8 Boros, B.V., Ostafe, V. (2020) Evaluation of ecotoxicology assessment methods of nanomaterials and their
effects. Nanomaterials 10(4):610. https://doi.org/10.3390/nano 10040610

 Choi, J.Y., Ramachandran, G., Kandlikar, M. (2009) The impact of toxicity testing costs on nanomaterial
regulation. Environ Sci Technol 43:3030-3034. https://doi.org/10.1021/es802388s
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Ugyanakkor tobbszintli kockazatértékelési stratégiara lenne sziikség, amely hasonlé az EU
vegyl anyagok szabalyozasdval kapcsolatos REACH jogszabalydhoz. A Nemzetkozi
Szabvanyiigyi Szervezet (International Organization for Standardization; ISO) olyan
nanotechnologidhoz kapcsolodd szabvanyokat fejleszt, amelyek kiegészitik a hatosagi
tesztelési modszereket !,

A szabdlyozas szempontjabol tovabbi probléma, hogy az EU-ban egyes jogszabalyok sajat
meghatdrozast haszndlnak a nanoanyagokra, mint példaul a Kozmetikai termékek szabalyozasa
és az Uj élelmiszerek szabalyozasa, mig mésok egyaltalan nem rendelkeznek nanoanyag
meghatérozassal, példaul az Elelmiszerekkel érintkezé milanyagok szabalyozésa.

2.2.1. Mikrobialis kommunikécid befolyasolasa nanorészecskékkel

A kvérum érzékelés (Quorum Sensing; QS), vagyis a sejt-sejt kozotti kommunikacié egy
sejtstirliségtol fiiggd jelatviteli folyamat. A baktériumok egysejtii €l61ények, de kozosségként
képesek olyan komplex feladatok elvégzésére, amit 6ndlloan nem tudndnak véghez vinni.
Ehhez sziikséges a sejtek kozotti kommunikacid, mely szigndlmolekuldk segitségével torténik.
A szignalmolekulak termelése és extracellularis térbe torténd kibocsatasa folyamatos, de kicsi
sejtkoncentracio esetén kevés az esélye, hogy az egyik sejt altal termelt szignal egy masik sejten
levé receptorhoz kotodjon. A baktériumkolonia szaporodasaval egyre tobb sejt, egyre tobb
szignalt bocsat ki a kornyezetébe, és amikor a szekretalt jelmolekula (és a receptorokhoz
kotodéstik) elér egy bizonyos koncentraciot, megvaltozik kiillonbozd gének atirdsa, illetve
expresszidjanak mértéke'!. Ennek kovetkeztében a baktériumok Osszehangolt miikddésbe
kezdenek, ami lehetdvé teszi olyan tulajdonsagok (példaul biolumineszcencia, biofilmképzés,
sporulacio, pigment termelés) kifejezddését, amelyek kulcsfontossdgiak a kornyezeti
feltételekhez valé alkalmazkodas szempontjabol.

A kvérum csillapitds (Quorum Quenching; QQ) soran a bakteridlis kommunikacié mértékét
csOkkentik példaul a szigndlmolekuldk degradalasaval, vagy olyan gatldoanyagok segitségével
érik el, melyek kiilonb6z0 mechanizmuson keresztiil tudjak akadalyozni a sejtek kozotti
kommunikaciét!?. Az inhibitorok természetes vegyiiletek vagy szintetikus szarmazékok is
lehetnek, igy a nanorészecskék is alkalmazhatéoak QQ céljabol. Az elmult évtizedben a
nanorészecskék a bakteridlis kommunikacioval kapcsolatos kutatasok kozéppontjaba keriiltek
kvorum csillapitd, valamint antimikrobas hatasuk miatt. A fém-oxid nanorészecskék, mint
potencialis kvorum-gatld anyagok a virulencia és a biofilmképzés csokkentése céljabol az
elmualt években keriiltek fokuszpontba!® egyéb, részletesebben tanulmanyozott anyagok
mellett. Atfogd, molekularis és genetikai szintii kutatasok sziikségesek annak megértésére,
hogy ezek a ,,nanofegyverek” miképp gatoljak a QS rendszereket!*.

10 Tschiche, H.R., Bierkandt, F.S., Creutzenberg, O., Fessard, V., Franz, R., Giese, B., Greiner, R., Heinz, K., Haase,
A., Hartwig, A., Hund, K., Iden, P., Kromer, C., Loeschner, K., Mutz, D., Rakow, A., Rasmussen, K.,
Rauscher, H., Richter, H., Schoon, J., Schmid, O., Som, C., Tovar, G.E.M., Westerhoff, P., Wohlleben, W.,
Luch, A., Laux, P. (2022) Environmental considerations and current status of grouping and regulation of
engineered nanomaterials. Environ Nanotechnology, Monit Manag 18:100707.
https://doi.org/10.1016/j.enmm.2022.100707

! Papenfort, K., Bassler, B.L. (2016) Quorum sensing signal-response systems in Gram-negative bacteria. Nat Rev
Microbiol 14:576-588. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.89

12 Zhou, L., Zhang, Y., Ge, Y., Zhu, X., Pan, J. (2020) Regulatory mechanisms and promising applications of
quorum sensing-inhibiting agents in control of bacterial biofilm formation. Front Microbiol 11:1-11.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.589640

13 Hayat, S., Muzammil, S., Shabana, Aslam B., Siddique, M.H., Sagalein, M., Nisar, M.A. (2019) Quorum
quenching: role of nanoparticles as signal jammers in Gram-negative bacteria. Future Microbiol 14:61-72.
https://doi.org/10.2217/fmb-2018-0257

14 Qalkar, K., Charya, L. (2023) Chapter 11 - Application of nanoparticles as quorum quenching agent against
bacterial human pathogens: a prospective therapeutic nanoweapon. In: Morajkar, P., Naik, M. (eds) Advances
in nano and biochemistry. Progress in Biochemistry and Biotechnology. Academic Press, pp 261-284.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-95253-8.00011-5
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2.3. Nano-bioremediacio

A szennyezett talajok kockéazatcsokkentésére kiilonbozo technologidkat alkalmazhatunk,
melyek kozt fontos szerepet kapnak — szerves szennyezOanyagok esetén — a biodegradacion
alapul6é bioremedidcios technikédk, melyeknek f6 célja a biodegradéacio intenzifikaldsa. A
szennyezett terlileten végbemend biodegradacid hatékonysaga ndvelhetd mikroorganizmusok
és/vagy enzimek hozzdadasdval példdul oltdbanyag forméjdban, mely technikat
bioaugmentacioénak neveziink'>. Az enzim-alapi bioremediacié egy hatékony eljaras lehet a
rekalcitrans xenobiotikumok (antropogén eredetii szennyezanyagok) szennyezett kdzegbodl,
kornyezetbarat modon térténd eltavolitasara.

A kozelmultban 0j, nanoanyagokat alkalmazo6 technikak jelentek meg, melyek igéretes
lehetdséget teremtenek a kiilonbdzd szennyezdanyagok altali kornyezeti kockézat
csokkentésére, igy a szennyezett teriiletek tisztitasara és a szennyezés kontrollalasara.

A nanoanyagok ¢és/vagy nanotechnoldgia, valamint a bioremedidcids eljards egyiittes
alkalmazasat nano-bioremediacionak nevezziik'®.

