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1. Roviditések

AF — Ertékelési tényezd (Assessment Factor)

AHL — N-acil-homoszerin-lakton (N-Acyl-Homoserine Lactone)

ANOVA - Varianciaanalizis (Analysis of Variance)

AUC — Gorbe alatti teriilet (Area Under the Curve)

AWCD — Atlagos szinfejlddési érték (Average Well Colour Development)

CLPP — Ko6z06sségi szintli profilozas (Community Level Physiological Profiling)

CNT — Szén nanocs6 (Carbon Nano Tube)

D — Simpson-index

DOC — Oldott szerves szén (Dissolved Organic Carbon)

DV — Desztillalt viz

E — Shannon-egyenletesség (Shannon Evenness)

EC — Hatésos koncentrécio (Effective Concentration)

EC20 — 20%-o0s gatlast okozo hatasos koncentracio

ECso — 50%-o0s gatlast okoz6 hatasos koncentracio

EPH — Extrahalhat6 kdolaj-szénhidrogének (Extractable Petroleum Hydrocarbons)

EPS — Extracellularis polimer matrix (Extracellular Polymeric Substances)

G — Gini-index

H — Shannon-index

IARC — Nemzetkozi Rakkutatasi Ugynokség (International Agency for Research on Cancer)
ISO — Nemzetk6zi Szabvanyiigyi Szervezet (International Organization for Standardization)

LCso — Letalis koncentracio (Lethal Concentration): Az egyedek 50%-anak pusztulasat okozo
koncentracid

MIC — Legkisebb, teljes gatlo hatast okozo koncentracié (Minimum Inhibitory Concentration)
MOF — Fémes-szervesanyagos térhalo (Metal-Organic Framework)

nGO — Nano grafén-oxid

NP — Nanorészecske (Nanoparticle)

nSi0; — Nano szilicium-dioxid

nTiO; — Nano titdn-dioxid

nZnO — Nano cink-oxid

nZnO> — Nano cink-peroxid

nZVI — Nano zéro-vegyértékii vas (Nano Zero-Valent Iron)
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OD — Optikai denzitas (Optical Density)

OECD - Gazdasagi Egytittmiikodési €s Fejlesztési Szervezet (Organization for Economic Co-
operation and Development)

QS — Baktériumok kozotti kommunikacio / kvorum érzékelés (Quorum Sensing)
QQ — Baktériumok kozotti kommunikécio / kvorum érzékelés csillapitasa (Quorum Quenching)
PEC — El6rejelzett kornyezeti koncentracid (Predicted Environmental Concentration)

PNEC - Elorejelezhetéen hatds nélkiili koncentracio (PNEC — Predicted No Effect
Concentration)

PQS — Pseudomonas kinolon szignalmolekula (Pseudomonas Quinolon Signal)

RCR — Kornyezeti kockazatot jellemzd aranyszam (Risk Characterisation Ratio)

RQ — Kockazati tényezd (Risk Quotient)

ROS — Reaktiv oxigén szarmazék (Reactive Oxygen Species)

RMANOVA - Ismételt méréses varianciaanalizis (Repeated Measures Analysis of Variance)

SAWCD — Szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlédési érték (Substrate Average Well Colour
Development)

SC — Legkisebb hatasos koncentracié (Smallest Concentration)

SR — Szubsztratszam (Substrate Richness)

TPH — Osszes alifas szénhidrogének (Total Paraffin Hydrocarbons)
U — MclIntosh-index

US EPA — Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége (United States Environmental
Protection Agency)

VPH — Illékony kdolaj-szénhidrogének (Volatile Petroleum Hydrocarbons)
Z0I — Gatlasi zoéna (Zone of Inhibition)



2. Bevezetés

A nanotechnologia fejlddése az emberi tadrsadalom szadmos teriiletén hozott mar jelentds
elorelépést, azonban a nanoméretii anyagok széles korti alkalmazasa miatt felmeriilo kdrnyezeti
¢s bioldgiai kérdések még mindig megvalaszolasra varnak. A nanorészecskék, melyek mérete
1-100 nm koOzotti tartomanyban mozog, szamos iparagban - mint az elektronika, az
orvostudomany, az energiaipar €s a kornyezettechnoldgia - jelentds potencialt hordoznak. A
nanorészecskék egyediilalld fizikai és kémiai tulajdonsagai forradalmi alkalmazasokat
eredményeznek, ugyanakkor felvetik annak sziikségességét, hogy részletesen megvizsgaljuk
potencialis kornyezeti €s biologiai hatdsaikat. Mivel rendkiviil sok tényezd befolyasolja
hatdsukat, és nincs a hatdsvizsgdlatukra alkalmazott egységes vizsgdlati modszer, ezért
kiilonbozd iranyelveket hataroztak meg a nanorészecskék kornyezeti kockazatfelmérése
céljabol.

Ehhez kapcsoloddan egyrészt célom volt a cink-oxid, titdn-dioxid és grafén-oxid
nanorészecskék kornyezeti kockazatfelmérést tamogatd hatasvizsgalata kornyezettoxikologiai
modszerekkel. A kutatds soran nem csupan egy-egy fajra fokuszald tesztrendszereket
alkalmaztam, hanem mikrokozmosz vizsgalatokat is végeztem, melyek lehetdvé tették, hogy
komplexebb, 6kologiai rendszerekben tanulmdnyozzam a nanorészecskék hatasait, kiilonos
tekintettel a talajlako és vizi mikrobialis kozosségekre, valamint ezek metabolikus aktivitasara.
Mindemellett feltérképeztem, hogy miként befolyasoljdk a nanorészecskék a
mikroorganizmusok kozotti kommunikaciot és a mikrobialis 6koszisztémak miikodését.

A nanorészecskék egyre novekvd felhasznalasa miatt azok kdrnyezetbe jutdsa is fokozodik,
emiatt kritikus fontossagu, hogy megértsiik azokat a kdlcsonhatasokat, amelyek az él6vilag és
a nanoméretli anyagok kozott zajlanak. Mindemellett a kornyezetbe jutasuk, valamint
felhalmozodasuk mértékének novekedése jelentds kihivas elé allitja a kornyezetvédelmi
szabalyozast és a fenntarthato fejlodést.

A hagyomanyos szennyezdanyagokkal szemben a nanorészecskék eltéréen viselkedhetnek a
kornyezetben, példaul az aggregécid, a reaktivitds vagy a bioldgiai rendszerekkel vald
kolesonhatasok révén. Ennek kovetkeztében, a hagyoméanyos szennyezdanyagok toxikologiai
profiljaival dsszehasonlitva ezek az 0j anyagok gyakran teljesen eltérd dinamikat és toxicitast
mutatnak. Ennek megfelel6en, a kutatasi modszereknek és a kornyezeti hatasok értékelésének
is adaptalodnia kell az 0 kihivasokhoz. A kutatds multidiszciplinaris megkdzelitésének céljabol
a kémia, a biologia, az 6kotoxikologia és a kdornyezetmérnoki tudomanyok teriiletén szerzett
ismereteket alkalmaztam, hogy atfogd képet kapjak a nanorészecskék ¢éldvilagra és
okoszisztémakra gyakorolt hatasairdl.