Szamos technika all rendelkezésre a nano-bioremediaciora, ideértve a nanorészecskék altal
fokozott mikrobidlis aktivitdson alapulé biodegradacié sebességének fokozasat, a
nanorészecskék altal immobilizalt mikrobidlis sejtek és enzimek hasznalatat, a nanorészecskék
altal kozvetitett elektrontranszfert, valamint az integralt nano-biodegradéciot, amely a
nanoanyagok eltéré hatdsmechanizmusainak és a kiilonb6zd biodegradacids utvonalaknak
egylittes alkalmazédsa a policiklusos aromds szénhidrogénekkel (PAH) szennyezett talajok
komplex remedidcioja érdekében'’.

Tobb nanorészecske esetén (beleértve ZnO-t, TiO»-t) leirtdk, hogy javithatjak a PAH eltavolitas
hatékonysagat'®, ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a nanorészecskék kornyezetben torténd
alkalmazasa, példaul talajremediacios céllal kedvezétlen hatasokat is okozhat!®.

3. Célkituzések

Kutatomunkam f6 aspektusai a kornyezeti kockéazatfelmérés és kockazatcsokkentés, melyek
fokuszaban kiilonbozé nanoanyagok allnak.

Kutatasom elsé fazisdban grafén-oxid (nGO), illetve cink-oxid ¢és titan-dioxid
nanorészecskék kornyezetre gyakorolt hatasat vizsgaltam és jellemeztem kornyezettoxikologiai
megkozelitéssel. Mivel fém-oxid nanorészecskék esetén mar sok tanulmény foglalkozott
toxikus hatasuk felmérésével egy fajt alkalmazo rendszerekben, ezért nZnO és nTiO: esetén az
eddig kevésbé kutatott vizi Okoszisztéma mikrobidlis kozdsségére gyakorolt hatasuk
feltérképezése volt az egyik f6 célkitlizésem. Hasonloképpen nGO esetén is felmértem az
¢desvizi mikrobialis kozdsségre gyakorolt hatasat.

15 Gao, D., Zhao, H., Wang, L., Li, Y., Tang, T., Bai, Y., Liang, H. (2022) Current and emerging trends in
bioaugmentation of organic contaminated soils: A review. J Environ Manage 320:115799.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2022.115799

16 Chauhan, P., Imam, A., Kanaujia, P.K., Suman, S.K. (2023) Nano-bioremediation: an eco-friendly and effective
step towards petroleum hydrocarbon removal from environment. Environ Res 231:116224.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.116224

17 Gupta, N., Koley, A., Banerjee, S., Ghosh, A., Hoque, R.R., Balachandran, S. (2024) Nanomaterial-mediated
strategies for enhancing bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons: A systematic review. Hybrid
Adv 7:100315. https://doi.org/10.1016/j.hybadv.2024.100315

18 Eldos, H.I., Zouari, N., Saeed, S., Al-Ghouti, M.A. (2022) Recent advances in the treatment of PAHs in the
environment: Application of nanomaterial-based technologies. Arab J Chem 15:103918.
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2022.103918

19 Ge, Y., Schimel, J.P., Holden, P.A. (2011) Evidence for negative effects of TiO, and ZnO nanoparticles on soil
bacterial communities. Environ Sci Technol 45:1659—1664. https://doi.org/10.1021/es103040t

5


https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2022.115799
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.116224
https://doi.org/10.1016/j.hybadv.2024.100315
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2022.103918
https://doi.org/10.1021/es103040t

Tovabba, mivel a nGO hatasfelméréséhez kapcsolddoan viszonylag kevés komplex kutatés
all rendelkezésre egy fajt alkalmazo integralt tesztrendszerek alkalmazasaval, ezért eltérd
trofikus szintekrdl szarmazé tesztorganizmusok koncentracid-valasz 0sszefiiggései alapjan, a
tesztelt GO nanoanyagok hatdsos koncentracidinak és kornyezeti kockdzatanak meghatarozasat
is célul tliztem ki.

A nanorészecskék vizi 0koszisztémdra gyakorolt hatdsanak megéllapitdsara célom volt
tovabba egy konnyen alkalmazhaté metodikai modszer ajanlasa, mely mar kis koncentracioban
is eldre tudja jelezni a nanorészecskék altal okozott szignifikans eltéréseket a mikrobidlis
diverzitasban, illetve aktivitisban. Ennek kapcsan a Biolog EcoPlate™ tesztrendszer
alkalmazhatosagat, mint relative olcs6 €s gyors technika, mértem fel. Tovabba a Biolog
EcoPlate™ mérések alapjan nyert adatokbol szdrmaztathaté kiilonbozd vizsgalati végpontok
érzékenységének felmérésével célom volt olyan vizsgalati végponto(k) meghatarozasa, melyek
jol tiikkrozik a nanorészecskék altal kivaltott hatasokat.

A nanorészecskék bakteridlis kommunikaciora gyakorolt hatasanak vizsgélata egy
viszonylag 0j kutatasi teriilet, melynek kapcsan tobb ellentmondasos eredmény is sziiletett.
Ehhez kapcsolodva célom volt, hogy 0sszehasonlitsam két fém-oxid nanorészecske (nZnO és
nTiO2) hatasat a Pseudomonas aeruginosa életképességére ¢és QS-vezérelt, kiilonbozd
szigndlmolekuldk 4ltal szabalyozott folyamataira (biofilmképzés, pioverdin termelés)
vonatkozoélag. Ennek sordn a tesztelt nanorészecskék koncentracido- és idofliggd hatasat,
valamint a citotoxikus hatdsat is vizsgaltam.

Doktori munkam masodik fazisa egy hatékony és kornyezetbarat kockazatcsokkentési
biotechnologia fejlesztéséhez kapcsolodik. Ennek soran olyan enzim-alapti bioremedidciods
eljaras paramétereinek kidolgozasa és megvalositasa volt a célkitlizésem PAH-vegyiiletekkel
szennyezett talajokra, amivel igazolhat6 a technologia €s az alkalmazott enzimek hatékonysaga.
Bioinformatikai uton tervezett j PAH-bontdé enzimek (gentizit-dioxigendz ¢és katalaz-
peroxidéaz) biodegradacios hatékonysagat vizsgaltam, melynek sordn a PAH-okkal szennyezett
talaj mikrobialis aktivitdsdnak és funkciondlis diverzitdsanak meghatarozasara is felmértem a
Biolog EcoPlate™ alkalmazhatosagat.

Tovabbi célom volt értékelni a nZnO PAH-bontd enzimekre, ez altal a bioremediacio
hatékonysagara gyakorolt hatasat, tovabba felmérni a nZnO talajban ¢él6 dshonos mikroflora
aktivitasara és diverzitasara kifejtett hatasat.

4. Kisérleti metodika

Kutatasi munkam soran a Sigma-Aldrich Inc.-t6] szdrmaz6 nano cink-oxidot (melynek atlagos
részecskemérete 40 nm alatti), az Evonik Resource Efficiency GmbH-t0l beszerzett
AERODISP® VP Disp. W2730X nano titan-dioxidot (90% anataz és 10% rutil; atlagos
részecskemérete 16 nm alatti), tovabba a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Vegyészmérnoki €s Biomérnoki Kardnak Fizikai Kémia €s Anyagtudomanyi Tanszékén
eléallitott AF 96/97 és PM 995 tipusu grafén-oxid nanorészecskéket (melyek atlagos
kristalymérete 8,24, illetve 6,74 nm) hasznaltam.