A nanoanyagok hatasvizsgéalata mellett doktori munkamban kiemelt szerepet kapott a cink-oxid
nanorészecskék hatékonysaganak felmérése is egy kornyezetbarat kockazatcsokkentési
biotechnologia fejlesztéséhez kapcsolodoan.

A kutatasaim sordn elvégzett komplex kisérletek eredményei tadmpontot nyujthatnak a
nanotechnologiai termékek feleldés hasznéalatdhoz, valamint a kornyezetvédelmi politikdk és
szabalyozasok kialakitasahoz, melyek a nanotechnologia fejlddésének fenntarthatd irdnyat
hivatottak eldsegiteni, ugyanis a nanorészecskék és az ¢ldvilag kolcsonhatasainak megértése
elengedhetetlen a kornyezeti fenntarthatosag €s az emberi egészség védelme szempontjabol.

Az értekezés arra torekszik, hogy eldmozditsa ezen kdlcsonhatdsok tudomanyos megértését, és
alapot teremtsen a tovabbi kutatdsokhoz, melyek a nanotechnologiai alkalmazasok és a

crer



3. Irodalmi attekintés

3.1. Nanorészecskék jellemzoi

Napjainkban a nanotechnolodgia egyre nagyobb figyelmet kap a rendkiviil sokrétii felhasznalasi
terlileteinek koszonhetdéen. A novekvO érdeklddés és igény miatt fokozott volumenben
sziikséges a nanoanyagok eldallitasa, melynek kovetkeztében fontos felmérni a kornyezetre és
¢lolényekre gyakorolt hatasukat.

3.1.1. Nanorészecskék definicidja

A ,,nano” elétag a gordg ,,vévog” (ejtése: nadnosz) szobodl ered, mely magyar megfeleldje a
»torpe”. A nanorészecske kifejezés egyes szerzok szamadra olyan anyagokat jelent, melyek
mérete a nano mérettartomanyban (10°m) van, mig altalanos értelmezés szerint azon anyagok
tartoznak kozéjlik, melyek kiterjedése legalabb egy dimenzidban 1-100 nm kdzotti (Sharma és
mtsai., 2012; Martinez és mtsai., 2021).

3.1.2. Nanorészecskék csoportositasa és felhasznalasa

A nanoanyagokat kiilénb6zé szempontok szerint csoportosithatjuk, példaul eredetiik,
Osszetételiik, dimenzidjuk, porozitasuk, kristalyossaguk szerint (Barhoum és mtsai., 2022; Eker
¢s mtsai., 2024).

Eredetiik szerint lehetnek természetes Uton keletkezd, illetve antropogén forrasbol szdrmazo
nanorészecskék. Utdbbi kategoria tovabbi alcsoportokra bonthato, véletleniil keletkezd, illetve
mesterségesen eldallitott nanorészecskékre. Utdbbi kategdriaba azon nanorészecskék tartoznak,
amelyeket elore meghatarozott jellemzok (méret, Osszetétel) alapjan, tervezetten allitanak elo,
mig a véletleniil keletkezd nanoanyagok természetes €s spontdn modon alakulnak ki (példaul a
cigarettafiistbol, kipufogdgazbol vagy tiizekbdl fakaddan). Ezt a kategoriat bizonyos esetekben
nehéz megkiilonboztetni a természetes uton keletkezé nanorészecskéktdl (Martinez és mtsai.,
2020; Cao ¢és mtsai., 2021; Tran és mtsai., 2024), amely kategoriaba sorolhatok tobbek kozott
az ¢lélények (példaul novények, mikrobak) altal eldallitott nanorészecskék (Xia és mtsai., 2010;
Raut és mitsai., 2024). Nanorészecskék johetnek 1étre a mikrobidlis 1égzés, a metabolikus
folyamatok, tovabba a mikrobdk bomlasa soran (Mishra és Sundaram, 2023). Természetes
nanorészecskék kozé tartoznak tovdbba a vulkani tevékenység, szél- és talajer6zio
kovetkeztében 1étrejové nanoanyagok (Tran és mitsai., 2024), tengeri sokbdl szarmazo,
levegdben szalld nano-kristalyok (Nowack és Bucheli, 2007), valamint talajokban 1évo szerves-
és szervetlen nanorészecskék (mint talajkolloidok, agyagasvanyok, fém-oxidok, huminsavak)
(Buffle, 2006; Theng és Yuan, 2008). A technoldgia fejlddésének kdszonhetden mesterségesen
is allitanak el6 a természetesen keletkezd nanoanyagok tulajdonsdgaihoz hasonld
nanorészecskéket (Barhoum és mtsai., 2022). A nanorészecskék mesterséges uton torténd
eldallitasanak modjai két kategoriaba sorolhatok: . fentrél-lefelé” (top-down) és ,alulrél-
felfelé” (,,bottom-up”) technikak alapjan. El6bbi esetén a kivant méretli és alakt részecskéket
nagyobb szemcseméretli, tombfazisbeli anyagok mardsaval, vagy Orlésével hozzak 1étre, mig
utobbi esetén ellenkezdleg, kisebb alegységekbdl hoznak 1étre komplex szerkezeteket (Sharma
¢s mtsai., 2012; Abid és mtsai., 2022).

Attol fliggden, hogy a nanorészecskék mennyi dimenzidban kisebbek 100 nm-nél,
megkiilonboztetiink 0D, 1D, 2D, 3D nanoanyagokat (Barhoum és mtsai., 2022).

A 0D nanorészecskék mindhdrom dimenzidban kisebbek 100 nm-nél, igy kozéjiik tartoznak a
kvantum potty0k, magneses nanorészecskék, polimer nanorészecskék. Fotokémiai
tulajdonsagaik miatt gyakran alkalmazzak 6ket optikai eszkdzokben (Wang és mtsai., 2020b).
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Az 1D nanorészecskék 1 dimenzidban nagyobbak 100 nm-nél, igy a fém ¢és fém-oxid
nanorészecskék mellett a nanocsdvek, nanoszalak a csoport képviseldi. Gyakran alkalmazzak
Oket orvostechnikai célokra, mint sebkezelésre, szovetfejlesztésre (Jeevanandam és mitsai.,
2020). A 2D nanorészecskék két dimenzidban is 100 nm felettiek, igy tobbnyire vékony réteges
felépitésiiek, lemezes szerkezettel, mint példaul a grafén, grafén-oxid, szilikatok, antimonit (Jin
¢és mtsai., 2018). A 3D nanorészecskék harom dimenzidban is 100 nm felettiek, és kozéjiik
tartoznak a doboz-formaju grafén, strukturalt nanohuzalok és nanocsévek. Ezeket ez anyagokat
els6sorban az energiaatalakitasra, illetve tarolasra szolgald lizemanyagcelldk, akkumulatorok
gyartasanal hasznaljak, tovabba napelemekben, robotikdban, orvostechnikai eszkdzokben és
viztisztitdsban (Nnaji és mtsai., 2018; Zhao ¢és Lei, 2020).

A nanorészecskék tipusait és szerkezetét szemlélteti az 1. abra.
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1. abra: Nanorészecskék tipusai (Dhall és mtsai., 2024 nyoman)

A nanorészecskek egyedi jellemzOkkel rendelkeznek, mint a kis méret, dsszetétel, feliileti
szerkezet, oldhatdsag, alak és aggregaciora valo képesség. Ezek a tulajdonsdgaik modosithatok,
melynek kovetkeztében szamos teriileten eldnyben részesitik Oket a nagyobb méreti
anyagokkal szemben, mivel igy befolyasolhat6 tobbek k6zott az oldhatosag, diffiizio, stabilités,
felezési 1d6 (Hughes €s Asmatulu, 2021).

A nanorészecskék hasznélata jelentés mértékben novekedett a tudomany, orvostechnika és
gyogyszerészet, elektronika, tavkozlés és egyéb ipari teriileteken. Kiilondsen a fém-oxid
nanorészecskék alkalmazasa nyert teret a mezdgazdasagban, haztartdsi cikkekben és az
energiatermelésben (Hendricks és mitsai., 2023; Kerin és mtsai., 2023). P¢éldaul a mangan-
dioxid (MnO2) nanorészecskéket katalizatorként alkalmazzak (Al-Tamimi, 2021), mig a titan-
dioxid (TiO) és cink-oxid (ZnO) nanorészecskék a leggyakrabban alkalmazott nanoanyagok
kozmetikai termékekben, példaul fényvédd krémekben, testapolokban, szappanokban,
szdjvizben (Adawi és mtsai., 2018; Mishra és Sundaram, 2023; Phatak és mtsai., 2024),
valamint az élelmiszeriparban csomagoldéanyagként (Singh és mtsai., 2009; Contado, 2015; El-
Kady és mtsai., 2023; Tran és mtsai., 2024). A TiO; megtalalhatd étrend-kiegészit6kben,
szoszokban ¢és Ontetekben, ndvényi alapt tejszinhelyettesitokben, édességekben ¢és
ragogumikban (Ropers és mtsai., 2017).



Mezogazdasagban torténd alkalmazasuk soran a talajokba kozvetleniil juttatjak ki 6ket nano-
miitragyak, vetdmagkezeld szerek, nano-peszticidek és hidroponids oldatok formajaban (Rajput
¢s mtsai., 2020; Kumar és mtsai., 2023b). Emellett szennyezett kozegek (talajok, vizek)
kezelésére is alkalmazzak Oket, igy példaul vas-nanorészecskéket talajviz tisztitdsara (Hughes
¢s Asmatulu, 2021).

Mindezek kovetkeztében a nanoanyagok kereskedelmi forgalma rendkiviili mértékben
novekszik, és az eldrejelzések szerint ez a tovabbiakban még nagyobb mértékben emelkedni
fog (2. ébra).

Nanoanyagok piacanak mérete 2024-2034 kozott
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2. abra: Nanoanyagok kereskedelmi forgalmanak elorejelzése a 2024-2034 kozotti iddszakra
vonatkozolag (Bidwai, 2025 nyoman)

Kérdéses azonban, hogy nanorészecskék alkalmazasanak eldnyei, meghaladjak-e a hozzajuk
kothetd koltségeket és az alkalmazasukkal kapcsolatos kornyezeti hatasokat, ismeretlen
veszélyeket.

3.1.3. Nanorészecskék megjelenése és sorsa a kornyezetben

A nanorészecskék ipari és haztartasi felhasznalasanak jelentds ndvekedése (Singh, 2023)
kovetkeztében azok elkeriilhetetleniil megjelennek a kornyezetben, és az Okoszisztémakra
kifejtett hatasuk révén figyelmet kell forditani azok lehetséges kockazataira (Jan és mitsai.,
2022; Murali és mtsai., 2022; Yang és mtsai., 2023).

A nanorészecskék élettartamuk barmely szakaszaban bekertilhetnek a kornyezetbe (Mishra és
Sundaram, 2023):

e természetes folyamatok (példaul vulkankitorés, erddtiiz, talajerdzid) révén,

e ananorészecskék gyartasa és a nanorészecskéket tartalmazé termékek eldallitdsa soran,
e ananorészecskék hasznalata kozben, valamint

e ananorészecskéket tartalmazé termékek hulladékkezelése soran.

A nanorészecskék természetes uton a légtérbe elsdsorban vulkani tevékenységek, erdotiizek,
talajerozid, villamlasok és porviharok soran keriilhetnek (Smita és mtsai., 2012; Mishra és
Sundaram, 2023).

Az ipari tevékenységek sordn a nanorészecskék szandékosan, a gyartas részeként vagy
melléktermékként is keletkezhetnek. Szamos termék, példaul bevonatok, festékek, pigmentek
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¢s katalitikus adalékok tartalmaznak nanorészecskéket. Tovabba hegesztés soran is juthatnak a
levegdbe nanorészecskék (Gomes €és mtsai., 2012). A kiilonbozd égési folyamatokbol (példaul
kipufogogaz, erdmiivek) is keriilhetnek nanorészecskék a levegébe. Ermolin és munkatarsai
(2017) kimutattak, hogy palladium nanorészecskék keletkeznek a kipufogdgazokban. A kozuti
kozlekedés a levegdben 1évd nanorészecskék elsddleges forrasa, kiilondsen a forgalmas
teriileteken (Ronkko és Timonen, 2019; Belkacem ¢és mtsai., 2022).