4.1. Nanorészecskék élovilagra gvakorolt hatasanak felmérése

A nanorészecskék ¢€ldvilagra gyakorolt hatdsat tobb, eltérd tipust ¢és érzékenységi
tesztrendszerben tanulmanyoztam, melyek kozott voltak egy fajt és tobb fajt (mikrobialis
kozosséget) alkalmazd Okotoxikoldgiai rendszerek, szubletalis ¢és letalis tesztelési
végpontokkal.



A nGO kornyezeti kockazatfelmérése soran az aldbbi tesztrendszereket és végpontokat
alkalmaztam:

o Aliivibrio fischeri (baktérium)
o Biolumineszcencia intenzitas mérése
o Légzési lancban résztvevo enzimek aktivitasdnak mérése
e Escherichia coli (baktérium)
o Szaporodas
o Légzési lancban résztvevo enzimek aktivitasdnak mérése
o Reaktiv oxigén szarmazék termelés intenzitdsanak mérése
o Genotoxicitas vizsgalata SOS ChromoTest™ alkalmazasaval
o Tetrahymena pyriformis (protozoa)
o Szaporodas
o Légzési lancban résztvevo enzimek aktivitasdnak mérése
e Panagrellus redivivus (fonalféreg)
o Szaporodas
o Sinapis alba (fehér mustar) és Triticum aestivum (k6zonséges buza)
o Csirazoképesség
o Gyokér- és szarhossznovekedés

Ezen tesztek eredményei alapjdn a koncentracio-valasz Osszefliggés statisztikai elemzésével
meghataroztam a 20%-o0s gatlé hatast okozo hatasos koncentracidéértékeket (ECao). A legkisebb
ECy értéket figyelembe véve, konzervativ megkdzelitéssel megadhaté a nGO-k PNEC
(eldrejelzés szerint karosan még nem hatd koncentracio) értéke, mely a kornyezeti kockazati
tényez0 (RQ) meghatirozdsahoz sziikséges. Az RQ értékét az eldre jelezhetd kornyezeti
koncentraci6 (PEC) és a PNEC hanyadosaként kapjuk meg. Minél nagyobb az RQ értéke, annal
nagyobb vesz¢Elyt jelent a kornyezetbe keriilt vegyi anyag.

A nanorészecskék mikrobialis kozdsségre gyakorolt hatdsdnak felmérését laboratoriumi
mikrokozmosz rendszerekben végeztem, valds kdrnyezetbdl (Balaton) szarmazo édesvizzel.
Ennek sordn az id6 és a koncentracio fiiggvényében mértem a 1égzési lancban résztvevd
enzimek aktivitasat, valamint Biolog EcoPlate™ hasznalataval eltérd indexeket és végpontokat
hataroztam meg (Szubsztratszam  (SR), Atlagos szinfejlddési  érték  (AWCD),
Szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlodési érték (SAWCD), Gorbe alatti teriilet (AUC),
Shannon-index (H), Shannon-egyenletesség (E), Simpson-index (D), Mclntosh-index (U),
Gini-index (G)), melyek a mikrobialis aktivitas jellemzésére szolgéalnak.

A fém-oxid nanorészecskék mikrobakra gyakorolt hatasat a bakterialis kommunikécio
befolyasolasaval dsszefliggésben is feltérképeztem. Ennek soran a Pseudomonas aeruginosa
DSM 1117 (ATCC 27853) torzs biofilmképzésére, valamint pioverdin sziderofor termelésére
gyakorolt hatast vizsgaltam. Tovabba felmértem a baktérium szaporoddsat, enzimaktivitasat,
ROS termelését annak érdekében, hogy a toxikus hatast el tudjam kiiloniteni a bakteridlis
kommunikéciora gyakorolt hatastol.

rrrrr

A PAH-okkal szennyezett talajok karmentesitési eljarasanak kidolgozésidra metagenomikai
modszerekkel tervezett enzimek (kataldz-peroxidaz (E39), gentizat 1,2-dioxigenaz (E99 és
E105)) mikodoképességét és hatékonysagat vizsgaltam két egymasra épiilé 1épcsdben
mikrokozmosz rendszerekben. Az elsé fazisban 1 mg tisztitott enzimet, valamint 20 mmol
kalcium-peroxidot (CaO2) adtam 200 g szennyezett talajhoz kiilonb6z6 kombinaciokban.

rrrrrr

hatékonysagara kifejtett hatasat is felmértem a technoldgiai mikrokozmosz rendszerekben.



A szennyezett talajhoz 200 és 1000 mg/kg koncentracioban adtam nZnO-t, valamint 10 mmol
kalcium-peroxidot (CaO»-t) és enzimeket (E39 és E105) kiilonb6zé kombinacidkban, hogy
felmérjem a remediacié hatékonysagara gyakorolt hatasukat.

crer

gazkromatografias analitikai mérése alapjan, tovabba a mikrobidlis aktivitas meghatdrozasan
keresztiil végeztem. Utdbbihoz a korabban leirt Biolog EcoPlate™ eszkdzt hasznaltam és az
abbol szamitott végpontok alapjan jellemeztem az észlelt hatast.

4.3. Statisztikai analizis

A kiilonb6z6 mérési modszerek soran tesztrendszertdl fiiggéen 3—6 parhuzamossal dolgoztam.
Ezeket a mérési eredményeket hasznaltam fel tovabbi értékelésre, igy tobbek kozott a
nanorészecskéket nem tartalmazé kontrollokhoz képesti gatlasi szazalékok és hatasos
koncentraciok meghatarozasara.

A vizsgélatok sordn nyert adatokat statisztikai analizisnek vetettem ala annak érdekében, hogy
meghatarozzam a szignifikans mértékli hatasokat. Ehhez a StatSoft® Statistica 13.1 (TIBCO
Software, Inc., Palo Alto, CA, USA) szoftvert hasznaltam és p < 0.05 szignifikancia szintet
alkalmaztam. A szignifikdns eltérések meghatarozasara Fisher-féle LSD (Least Significance
Difference) tesztet hajtottam végre egyutas varianciaanalizis (one-way ANOVA) vagy ismételt
méréses varianciaanalizis (Repeated Measures, RMANOVA) soran.

Egyutas ANOVA-t abban az esetben alkalmaztam, ha a mért végpontot csak egy alkalommal
mértem. A proba feltételét, az adatok homogenitasat Cochran-féle C-probaval igazoltam.
Ismételt méréses ANOVA-t (RMANOVA) akkor hasznaltam, ha az adott végpontot tobb
idépontban is mértem. A proba feltételének teljesiilését Mauchly-féle szfericitds vizsgalattal
hatdroztam meg. A szignifikans eltéréseket eltérd betiik jelzik a diagramokon.

5. Eredmények és értékelésiik

Doktori kutatasom a kdrnyezeti kockdzatmenedzsment két eltérd, de egymashoz kapcsolodod
iranyvonala a kornyezeti kockazatfelmérés, illetve kornyezeti kockazatcsokkentés koré épiilt,
kiilonb6z6 nanoanyagokkal a fokuszban.