A gyartasi tevékenységek sordn a nanorészecskék a kibocsatott anyagok (példaul fiist,
szennyviz) révén keriilhetnek a kdrnyezetbe. Megtalalhatok tovabba a hulladékégetések soran
visszamarad6 hamuban, salakban, illetve gdzokban (Holder és mtsai., 2013; Vejerano €és mtsai.,
2014). A nanorészecskék kornyezetbe torténd kibocsatasa torténhet kozvetleniil vagy
kozvetetten, példaul szennyviztisztito telepek vagy hulladéklerakok révén (Reinhart és mtsai.,
2010). A hulladéklerakokbol elszivargo viz szintén jelentds mennyiségli nanorészecskét juttat
a vizi 0koszisztémaba ¢€s a talajba (Malakar és Snow, 2020; Wang ¢és mtsai., 2020a; Mishra és
Sundaram, 2023). Emellett a kezeletlen, és a szennyviztisztitokban kezelt szennyvizzel is nagy
mennyiségli nanorészecske juthat a vizi rendszerekbe (Abdolahpur Monikh és mtsai., 2021;
Tran és mtsai., 2024), ahol akar mikrométeres nagysagrendii aggregatumokat képezhetnek,
melyek leiilepedhetnek és felhalmozodhatnak az iiledékekben (Keller és mtsai., 2010).

Osszességében elmondhatd, hogy az antropogén tevékenységek révén a nanorészecskék
kozvetleniil kornyezetbe torténd kijuttatdsa mellett a szennyvizek ¢s hulladéklerakdk
csurgalékvize révén is bekeriilhetnek az Okoszisztémaba, igy a vizekbe, talajba, levegébe
egyarant.

Keller és munkatarsai (2013) tanulménya szerint a globalisan eldallitott nanorészecskék 63—
91%-a hulladéklerakokban végzi, mig a tobbi a talajba (8-28%), a vizekbe (0,4-7%) ¢és a
levegébe (0,1-1,5%) keriil. Az évente gyartott tobb mint 400 tonna eziist (Ag) nanorészecske
jelentds kornyezetterhelést okoz (Padhye és mtsai., 2023; Tran és mtsai., 2024), a réz (Cu)
nanorészecskékhez hasonldan. Utobbi esetén egyes becslések szerint a kérnyezetbe kibocsatott
réz nanorészecskék tobb mint 95%-a végiil vizi liledékekbe ¢€s talajokba keriil, ahol
felhalmozodva akar 500 pg/kg koncentraciot is elérhet (Keller és mtsai., 2017). A szén alapt
nanorészecskék 90%-a gyartasi folyamat soran kertil a kérnyezetbe (Sun €s mtsai., 2016).

Egy braziliai ipari Ovezet légterében a fém alapi nanorészecskék 14,2—467 nm
mérettartomanyban voltak jelen (Souza és mtsai., 2021). Eurdpaban a felszini vizek iiledékében

crer

ey

2016). Tovabba a szennyviziszapban 1évé nano TiO2 dozisat 170 mg/kg-nak prognosztizaltak
(Sun ¢és mtsai., 2014). Mindemellett a hulladékégetésbdl visszamaradd salak nanorészecske
nanorészecskéek eldallitdsanak mértéke vilagszinten 550—-10000 tonna/év, igy egyes becslések
szerint annak koncentracidja a felszini vizekben 0,001-0,058 pg/L, a talajban 0,24-0,661 ng/kg,
¢s 0,22—1,42 pg/L a szennyviztisztitokbol elfolyd vizekben (Gottschalk és mtsai., 2009; Wu és
mtsai., 2019a). Titdn-dioxid esetén a szennyviztisztitokbol elfolyd vizekben 5-15 pg/L
koncentraciot mértek (Kiser és mtsai., 2009). Ezzel szemben Sun és munkatarsai (2016) arrol
szamoltak be, hogy a nano TiOz koncentracidja a felszini vizekben 2,17 pg/L, iiledékekben 43,1
mg/kg, talajokban 2,94 ng/kg, szennyviziszappal kezelt talajokban 61,1 mg/kg, a levegdben
pedig 2,05 ng/m® atlagosan. Nano cink-oxid esetén az aldbbi értékeket hataroztdk meg
modellezés alapjan: felszini vizekben 0,38 pg/L, tiledékekben 6,97 mg/kg, talajokban 1,82
ug/kg, szennyviziszappal kezelt talajokban 1,82 mg/kg, a leveg8ben pedig 0,94 ng/m?.

Miutan a nanorészecskék a kornyezetbe keriiltek, kiilonféle atalakuldson mennek keresztiil, ami
befolyésolja sorsukat és transzportjukat az eltérdé kornyezeti elemekben; felhalmozddhatnak
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kiilonbozo kozegekben, mint példaul vizben, iiledékekben, talajban, szennyviziszapban és
levegében (Zhao és mtsai., 2021a; Mishra és Sundaram, 2023; Zhang és mtsai., 2025).

A nanorészecskék tulajdonsagainak, illetve viselkedésének megvaltozasat szamos tényezd
befolyésolja. Elsddleges szerepe van a részecskék méretének, alakjanak, feliileti kémiai
tulajdonsagainak, aggregédciora vald képességének azok stabilitdsdra, mobilitasara ¢és
perzisztencidjara. Tovabba a nanorészecskék €és az abiotikus kornyezeti elemek kozotti
kdlcsonhatasok is jelentdsen modositjak a nanorészecskék kornyezetben vald viselkedését és
okotoxikologiai hatasukat (Abbas és mtsai., 2020; Li és mtsai., 2025).

A nanorészecskék sorsara a kornyezeti tényezok, példaul a hdmérséklet, a pH, a redoxpotencial,
a soOtartalom és mas vegyi anyagok jelenléte is hatassal van. A homérséklet-ingadozasok
befolydsolhatjdk a nanorészecskék stabilitasat, oldhatdsagat és fazisatalakulasat, mig a
értéke is jelentdsen megvaltoztathatja a nanorészecskék viselkedését. A nanorészecskék
oldodési és aggregacios folyamatokon mehetnek keresztiil a pH-valtozasok hatdséra, ami
modositja stabilitdsukat és reakcioképességiiket (Fernando és Zhou, 2019; Schneider és mtsai.,
2021; Mishra ¢és Sundaram, 2023). A kornyezeti redoxfeltételek hatidssal vannak a
nanorészecskék feliileti kémiai tulajdonsagaira. Az id6 muléasaval a nanorészecskék oregedési
folyamatokon mennek keresztiil, amelyek kémiai 4talakulasokat, aggregéaciot €s bomlést
foglalnak magukban. Ezenkiviil a nanorészecskék teriileti eloszlasa, bioakkumulacioja és
trofikus szintek kozotti transzfere gyakran a kérnyezeti kozeg jellemzdi altal szabalyozott. Ezek
a folyamatok, a nanorészecskék transzportjaval egyiitt meghatarozzak a nanorészecskék
viselkedését, illetve negativ hatisaikat (Peijnenburg és mtsai., 2015; Bundschuh és mtsai.,
2018).

A nanorészecskék transzportja kiilonb6z6é kornyezeti elemekben is megvaldsulhat (Souza és
mtsai., 2021; Yusuf és mtsai., 2024).