5.1. Nanorészecskék kornyezetre gyakorolt hatasanak jellemzése kornvezettoxikologiai
megkozelitéssel

A vizsgalt GO nanoszuszpenziok fizikai-kémiai tulajdonsagaiban csak kis eltérés volt, igy tobb
esetben (pl. bakterialis tesztrendszerekben) csupan kis mértekii eltérés volt tapasztalhato a két
nGO toxicitasaban.

Ugyanakkor néhany tesztorganizmus esetén (pl. Tetrahymena pyriformis és Panagrellus
redivivus) jelentds eltérés mutatkozott a toxicitasban és a nanorészecskék viselkedésében.

A komplex 0kotoxikologiai felmérés eredményei egyértelmiien felhivjak a figyelmet arra, hogy
kiilonbozé  trofikus  szintekrdl szdrmazd tesztorganizmusok alkalmazésa javasolt a
hatasvizsgalatra. Eredményeink alapjan a toxicitds mértéke nétt az expoziciés 1d6
elérehaladtaval, ami jelzi, hogy a nGO atalakulasa fokozhatja a vizsgalt tesztorganizmusokra
gyakorolt karos hatasukat.

A koncentracio-valasz osszefiiggés alapjan meghatarozott 20%-os gatlast okozd ECyg értékek
(1. tdblazat) alapjan a tesztrendszerek, illetve végpontok érzékenysége az alabbi volt:

Sinapis alba szarhossz < Triticum aestivum gyOkérhossz < Triticum aestivum szarhossz <
Sinapis alba gyokérhossz < Panagrellus redivivus mortalitas < Aliivibrio fischeri
enzimaktivitds < Aliivibrio fischeri biolumineszcencia intenzitds < Escherichia coli
enzimaktivitas < Tetrahymena pyriformis enzimaktivitas < Tetrahymena pyriformis szaporodas.



1. tablazat — A vizsgalt nGO szuszpenziok tesztorganizmusokra gyakorolt hatasanak EC» értékei [mg/L]
A piros (és arnyalatai) a kicsi, mig a zold (és arnyalatai) jelzi a nagy EC»y koncentrdcio értékeket.

Tesztrendszer vizsgalati végpontja Inkubécids id6 AF 96/97 PM 995
ECy [mg/L] ECy [mg/L]
Escherichia coli enzimaktivitas 24 h 3,97 2,57
Aliivibrio fischeri biolumineszcencia 30 pere 5,86 5,06
intenzitas 120 perc 4,01 4,40
Aliivibrio fischeri enzimaktivitas 120 perc 22,86 16,13
Totrah Formi i 24 h 0,008 0,033
etrahymena pyriformis szaporodas
ymenary P 481 0,011 0,004
24 h 0,038 0,020
Tetrahymena pyriformis enzimaktivits
48 h 0,014 0,004
) 24 h 79,74 217,56
Panagrellus redivivus mortalitas
72 h 56,09 11,33
Sinapis alba gydkérhossz 72 h 76,71 40,73
Sinapis alba szarhossz 72 h 380,13 554,01
Triticum aestivum gyokérhossz 72 h 224,78 392,53
Triticum aestivum szarhossz 72 h 223,98 203,49

A legkisebb hatasos koncentracio (SC) értékeket, valamint biztonsagi értékelési tényezdként
(AF) 1000-et alkalmazva a PNECAaF o¢/97 értékét 8 ng/L-nek, mig a PNECpm 995 értékét 4 ng/L-
nek allapitottam meg az EU altal ajanlott metodikat alkalmazva®.

A potencialis kdrnyezeti kockazatot (RQ) szamszertsithetjiik, mely a PEC és a PNEC értékének
hanyadosa. A PEC értékének meghatarozéasara irodalmi adatokat vettem alapul. A worst-case
scenario megkodzelitést alkalmazva a legnagyobb lehetséges koncentracidértéket (1,82 ng/L)?!
hasznéltam a szamitasok soran.

Ennek kovetkeztében az RQ értéke nGO AF 96/97 tipus esetén 0,23; mig nGO PM 995 esetén
0,46 lett. Mivel mindkét érték kisebb egynél, ezért elmondhatd, hogy a vizsgalt nGO tipusok
(AF 96/97 ¢és PM 995) a konzervativ megkozelitésii kornyezeti kockazatértékelést, vagyis
legrosszabb kimenetet (worst-case scenario) alkalmazva sem jelentenek kornyezeti kockéazatot.

Kutatdsom soran megallapitasra kertilt, hogy a GO nanorészecskék hatassal vannak a nyiltvizi
mikrobidlis k6zosség metabolikus aktivitdsara és diverzitasara, ugyanakkor a hatést jelentdsen
befolyasolja az alkalmazott nGO tipusa és koncentracidja. Vizsgalataim soran a nGO mar kis
koncentracioban serkentette a mikrobidlis aktivitast, ugyanis 0,16 mg/L szignifikans hatast
gyakorolt a vizsgalt végpontokra. Eredményeim alapjan a nGO fokozta a mikrobidlis aktivitast
¢s a funkcionalis diverzitast, mely hatds koncentraciofiiggd volt. Kisebb koncentraciot (0,16 —
0,8 mg/L) alkalmazva negativ hatést észleltiink az AWCD ¢és Shannon-indexre vonatkozolag
PM 995 esetén, tovabba a Gini-index is karos hatast jelzett mindkét tipusi nGO esetén.

20 Eurdpai Bizottsag (2003) Technical Guidance Document on risk assessment in support of Commission Directive
93/67/EEC on risk assessment for new notified substances, Commission Regulation (EC) No 1488/94 on risk
assessment for existing substances, Directive 98/8/EC of the European Parliament and of the Council
concerning the placing of biocidal products on the market. Part II. https://op.europa.eu/en/publication-detail/-
/publication/9aebb292-39¢5-4b9c-b4cb-97tb02d9bea2/language-en

21 Zhao, I, Lin, M., Wang, Z., Cao, X., Xing, B. (2021) Engineered nanomaterials in the environment: Are they
safe? Crit Rev Environ Sci Technol 51:1443—1478. https://doi.org/10.1080/10643389.2020.1764279
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Ugyanakkor a szubsztratszam ¢és a McIntosh-index értékek ezen GO nanorészecskék kedvezo
hatasat mutattak mar kis koncentracidban is. Az SAWCD értékek alapjan nem volt szignifikans
eltérés az egyes szubsztratcsoportok hasznositasi aranyaban a kezelések altal.

A TiOy ¢és ZnO nanorészecskék hatasfelmérése soran kimutattam, hogy a tesztelt
nanorészecskék koncentraciotol és expozicios 1dotdl fiiggden szignifikans karos hatéast
gyakorolhatnak a mikrobialis aktivitdsra. A nZnO jelentdsebb hatast fejtett ki a nTiO»-hoz
képest minden vizsgalt végpont esetén. A vizsgalatok sordn alkalmazott Biolog EcoPlate™
eredményei megerdsitették, hogy a fém-oxid nanorészecskék mikrobialis kozosségre gyakorolt
hatasa jelentds mértékben fligg a részecske tipusatol. A legtobb vizsgalt végpont esetén
szignifikans csokkenés volt tapasztalhato minden alkalmazott koncentracidé esetén, néhany
esetben mar 0,8 mg/L dézisndl is. A legtobb esetben azonban a legkisebb alkalmazott
koncentracio (0,8 mg/L) nem okozott szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest.