A légkorben a nanorészecskék nagy tavolsagra juthatnak, majd esd vagy széaraz iilepedés révén
a talajba ¢és a felszini vizekbe keriilve eljuthatnak a tavakba, folyokba, tengerekbe (3. 4bra)
(Omara és mtsai., 2019; Hochella és mtsai., 2019; Malakar és Snow, 2020).

A légkorben a nanorészecskék bioaeroszolokhoz (bioldgiai forrasbdl szarmazod levegdben
lebegd részecskék) kapcsolodva is terjedhetnek 1égkori diszperzid, illetve iilepedés révén
(Shammi és mtsai., 2021).

Vizi kornyezetben a nanorészecskék szuszpendalt formaban jelen lehetnek a vizben,
letilepedhetnek az tiledékbe, vagy szerves anyagokhoz kapcsolddhatnak. A talajban fiiggdleges
irdnyban szivargassal vagy oldaliranyban felszini lefolyassal vandorolhatnak. Mivel a
szarazfoldi és vizi kornyezetben szdmos vegyi anyag megtalalhatd, a nanorészecskék
vektorként funkciondlhatnak egyes szerves és szervetlen szennyezdanyagok tekintetében
(Zhang és mtsai., 2007; Oliveira és mtsai., 2021).

A nanorészecskék kiilonb6zd bio- vagy geotranszformacios folyamatokon mehetnek keresztiil
(Rajput és mtsai., 2020). Ezek a transzformaciok dontd szerepet jatszanak a nanorészecskék
bioldgiai hozzaférhetdségének és toxicitdsanak alakuldsdban. Ennek kovetkeztében toxikus
hatasu oxidativ stresszt idézhetnek eld, ami példaul a névények altali felszivodas (Ali és mtsai.,
2021; Wang és mtsai., 2023; Sembada és Lenggoro, 2024), vagy a talajban és vizi
okoszisztémaban 1évd él6lényekbe jutds révén potencidlis veszélyt jelenthet az emberi
egeészségre 1s, mivel bioakkumulaci6é utjan bekeriilhetnek az €lelmiszerlancba (Abdolahpur
Monikh és mtsai., 2021; Li és mtsai., 2022; Zeng és mtsai., 2024; Jumle és mtsai., 2025). A
nanorészecskék emberi szervezetbe jutdsanak elsddleges utjai az é€lelmiszerek ¢és italok
fogyasztasa mellett a 1égzérendszeren €s a boron keresztiil torténd felvétel (Yang és mtsai.,
2021).
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fgy példaul helyileg alkalmazott krémekbél a vizzel, levegével és talajjal valo érintkezés révén
keriilhetnek a kornyezetbe (Polonini és Brayner, 2015; Yokota és Kyotani, 2018; Dzyhovskyi
és mtsai., 2024). Ropers és munkatarsai (2017) szerint az Egyesiilt Allamokban a TiO»
fogyasztasa napi 0,20-0,70 pg/testtomegkilogramm, mig az Egyesiilt Kiralysagban és
Németorszagban koriilbeliil 1,0 pg/testtomegkilogramm naponta.

A nanorészecskék a szervezetbe 1épve a vér- vagy a nyirokrendszer révén kiilonb6z6 szervekbe
(példaul sziv, gyomor, vese, mdj, tiidd) juthatnak (Polonini és Brayner, 2015; Ji s mtsai., 2024).
Az emberi testbdl a kivalasztorendszeren keresztiil, valamint anyatejjel tdvoznak, azonban
felhalmozodhatnak a szervezetben, elsdsorban a majban és a 1épben (Maharramov és mtsai.,
2019; Kumar és mtsai., 2023a; Mishra és Sundaram, 2023). Ezek hatdsanak felmérésére
toxikoldgiai vizsgalatok sziikségesek, ugyanakkor az emberekre és mas él61ényekre gyakorolt
hatastanulmanyokra eltéré modszereket javasoltak (Huang és mtsai., 2021).

& . .o: 2 S— % °
Aggregiciod Diffuzio
Felhalmozodas

Transzformacio Kotodés planktonokhoz

Bioakkumulécio vagy kolloidokhoz
vizi él6lényekben

2 Ulepedes Oxidicio Aggregacio

Bioakkumulacio

Szorpcio Felhalmozodas

3. abra: A nanorészecskék sorsa és viselkedése a kornyezetben (Omara és mtsai., 2019 nyoman)

3.2. Nanookotoxikoldgia

A kornyezettoxikologia a kornyezetbe kerlilt vegyi anyagok okoszisztéma tagjaira gyakorolt
hatasat vizsgalja és ez alapjan ad eldrejelzést a teljes 0koszisztémara vonatkozolag. Mivel az
okoszisztéma minden alkotoelemére kiterjedd vizsgalat a jelenlegi tudasunk és a koltségek
miatt nem lehetséges, ezért valasztott fajok vagy tesztorganizmusok vélaszreakcioi alapjan
kovetkeztetiink az 0koszisztéma egészére (Gruiz és mtsai., 2001).

Az okotoxikoldgia a szennyezOanyagok bioszféra alkotoelemeire gyakorolt hatasaival
foglalkozik (Newman és Zhao, 2008).

Az Okotoxikoldgia kifejezést René Truhaut alkotta meg 1969-ben, aki a kovetkezOképpen
hatarozta meg: a toxikoldgia azon 4ga, amely a természetes vagy mesterséges
szennyezOanyagok Okoszisztémara — beleértve az emberre, allatokra, ndvényekre ¢&s
mikroorganizmusokra — gyakorolt toxikus hat4sainak tanulmanyozasaval foglalkozik (Truhaut,
1977). A kornyezet védelme érdekében nélkiilozhetetlen a potencidlis szennyezdanyagok
okotoxicitdsdnak vizsgalata, igy a nanoanyagok széleskorii alkalmazdsa miatt, azok
okotoxikologiai hatasainak vizsgalata is kiemelt jelent6ségili (Boros és Ostafe, 2020).
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A nanooOkotoxikologia célja a nano mérettartomanyban 1évé anyagok Okoszisztémakra
gyakorolt hatdsainak azonositisa és eldrejelzése. Ennek érdekében figyelembe veszi a
nanoanyagok kornyezetbe jutdsanak lehetséges utvonalait és sorsat, valamint az ¢él6lényekben
bekovetkezd funkciondlis valtozasokat, sejt szinttdl komplex kozosségekig. Ezek az
informaciok nélkiilozhetetlenek a nanoanyagok kornyezeti kockazatdnak felmérése céljabol
(Schirmer és Auffan, 2015).