A MclIntosh-index (U) bizonyult a legérzékenyebb diverzitds indexnek a nZnO mikrobialis
kozosségre gyakorolt hatdsanak felmérése soran. Az U értéke csokkent az alkalmazott nZnO
koncentracio ndvekedésével, illetve az expozicids id6 elérehaladtaval (1. abra). 20 mg/L nZnO
koncentraci6 alkalmazasa 74—76%, mig 100 mg/L nZnO dézis 90-92%-o0s McIntosh-index
csOkkenést eredményezett a kontrollhoz képest. A statisztikai analizis (RMANOVA)
egyértelmi, szignifikdns hatast (p=0,000) mutatott ki a kezelés, a kontaktidd, illetve ezek
kdlcsonhatésa esetén.

7 7
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1. abra: Cink-oxid és titan-dioxid nanorészecskék hatasa a McIntosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

Az irodalmi adatok alapjan a nZnO becsiilt kornyezeti koncentracidja felszini vizekben
0,38 pg/L, mig a nTiO»-¢ 2,17 ug/L*, igy a jelenlegi informacidk alapjan a nZnO és nTiO>
felszini vizek mikrobialis kozosségére nem gyakorolnak jelentds hatist a kornyezetben
eléforduld koncentracioban. A nZnO ¢és nTiO; kezelések, illetve az expozicids 1d6 hatésat a
Biolog EcoPlate™ segitségével vizsgalt végpontok alapjan elmondhatd, hogy az egyes
végpontok érzékenysége eltérd, illetve a Biolog EcoPlate™ alkalmas modszer lehet a
nanorészecskék mikrobialis kozdsségre gyakorolt hatasanak felmérése.

5.1.1. Fém-oxid nanorészecskék mikrobialis kommunikaciora gyakorolt hatasa

A P. aeruginosa pioverdin termelése és biofilmképzése QS-szabalyozott folyamat, melyekre
jelentds hatast gyakorolnak a nanorészecskék (2. abra). Eredményeim alapjan a nZnO-nak
koncentracio-fliggd pozitiv hatasa van a pioverdin termelésre.

22 Sun, T.Y., Bornhéft, N.A., Hungerbiihler, K., Nowack, B. (2016) Dynamic probabilistic modeling of
environmental emissions of engineered nanomaterials. Environ Sci Technol 50:4701-4711.
https://doi.org/10.1021/acs.est.5b05828
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Az 1,95-125 mg/l koncentracioju kezelések pozitiv hatast gyakoroltak erre a végpontra,
egyediil 0,98 mg/L nZnO koncentracional tapasztaltunk enyhe gatld hatast 24 ora elteltével. A
legnagyobb pioverdin termelés novekedést 24 6ra kontaktiddé utdn mértiik (2.A. abra). A nTiO2
pioverdin termelésre gyakorolt hatasa eltéronek bizonyult a nZnO-hoz képest, ugyanis minden
alkalmazott nTiO> doézis szignifikans mértékben gatolta a sziderofor képzést, noha a hatas
mértéke hasonlo volt az dsszes kezelésnél (2.A. abra).

Vizsgalataim szerint mind a ZnO nanorészecskék koncentracidja, mind pedig az expozicids id6
hossza jelentdsen befolydsolja a P. aeruginosa biofilm képzésre gyakorolt hatdsat, ugyanis
jelentds biofilmképzés csdkkenés volt tapasztalhatod 6 dra inkubacids 1d6 utan, mig 24 és 48 ora
elteltével a gatld hatds mértéke csokkent (2.B. abra). Ezzel szemben a nTiO; biofilmképzésre
gyakorolt hatdsa hasonldé a pioverdin termelésnél tapasztaltakkal, ugyanis minden kezelés
esetén szignifikdns gatld hatést figyeltem meg, &m enyhén csokkent az inhibicié mértéke a
nTi0O; koncentracio €s a kontaktidd novelésével (2.B. dbra).
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2. abra: Cink-oxid és titan-dioxid nanorészecskék hatasa a Pseudomonas aeruginosa baktérium
pioverdin termelésére (A rész) és biofilm képzésére (B rész).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

Fontos megallapitas, hogy eredményeim alapjan, adott nanorészecske tipus eltéré modon
befolyasolhatja a kiilonb6zd, bakteridlis kommunikacié altal vezérelt folyamatokat, igy a
biofilmképzést és a sziderofor termelést.

Mindemellett a nZnO biofilmképzésre gyakorolt hatdsa fiigg az alkalmazott
koncentraciotdl €és expozicids 1d6tdl, melyektdl fliggéen serkentd €s gatlo hatasa egyarant
megfigyelhetd. Ezzel szemben a nTiO2 minden kisérleti beallitas mellett egyértelmiien gatolta

a biofilmképzést €s pioverdin termelést egyarant.

5.2. Enzim-alapl'l technol()giafeilesztés policiklusos aromas szénhidrogénekkel

oooooo

A PAH vegylletekkel szennyezett talajok 1Uj enzim-alapi bioremediacids eljarasanak
fejlesztéséhez kapcsolodo kutatdsaim soran az tijonnan 1étrehozott enzimek hozzaadasa nélkiil
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is jelentds PAH eltavolitast tapasztaltunk, ami a talajban 1évé természetes mikroflora PAH-
bontd képességére és aktivitasara utal (3.A. abra).

Az uj kataldz-peroxidaz és gentizat 1,2-dioxigenaz enzimek (E39, illetve E99 és E105)

s

azonban az antracén ¢és a pirén eltavolitasat az enzimek hozzaadéasa nem fokozta.
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3. abra: PAH-vegyiiletek koncentracioja (A rész) és mikrobiologiai aktivitds (B rész) az uj enzimekkel
kezelt talajokban. A kiilonbozé betiik az egymdastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

A talaj természetes mikrobidlis aktivitdsanak hatdsat a Biolog EcoPlate™ teszt eredményei
(3.B. abra) is tiikrozték. Az enzimek hozzdadéasat kovetden meghatirozott AWCD értékek
szignifikans mértékii novekedése arra utal, hogy az enzimfehérjék pozitiv hatassal lehetnek a
talajban 1évé mikrobékra.

Mikrokozmosz kisérletiink alapjan az 0j enzimek jelentds degradacios aktivitasat allapitottuk
meg néhany, de nem minden vizsgalt PAH-vegytiletre vonatkozolag (3.A. abra).

Tovabbi kisérleteink sordn azt vizsgaltuk, hogy az enzimek hozzaadasa egy szervetlen oxidalo
adalékkal, kalcium-peroxiddal (CaO:) kombinalva noveli-e a PAH-degradaciora gyakorolt
kedvezd hatast (4.A. dbra). A CaO: hozzdadasa altal a PAH vegyiiletek koncentracidja nem
csOkkent a kiindulasi koncentraciohoz képest (4.A. abra), melynek oka valosziniisithetden az,
hogy a CaO: egyértelmiien gétolta a talaj természetes mikroflordjdnak aktivitasat, mivel a —
kontroll talajnal is tapasztalt — metabolikus aktivitds a CaO- hozzdadaséra teljesen megsziint
(4.B. abra).