Mindehhez tobb kihivas is tarsul: a biologiai kisérletek soran alkalmazott nanorészecskék
kivélasztasa, valamint azok viselkedésének és fizikai-kémiai jellemzdinek vizsgalata a
kisérletek elott, alatt és utan, figyelembe véve az expozicid sordn lehetséges kozeget €s relevans
koncentraciét a bioldgiai hozzaférhetdség szempontjabol. Sziikséges vizsgalni a
nanorészecskék felvételének lehetséges utjait az ¢ldlények altal kiillonbozo kozegekben. A
kisérletek soran alkalmazott tesztorganizmusok és mért végpontok kivalasztasa is kihivast
jelent (Behra és Krug, 2008; Kahru és Dubourguier, 2010; Schirmer és Auffan, 2015).
Mindemellett tovabbi nehézséget okoz, hogy még az ugyanabbol az anyagbdl szdrmazo
részecskék is teljesen eltérden viselkedhetnek kisebb modositasok (példaul feliileti bevonat,
eltéré méret) miatt. Ez az egyik f6 kiilonbség a klasszikus toxikoldgia és a nanotoxikologia
kozott (Polonini és Brayner, 2015).

Noha egyre nagyobb szerepet kap a nanoanyagok potencidlis kornyezeti kockézatdnak
vizsgalata azok felhasznaladsa és alkalmazasa elétt, jelenleg kevés informacié all rendelkezésre
a nanorészecskék toxicitasardl kornyezeti koncentracidban, valamint kdrnyezetileg relevans
fajokra és komplex rendszerekre nézve. Emellett kornyezeti koncentraciéjuk meghatarozasa is
kihivast jelent, ami szintén korlatozza a nanorészecskék kvantitativ kockazatértékelését. Bar a
nanotoxikologiai kutatdsok az 1990-es években elkezdddtek, kozel 10 év telt el a
nanotoxikologiaval foglalkoz6 tudoményos kozlemények szaméanak exponencidlis
novekedéséig (Kahru és Dubourguier, 2010), mely azoéta is folyamatosan névekszik.

A nanoanyagok okotoxicitdsanak felmérésére vonatkozd novekvd igény miatt sziikségessé valt
a standard Okotoxikologiai tesztmoddszerek fejlesztése a nanoanyagok vizsgalatdra. Habar az
egy€b anyagok toxicitdsanak felmérésére szolgdlo standard dkotoxikologiai tesztmodszerek a
nanoanyagokra is alkalmazhatok, bizonyos mértékli adaptaciora és modositasra van sziikség
(Boros ¢és Ostafe, 2020). Mindemellett a legkorszer(ibb technologidkra is sziikség van, igy
példaul a nagy ateresztoképessegii sziirési modszerek segitségével gyorsan értékelhetdveé valik
szamos nanoanyag hatdsa. Tovabbad a kiilonboz6 omikai technikdk (genomika,
transzkriptomika, proteomika ¢és metabolomika) alkalmazédsa révén lehetdség nyilik a
nanorészecskékre adott molekularis valaszok atfogé feltérképezésére. Ezen kiviil szdmitogépes
modellezések révén eldre jelezhetd a nanorészecskék viselkedése komplex kornyezeti
elemekben. Az emlitett technikdk hozzéjarulnak a kiilonb6zd tipust nanorészecskék potencialis
kornyezeti hatasainak predikcidjahoz (Isibor €s mtsai., 2024).

A vegyi anyagok szabalyozasi tesztelésére hasznalt modszereket a Gazdasagi Egytittmiikodési
¢s Fejlesztési Szervezet (Organization for Economic Co-operation and Development — OECD)
tesztelési iranyelvek programja keretében fejlesztik ki és teszik k6zzé. Az OECD ¢és az Egyesiilt
Allamok Kérnyezetvédelmi Ugynoksége (United States Environmental Protection Agency US—
EPA) altal kidolgozott iranyelvekben leirt standard tesztek koziil tobb, nanoanyagokra is
adaptalhaté modszer szerepel (Tschiche és mtsai., 2022), melyek kozé tartoznak az algakon,
békalencsén, bolhardkokon, vizibolhdkon, darvaszinyogokon, szarazfoldi ndvényeken,
fonalférgeken és foldigilisztdkon alapulé mddszerek. A nanoanyagok kiilonbozd éldlényekre
gyakorolt hatdsainak vizsgalata alapjdn a nanoanyagok hatdsai megnyilvanulhatnak
viselkedésbeli, morfologiai, sejtszintli, molekularis vagy genetikai hatdsokban (Boros és
Ostafe, 2020).
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A nanoanyagok toxicitdsara vonatkoz6 elérhetd EC értékek (hatasos koncentracio, Effective
Concentration — EC) alapjan a legtobb adat elsOsorban vizi tesztrendszerek esetén all
rendelkezésre, €s a vizsgalatok alapjan a legérzékenyebb tesztorganizmusok kozé tartoznak az
algak, mig a legtoxikusabb nanoanyagok az eziist nanoanyagok (Boros és Ostafe, 2020).

A nanorészecskék toxikoldgiai vizsgalatainak koltségei kdzel 250 millié dollartol tobb, mint 1
milliard dollarig terjednek. Az alapvetden biztonsagosnak tekintett nanorészecskék esetén is
szlikségesek sziirdvizsgalatok, mig az eldvigyazatossag elve alapjan végzett atfogod vizsgalatok
hosszu tavu in vivo tesztelést igényelnek (Choi és mtsai., 2009). Mivel folyamatosan uj
nanoanyagok jelennek meg, ezeknek a relevans tesztelése hossza id6t vesz igénybe kockazatuk
jellemzéséhez. Erre megoldast jelenthetne Choi és munkatarsai szerint (2009), ha kevésbé
szigoru, de tovabbra is kockazatkeriild megkdzelitéseket alkalmaznanak.

A nanoanyagok kockazataival kapcsolatos atfogd kutatasok hianya megneheziti azok
kdrnyezetre gyakorolt potencialis karos hatasainak felmérését és megel6zését. Ez sziikségessé
teszi a nanoanyagok kornyezeti kockdzataival kapcsolatos kutatdsokat, metodikai és
technoldgiai fejlesztéseket egyarant. Mivel a toxikologiai €s egyéb vizsgalatok iddigényesek,
helyette javaslatok vannak az uUn. eldvigydzatossagi megkozelités kialakitasara &s
alkalmazasadra a nanotechnoldgiaval ¢és nanoanyagokkal kapcsolatban, igy elkeriilve a
kornyezeti kockédzatok kialakulasat (Picecchi, 2018). Tobbszintli kockazatértékelési stratégiara
lenne sziikség, amely hasonld az EU REACH jogszabalyahoz, a vegyi anyagok szabalyozasaval
kapcsolatban (Choi és mtsai., 2009).

3.2.1. Nanodkotoxikologia vonatkozasu szabalyozasok

A nanoanyagokhoz kapcsolodo tevékenységek és kutatasok szamos meglévo jogszabaly hatalya
ala tartoznak, azonban amikor egy konkrét nanorészecskére és annak kiilonb6zo alkalmazasi
teriileteire vonatkozolag kell allast foglalni, gyakran nem egyértelmii, hogy az adott
szabalyozasok valoban alkalmazhatok-e. A {6 korlatozo tényezok kozé tartozik, hogy hidnyosak
az Okotoxicitasra vonatkoz6 adatok, valamint a foglalkozasi expozicios hatarértékeket nem
lehet meghatarozni a meglévé mddszerekkel (Hansen €s Baun, 2012).

2006-ban az OECD munkacsoportot allitott fel a gyartott nanoanyagok kornyezetre és human
egészségre gyakorolt hatdsdnak vizsgélata €s biztonsagossaguk felmérése céljabol (Demirbas
¢s Cevik, 2020). Munkdjuk alapjan (OECD, 2017) az OECD arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy
a nanoanyagok azonositasa és jellemzése a hagyomanyos vegyi anyagokhoz képest tovabbi
fizikai-kémiai tulajdonsagok megadasat igényli, mivel a nem nanoanyagok toxikoldgiai
tulajdonsagai nem feltétleniil egyenértékiiek a nanoanyagokéval (Tschiche és mtsai., 2022).

Ennek kovetkeztében a meglévd tesztelési iranyelvek (Test Guideline — TG) nanoanyagokra
torténd alkalmazasanak adaptalasan, masrészt 0j tesztelési iranyelvek vagy irdnymutatasi
dokumentumok elkészitésén dolgoznak, amelyek kifejezetten a nanoanyagok jellemzésére
vonatkoznak, igy kidolgozva a nanoanyagok hatosagi tesztelésére vonatkozd iranyelveket,
utmutatasokat (OECD, 2009; Rasmussen ¢s mtsai., 2019; Tschiche és mtsai., 2022). Mar tobb,
nanoanyagokra vonatkoz6 irdnyelvet is elfogadtak: egy j tesztelési iranyelvet a ,,Nanoanyagok
diszperzids stabilitasa szimulalt kornyezeti kozegekben” (TG318), valamint a ,,Szubakut
Emellett tobb 1 irdnyelvet is fejlesztenek a fizikai-kémiai tulajdonsagokra vonatkozoan,
példaul a ,,Gyartott nanoanyagok részecskemérete és méreteloszlasa” (TG125) és a ,,Gyartott
nanoanyagok fajlagos feliiletének meghatarozasa” (TG124) iranyelveket (OECD); melyek a
nanorészecskék alapvetd tulajdonsagainak, igy a méretnek és a feliiletnek a mérését segitik.
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Tovabbi 1) tesztelési irdnyelveket készitenek a nanorészecskék vizoldhatdsagat, fém
nanorészecskék oldodasi sebességének meghatdrozasat, valamint a nanoanyagok szennyvizbdl
torténd eltavolitasat és vizi kornyezetben torténd atalakulésat illetden.

Mindemellett az OECD vizsgélta a nanorészecskék fizikai-kémiai jellemzoit és az elérhetd
tesztmodszereket, amelyek alapjan megbizhato dontések hozhatok a nanorészecskék toxicitasat
illetden a fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan (Rasmussen és mtsai., 2018).

Az EU-ban az OECD tesztelési iranyelveket beépitették a Vizsgalati Modszerek Szabalyzataba
(Europai Parlament, 2008). Ezenkiviil a Nemzetkozi Szabvanytligyi Szervezet (International
Organization for Standardization — ISO) olyan nanotechnolégidhoz kapcsolodd szabvanyokat
fejleszt, amelyek kiegészitik a hatosagi tesztelési modszereket (Tschiche és mtsai., 2022).

Ennek céljabol az ISO 2005-ben 33 résztvevo és 15 megfigyeld orszag részvételével 1étrehozta
a nanotechnoldgiaval foglalkozé miiszaki bizottsagot (Technical Committe — TC), a TC229-et.

Az 1. tdblazat az ISO/TC 229 miiszaki bizottsdg WG3 (Working Group 3) munkacsoportja altal
Osszeallitott ISO szabvanyokat sorolja fel, amelyek a nanotechnologidhoz kapcsoloddan a
toxikoldgiai  vizsgalati moddszereket, munkahelyi biztonsagi ¢és egészségvédelmi
intézkedéseket, valamint a fogyasztasi cikkekkel kapcsolatos ajanlasokat tartalmazzak
(Demirbas és Cevik, 2020).

Az Europai Bizottsag 2004-ben megjelent stratégiai céljai kozott is szerepelt a
nanotechnoldgidhoz kapcsol6do iranyelvek meghatarozdsa, majd 2005-ben akciotervet
alakitottak ki a nanotechnologidhoz, illetve azokkal Osszefiiggésben 1év6é tudomdanyokkal
kapcsolatban (Eisenberger ¢és mtsai.,, 2010; Kahru és Dubourguier, 2010). Mindezek
eredményeként Eurdpdban a nanoanyagok jelenleg kiilonb6z6 unids jogszabalyok hatalya ala
tartoznak, amelyek koziil néhany kiilonbozo kifejezéseket hasznal, példaul nanoanyag,
tervezett nanoanyag vagy nanoforma (Rauscher és mtsai., 2017). A jogszabalyok k6zé tartozik
a REACH (Registration, Evaluation, Authorisation, and Restriction of Chemicals) (Europai
Parlament, 2006; Eurdpai Bizottsag, 2018), a CLP-rendelet (Classification, Labelling and
Packaging Regulation) (Eurdpai Vegyianyag-iigynokség, 2008), az Orvostechnikai Eszk6zok
Szabalyozésa (Eurdpai Parlament, 2017), a Biocid Termékek Szabalyozasa (Eurdpai Bizottsag,
2012), az Uj Elelmiszerek Szabalyozasa (Eurdpai Parlament, 2015), valamint a Kozmetikai
Termékek Szabdlyozdsa (Eurdpai Bizottsdg, 2009). Ugyanakkor a REACH-ben, az
agazatspecifikus szabalyozasokban, valamint a nemzeti nyilvantartadsokban hasznalt definiciok
mind eltérdek, igy ebben is harmonizacidra lenne sziikség (Tschiche és mtsai., 2022). Ha egy
anyagot a jogszabalyok valamelyike altal nanoanyagként azonositanak, az szabalyozasi
rendelkezéseket von maga utan. Ilyen rendelkezések példaul a specifikus kovetelmények,
melyek az anyagok nano formaként torténd azonositasara szolgalnak, vagy a nanoanyagokhoz
kapcsolodo biztonsagi szempontok. A REACH szerint regisztraciokoteles, nano formaban 1évo
anyagokra vonatkoz6 1j informécids kovetelmények 2020. janudr 1-jén Iéptek hatalyba, melyet
a REACH modositott mellékletei tartalmaznak (Eurdpai Vegyianyag-iligynokség; Tschiche és
mtsai., 2022).