Ugyanakkor vizsgalataink szerint a CaO: és az enzimek egyiittes alkalmazasa novelte a
antracén koncentracidja megkdzelitéleg 57-70%-kal, mig a pirén koncentracioja koriilbeliil
56—66%-kal csokkent az enzimek és a CaO2 kombindlt hasznélata esetén. Ez az eredmény arra
utal, hogy az alkalmazott enzimek hatékonyan képesek degradalni a PAH szennyezdanyagokat
mikrobialis aktivitas hianyéaban is.

Az alkalmazott enzimek novelték a remediacido hatékonysagat, mig a CaO: jelenlétében
csokkent a szennyezOanyag eltavolitasi hatékonysdg a kisebb molekulatomegli PAH-
vegyiiletek esetén (enzimek jelenlétében). Figyelemre mélto, hogy naftalin esetén az enzimes
kezelések soran az eltavolitasi hatékonysag koriilbeliil 95% volt CaO2 nélkiil, mig az enzimek
¢és a CaO: kombinalt alkalmazasaval ez 73—83%-ra csokkent.
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Hasonlo6 eredményre jutottunk fenantrén esetén is, ahol az enzimek hozzaadésaval a degradacio
hatékonysaga 68—71% volt, mig az enzimek és a CaO: egyiittes alkalmazasaval 41-53%-ra
csokkent.
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4. abra: PAH-vegyiiletek koncentracioja (A rész) és mikrobiologiai aktivitas (B rész) a CaOs-dal
eés/vagy uj enzimekkel kezelt talajokban. A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket
jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az alkalmazott (ij enzimek hatékonyan bontottik a
szennyezbanyagokat, melyek koziil az E105 enzim hatékonysaga kiemelendd, mivel az éltala
elért pirén eltdvolitds szignifikdnsan nagyobb volt az E99 és E39 enzimeknél tapasztalthoz
képest. A CaO; €s az enzimek egyiittes alkalmazasa kisebb mértékii eltavolitast eredményezett
naftalin és fenantrén esetén a csak enzimes kezelésekhez képest, mikdzben nagyobb
hatékonysagot értiink el az egyilittes alkalmazasukkal az antracén €s a pirén eltavolitasdban. A
CaO: onmagaban nem bizonyult hatékonynak a szennyezdanyagok eltavolitasdban. Mig
jelentds karos hatast gyakorolt a talajban taldlhatd természetes mikrobialis aktivitasra, az
enzimatikus lebontés — igy a PAH-vegyiiletek eltavolitdsa — szignifikans mértékben ndvekedett
a CaO; kezeléssel kombinalva.

Mindemellett fontos megemliteni, hogy kutatasunk bizonyitotta, a Biolog EcoPlate™ alkalmas

.....

crer

tagabb értelmezésehez.

Tovabbi vizsgalataimat a legnagyobb mikrobidlis aktivitast, illetve szennyezdanyag eltavolitast
eredményezé E105 (gentizat 1,2-dioxigendz) ¢és E39 (kataldz-peroxiddz) enzimekkel
folytattam, és felmértem, hogy 200, illetve 1000 mg/kg nZnO hogyan befolyasolja a remediacio
hatékonysagat.

A Biolog EcoPlate™ technikdval végzett monitoring vizsgalat alapjan, a Mclntosh-index
értékeit (5. abra) — az AWCD-hez hasonld mintdzat szerint — mindkét enzimes kezelés
szignifikans mértékben novelte, mig a CaO; kezelés szignifikdnsan csokkentette, tovabba a
nZnO hozzaadasaval is novekedett a mikrobidlis aktivitast jelz6 mérdszam.
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MclIntosh-index [-]
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5. abra: Kiilonbozo kezelések hatasa a McIntosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

s

A kilonbozd szennyezdanyagok kiindulasi koncentraciojdhoz  képesti eltavolitasi
hatékonysagot szemlélteti a 2. tablazat.

2. tablazat — A kiilonbozo kezelések atlagos szennyezdanyag-eltavolitdsi hatékonysaga a kezdeti
szennyezoanyag koncentraciokhoz képest GC-MS mérések alapjan. Minden oszlopban a piros (és
drnyalatai) jelzi a kicsi, mig a z6ld és arnyalatai a jelentos hatékonysagu kezeléseket.

Kezelés Eltavolitas mértéke [%] (atlag = szoras)
Naftalin Fenantrén Krizén Pirén Osszes PAH
Kontroll 51,7+5,1 29,5+ 0,9 59,1 £ 6,4 16,7 + 6,9 26,6 = 3,1

E39 594+19 | 372+20 103+0,5 | 28,6+12

E105 425404 | 297+1,7 19,9+ 1,0
Ca0,

E39 + CaO, 429+52 | 209+03 229+1,7

E105 + CaO, 470+124 | 173+£2,6 | 63,600 | 195+63 | 232+35

nZn0-200 80,8+1,8 | 29,1+82 | 63,6+0,0 | 192+39 | 245+94

E39 +nZn0-200 | 914+09 | 43,7+14 | 697+53 | 152+02 | 355+12

E105 +nZn0-200 | 93,5+ 0,4 69,7+5,3 21,6 +3,9

nZn0-1000 84,7+0,8 | 343+20 | 60,6+5,3 11,8+£5,6 | 29,1+4,7
E39 +nZn0O-1000 | 924+0,2 | 32,7+2,6 | 63,6+0,0 11,1£0,2 | 29,4+3,2
E105 + nZn0O-1000 382+£0,6 | 69,7+5,3 20,7+5,6 | 37,2+0,1

Eredményeink alapjan a CaO; — a kontrollal dsszehasonlitva — ebben az esetben is jelentds

crcr

gyakorolt gatld hatasat.

A nZnO a legtdbb esetben novelte a degradacio mértékét a kontrollhoz képest, mind 200, mind
1000 mg/kg koncentracioban alkalmazva. Enzimekkel torténd kombindlt hasznalata szintén
serkentdleg hatott a szennyezOanyagok eltavolitasara, kivéve a pirénnél E39 enzimmel
kombinalt kezelés esetén.
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Bar a nZnO és az enzimek kombindlt alkalmazdsa a tesztelt PAH vegyiiletek hatékony
lebontasat eredményezi, és az E105 enzim 1000 mg/kg nZnO-dal torténd egylittes alkalmazasa
nagyobb naftalin eltdvolitasi hatékonysagot eredményezett, mint 200 mg/kg nZnO-dal vald
kombinalt hasznalata sordn, eredményeink alapjan a legnagyobb eltavolitasi hatékonysagot az
E105 enzim és 200 mg/kg nZnO szimultan alkalmazasaval értiik el a tesztrendszerekben.
Osszegzésként, kutatdsunk eredményei alapjan a nehezen bonthato PAH szennyezéanyagok
legnagyobb lebontasi ardnyanak elérésére a leghatékonyabb moddszer az E105 enzim és 200
mg/kg nZnO egyiittes alkalmazésa kdzetliszt (aleurit) kozegben.

Ugyanakkor megemlitendd, hogy az E105 enzim és 1000 mg/kg nZnO, valamint az E39 enzim
¢s 200 mg/kg nZnO kombinécidja szintén jelentds szennyezOanyag eltavolitast eredményezett,
ami azt jelzi, hogy ezek az kezelések is rendkiviil hatékonyak lehetnek bizonyos PAH-
vegyliletek eltavolitasdban. Ennek kovetkeztében az E39 (katalaz-peroxidaz), E105 (gentizat
1,2 dioxigenaz) enzimek és 200 mg/kg nZnO kombinalt alkalmazasa javasolt a szennyezett
talajokbdl szdrmazdé PAH szennyezOanyagok eltavolitasdra. Ezen, j enzimekkel végzett
bioremediacio hatékony lehetdség lehet tapanyagban szegény, alacsony biologiai aktivitasu
szennyezett talajok esetén PAH-vegyliletek -eltavolitdsdra, azonban tovébbi vizsgalatok
szlikségesek annak érdekében, hogy atfogd képet kapjunk a nZnO kornyezetre, illetve tobb
trofikus szinten 1évd ¢éldlényekre gyakorolt hatédsairol, valamint a PAH szennyezdk

crer

6. Tézisek

1. Grafén-oxid nanoanyagok esetén elsoként végeztem kornyezeti kockazatfelmérést édesvizi
okoszisztémara. A nano grafén-oxidok (nGO) kornyezeti kockéazatfelmérése soran
kimutattam, hogy a Tetrahymena pyriformis tesztorganizmus szaporoddsgatlasdnak
vizsgalata kiemelkedden érzékeny modszer, és akar korai figyelmeztetd rendszerként is
alkalmazhat6 grafén-oxid tipusu szennyezOanyagok hatasfelmérésében. (2.)

a. A PM 995 nGO esetén mar 4 pg/L koncentracio esetén szignifikans gatld hatést
mutattam ki a taplalékhélézatban és az elemkorforgalmakban fontos szerepet
betoltd protozoa organizmuson.

b.  Aszakirodalomban a grafén-oxid nanorészecskék hatasat a Tetrahymena pyriformis
tesztszervezeten elsoként vizsgaltam.

2. A nano grafén-oxidok (nGO) komplex kornyezettoxikologiai kockazatfelmérése és a

hogy a tesztelt nGO szarmazékok (AF 96/97 és PM 995) nem jelentenek kornyezeti
kockazatot az édesvizi 6koszisztémara.
A széles-spektrumu hatasfelmérés érdekében kidolgoztam egy modszeregyiittest, aminek
alkalmazasaval kiilonb6z6é trofikus szintekrél szarmazd tesztorganizmusok eltérd
végpontjainak vizsgalata alapjan értékelhetd a nano grafén-oxidok kornyezeti kockazata.
2.)

3. A Biolog EcoPlate™ rendszerrel kapott kisérleti adatok atfogd elemzésével kimutattam,
hogy a metabolikus aktivitas és funkciondlis diverzitas indexek egyiittes alkalmazasa
javasolt a mikrobidlis kozosségek okoldgiai vizsgalataihoz nanoanyagok hatasfelmérése
soran. A MclIntosh-index, mint érzékeny €s reprezentativ diverzitdsmutatd meghatarozasa
javasolt a Biolog EcoPlate™ 4ltalanosan alkalmazott végpontjainak kiegészitéseként. (1.)

4. Enzim-alapi bioremediacids technoldgiafejlesztés soran kimutattam, hogy 20 mM
kalcium-peroxid (CaO2) oxidaloszer hozzaaddsa a technolégia monitoring ¢és
hatékonysagvizsgalat szempontjabol is eldnyos.
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A CaO; hatasara a talaj természetes mikroflorajanak aktivitdsa megszint, igy a mikrobidlis
befolyésold hatas nélkiil a kiilonb6z6é enzimek degradacios hatékonysaga jol vizsgalhato
¢s leirhatd az adott kornyezeti elemben. A 20 mM CaO; és a metagenomikai uton
kifejlesztett enzimek jelenlétében az antracén- és pirén koncentracidja szignifikdnsan
csokkent a kontroll kezelésekhez képest, ami arra utal, hogy az 1j, katalaz-peroxidaz,
gentizat 1,2-dioxigenaz enzimek képesek ezen nehezen bonthaté PAH vegyiiletek hatékony
lebontésara. (3.)

5. Kimutattam, hogy a policiklusos aromas szénhidrogének eltavolitasara fejlesztett innovativ
enzim-alapt bioremediacioés technoldgia hatékonysaga ndvelhetd kis mikrobiologiai
aktivitast, kedvezdtlen mechanikai Osszetételli talajban enzimek (katalaz-peroxidaz,
gentizat 1,2-dioxigenaz) és 200 mg/kg nZnO egyiittes alkalmazasaval, foként naftalin és a
nehezebben bonthatd fenantrén és krizén esetén kozepes szennyezettségli kozegben,
potencialis karos hatasok észlelése nélkiil. (4.)

7. Kovetkeztetések és alkalmazasi lehetoségek

A kutatdsaim soran elvégzett komplex kisérletek eredményei tdmpontot nyujthatnak a
nanotechnologiai termékek felelds hasznalatdhoz, valamint a kdrnyezetvédelmi politikdk és
szabalyozasok kialakitasahoz, melyek a nanotechnoldgia fejlodésének fenntarthatd iranyat
hivatottak eldsegiteni, ugyanis a nanorészecskék és az ¢élovilag kolcsonhatdsainak megértése
elengedhetetlen a kdrnyezeti fenntarthatésag €s az emberi egészség védelme szempontjabol.

A grafén-oxid nanorészecskék (nGO) toxicitdsdnak vizsgalata sordn a Tetrahymena
pyriformis protozoa szaporodasgatlasa bizonyult a legérzékenyebb tesztrendszernek, melynél
mar 0,004 mg/L koncentracid esetén is szignifikdns gatlé hatast kaptunk, igy kutatasi
eredményeink alatamasztjdk a Tetrahymena pyriformis alkalmazasanak jelentOségét ¢és
szlikségességét Okotoxikoldgiai kutatasokban és vizsgalati metodikakban. Mindemellett, a
worst-case szcenariot alkalmazo kockézatértékelés soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy
a vizsgalt GO nanorészecskék nem jelentenek kdrnyezeti kockazatot. Ezt alatdmasztotta a
Biolog EcoPlate™ alkalmazasaval kivitelezett vizi mikrobialis kozdsségre gyakorolt hatas
felmérése, melynek soran koncentraciofiiggd mikrobialis aktivitas ndvekedést tapasztaltunk a
vizsgalt 0,8—100 mg/L koncentracidtartomanyban.

Edesvizb6l szarmazoé mikroflora metabolikus aktivitasara és funkcionalis diverzitisara
gyakorolt hatds felmérésébdl szarmazo eredmények alapjan a nZnO jelentdsebb gatld hatést
gyakorol a mikroflordra a nTiOz-hoz képest, de a hatast befolydsolja az alkalmazott
nanorészecske koncentracioja €s az expozicios 1do.

A Biolog EcoPlate™ hasznélatdval mar a nZnO kis koncentracioja esetén (0,8 mg/L) is
szignifikdns hatasokat mutattunk ki; emellett kiilonb6z6 vizsgalati végpontokat hataroztunk
meg a tesztrendszerben, melyek eltérd érzékenységet mutattak. Eredményeink alapjan a
Mclntosh-index bizonyult az egyik legérzékenyebb és a mikrobidlis aktivitds és funkcionalis
diverzitas valtozasat leginkabb reprezentald mérdszamnak, igy javasoljuk ennek hasznalatat a
késObbiekben. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a tobbi végpont egyiittes vizsgalata
célszerii, mivel eltérd, sokszor kiegészitd informaciot hordoznak magukban. Mindezek alapjan
elmondhatd, hogy a Biolog EcoPlate™ technika jol alkalmazhaté a nanorészecskék vizi
mikrobakdzosségekre gyakorolt hatasdnak felmérésére.

A vizsgalt nanorészecskék jelentds potenciallal rendelkeznek a bakterialis kommunikécio
altal vezérelt folyamatok befolydsolasara, melynek elénye szamos teriileten kiaknazhato (pl.
biofilmképzés altali megbetegedések elkertilése, szennyviztisztitds, pigmenttermelés alapjan
festékanyagok gyartasa), de az alkalmazasi paraméterek meghatdrozdsa tovabbi kutatdst
igényel.
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Eredményeink alapjan policiklusos aromas szénhidrogénekkel (PAH) szennyezett talajok
¢s gentizat 1,2-dioxigendz enzimek. Ezen enzimek hatékonysaganak vizsgalata soran kapott
eredmények alapjan, a kalcium-peroxiddal (CaOz) kombindlt kezelés j6 moddszer lehet
kiilonb6z6 enzimek aktivitasanak kimutatésara.

A nZnO ¢s enzimes kombindlt kezelések eredményei azt is szemléltették, hogy 200 mg/kg
nZnO alkalmazasa kedvez0 lehet PAH szennyezett talajok kdrmentesitése soran, amely 1) nano-
bioremediacios eljarasok kidolgozasanak alapjaul szolgalhat.

Osszességében elmondhatd, hogy kutatasom soran a nanorészecskék toxikus hatasanak
felmérése ¢és jellemzése mellett azok kedvezd hatdsait is vizsgaltam tovabbi alkalmazasi
tertiletek megalapozasa céljabol.

8. Kozlemények

8.1. Az értekezés témajahoz kapcsolodo publikaciok
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Biralat alatt 1évo kéziratok
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- Nanorészecskék kornyezettoxikolodgidja. Elet és Tudomany, 77(26), 850—-852.

Konferencia részvételek szobeli és/vagy poszter eldadassal

Szobeli eldadasok:

9. Németh, 1., Szikszai, S., Molnar, M. (2022). Cink-oxid ¢és titan-dioxid nanorészecskék
hatdsa Pseudomonas aeruginosa baktérium ¢letjelenségeire. XXIII. Nemzetkozi
Tudomanyos PhD-Konferencia, Professzorok az Europai Magyarorszagért Egyesiilet,
Budapest. 2022.04.28.

10. Németh, 1., Bodo, F., Szikszai, S., Molnar, M. (2020). Effects of zinc oxide and titanium
dioxide nanoparticles on Pseudomonas aeruginosa and Serratia marcescens biofilm
formation. 4th National Conference of Young Biotechnologists, Debrecen, Hungary.
2020.12.19.

11. Németh, 1. (2022). Nanorészecskék hatdsanak felmérése a kornyezetre &s
bioremediécios eljarasok hatékonysagara. 5. ABET Tanszéki Doktordns Konferencia,
Budapest. 2022.01.31.

12. Németh, 1., Molnar, M. (2022). Nanorészecskék oOkotoxikologiai vizsgélata eltérd
tesztrendszerekkel. XXV. Tavaszi Szél Konferencia, Pécs. 2022.05.06.

Poszter prezentaciok:

13. Németh, 1., Szikszai, S., Molnar, M. (2022). Cink-oxid ¢s titan-dioxid nanorészecskék
hatasa Pseudomonas aeruginosa baktérium ¢életjelenségeire. XXIII. Nemzetkozi
Tudomadnyos PhD-Konferencia, Professzorok az Eurdpai Magyarorszagért Egyesiilet,
Budapest. 2022.04.28.

14. Németh, 1., Bodo, F., Szikszai, S., Molnar, M. (2020). Effects of zinc oxide and titanium
dioxide nanoparticles on Pseudomonas aeruginosa and Serratia marcescens biofilm
formation. 4th National Conference of Young Biotechnologists, Debrecen, Hungary.
2020.12.19.

8.2. Az értekezés témajahoz szorosan nem kapcsolodo publikaciok

Lektoralt nemzetkozi folyoiratban megjelent kozleménvek (impakt faktor, kvartilis, figgetlen

hivatkozas)

15. Molnar, M., Fenyvesi, E., Berkl, Zs., Németh, I., Fekete-Kertész, 1., Marton, R.,
Vaszita, E., Varga, E., Ujj, D., Szente, L. (2021). Cyclodextrin-mediated quorum
quenching in the Aliivibrio fischeri bioluminescence model system — Modulation of
bacterial communication. [International Journal of Pharmaceutics, 594, 120150.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.120150 IF: 5,720; D1; FI: 28

16. Dell'Armi, E., Zeppilli, M., Di Franca, M. L., Matturro, B., Feigl, V., Molnar, M., Berkl,
Zs., Németh, 1., Yaqoubi, H., Rossetti, S., Papini, M. P., Majone, M. (2022). Evaluation
of a bioelectrochemical reductive/oxidative sequential process for chlorinated aliphatic

hydrocarbons (CAHs) removal from a real contaminated groundwater. Journal of Water
Process Engineering, https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2022.103101 IF: 5,485; Q1; FI: 17

Lektoralt konferenciakiadvany
17. Berkl, Zs., Molnar, M., Fenyvesi, E., Németh, L., Buda, K., Fekete-Kertész, 1., Marton,
R., Szente, L. (2020). Cyclodextrin-mediated quorum quenching in Aliivibrio fischeri
model system. 4¢th National Conference of Young Biotechnologists, Debrecen, Hungary.
2020.12.19.
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Egovéb konferencia részvételek

Szobeli eldadas:

18. Berkl, Zs., Molnar, M., Fenyvesi, E., Németh, I., Buda, K., Fekete-Kertész, 1., Marton,
R., Szente, L. (2020). Cyclodextrin-mediated quorum quenching in Aliivibrio fischeri

model system. 4¢th National Conference of Young Biotechnologists, Debrecen, Hungary.
2020.12.19.

Poszter prezentacio:

19. Berkl, Zs., Molnar, M., Bordohanyi, A., Fekete-Kertész, 1., Németh, L., Fenyvesi, E.,
Szente, L. (2019). The effect of cyclodextrins on the biofilm formation of Pseudomonas
aeruginosa — Modulation of quorum sensing. 6th FEuropean Conference on
Cyclodextrins. Santiago de Compostela, Spain.

20. Molnar, M., Berkl, Zs., Németh, 1., Fekete-Kertész, I., Marton, R., Timar, B., Fenyvesi,
E., Szente, L. (2019). Cyclodextrin-mediated quorum quenching in the Aliivibrio
fischeri bioluminescence model system — modulation of bacterial communication. 6tk
European Conference on Cyclodextrins. Santiago de Compostela, Spain.
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