A REACH a ,,nanoforma” kifejezést hasznalja, és azt egy természetes vagy mesterséges anyag
olyan formajaként definialja, amely megfelel az Eurdpai Bizottsdg (European Commission —
EC) nanoanyagokra vonatkoz6 meghatarozasanak (Eurdpai Bizottsag, 2011). Ugyanakkor, a
Nymark, 2023). Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy az Eurdpai Bizottsdg nanoanyagokra
vonatkoz6 meghatarozasa jogilag kotelezd érvénylivé valt a REACH hatdlya ald tartozo
anyagokra vonatkozoan, a rendeletnek megfeleld modositasok szerint.
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Lehetoség van tovabbi nanoforma csoportok meghatdrozasara, amelyekre vonatkozdan a
veszEly-, a kitettség- és a kockazatértékelés egyiittesen elvégezhetd. Az ECETOC, egy eurdpai
ipari szovetség, létrehozott egy online feliiletet, amely tamogatja az ilyen nano-csoportok
létrehozasat (Janer és mtsai., 2021).

1. tablazat — Nanotechnologidhoz kapcsolodo ISO szabvanyok (Demirbas és Cevik, 2020 nyoman)

Szabvany sorszama Szabvany leirasa

Toxicitas: Tesztmédszerek
Az endotoxin tesztelésére vonatkozd in vitro rendszerek — Limulus amebocyte
lysate teszt.
Nano-objektumok jellemzdivel és mérési modszereivel kapcsolatos in vitro
toxikoldgiai tesztek.
Nanoanyagok alkalmazésa és sejtes in vitro tesztek modszertanai a
nanoanyagok biodurabilitasanak értékelés¢hez.

ISO 29701:2010

ISO/TS 19337

ISO/TS 19057

ISO 10801:2010 Fém nanorészecskék belégzési toxikologiai tesztelésére.

ISO/TS 19007 Modositott MTS teszt alkalmazésa a sejtek életképességének mérésére.

1SO 10808:2010 Nanorészecskek jellemzése €s t0x1i<;£;)rlgla1 tesztelése belégzéses expozicid

ISO/TS 18827 Szintetizalt cink-oxid nanoanyagok tox1}<ologlal tulajdonsagai fizikai-kémiai
jellemzéssel.

ISO/TR 13014:2012 Utmutat6 nanoanyagok fizikai és kémiai jellemzésére.

ISO/TR 16196 Gyartott nanoanyagok adagolasi modszerei €s mintakészitési eljarasai.

ISO/TS 14101:2012 Arany nanorészecskék feliiletének j ’ellemzese és toxikologiai tesztelése FT-IR
modszerrel.

ISO/TS 16550:2014 Eziist nanorészecskék vizsgalata.

ISO/TR 16197:2014 | Gyartott nanoanyagok toxikologiai tesztelési modszereinek meghatarozasa.
Munkahelyi biztonsag és egészség
Egészségligyi és biztonsagi alkalmazasok nanotechnoldgiaval kapcsolatos
munkahelyi kdrnyezetekben.

ISO/TR 12885:2012

ISO/TS 18637 Nanoanyagok és azqk aggrega?ufnalr? YonatkOZP expozicios hatarértékek
kidolgozasardl sz0l6 tanulmanyok.
ISO/TR 13121:2013 Nanoanyagok kockazatkezelése.
ISO/;S 011390 I- Nanoanyagokra alkalmazott kockazatkezelés.
ISO/TR 13329:2012 Biztonsagi adatlapok (SDS) elékészitésére vonatkozd titmutatd
nanoanyagokhoz.
ISO/I]_“ S 01122901_ Utmutaté tervezett nanoanyagok kockazatkezeléséhez.

Fogyasztasi termékek
ISO/TS 13830:2013 Tandcsadas fogyasztoi nanoanyagok dnkéntes cimkézésérol.

crer

1év6 részecskék minimum 50%-anak legalabb egy dimenzidjanak mérete az 1 nm — 100 nm
tartomdnyba esik, tovabba azon fullerének, grafén-lemezek és egyrétegli szén-nanocsovek,
amelyeknek legalabb egy kiils6 mérete kisebb, mint 1 nanométer) implementéalasa érdekében
utmutatot készitett (Sharma és mtsai., 2012; Tschiche ¢és mtsai., 2022). Egy kapcsolodd
jelentésben tisztazzak a definicidban hasznalt kulcsfogalmakat és kifejezéseket, ez Aaltal
megértést nyljt a terminologiarol (Rauscher és mtsai., 2019b).
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Egy masik jelentésben a nanoanyagok azonositdsahoz sziikséges méréseket irja le, és megadja
azokat szempontokat, amelyeket figyelembe kell venni a nanoanyagok definicié szerinti
értékelése soran (Rauscher és mtsai., 2019a). Emellett a “NanoDefine Methods Manual” cimi
kézikdnyvben altalanos informaciokat publikdltak a mérési modszerekrdl, folyamatokrol és
mukodeési eljarasrol (Mech és mtsai., 2020a). Ezek segitségével lehetdség nyilik arra, hogy
megvizsgaljuk az anyagokat, hogy az Europai Bizottsag altali definici6 szerint nanoanyagnak
mindsiilnek-e (Mech és mtsai., 2020b). Ez szintén igaz a REACH szerint nyersanyagként vagy
egy termék Osszetevdjeként feltlintetett anyagokra, de annak meghatarozésa, hogy egy piacon
1év6 készitmény vagy termék valdban tartalmaz-e nanoanyagokat, tovabbra is egyedi analitikai
vizsgalatot igényel (Tschiche és mtsai., 2022).

A nanoanyag meghatarozasokhoz kapcsolodd kiilonbozd szabdlyozasok attekintése a 2.
tablazatban lathato.

2. tdablazat — A nanoanyagokra vonatkozo Eurdopai Unios jogszabdlyok. A nanoanyag
fogalommeghatarozasat tartalmazo jogszabalyok kékkel, a definicio nélkiiliek pedig sziirkével vannak
jeldlve (Tschiche és mtsai., 2022; Shao és Nymark, 2023 nyomdan)

. . Nanotechnologidhoz Cer o an on
Szabalyozas kapesolédé definici Implementaciot el6segito szervezet
REACH (1907/2006/EK
rendelet) és modositasa Nanoforma Europai Vegyianyag-iigynokség

(2018/1881/EU rendelet)
Biocid termékekrol sz616

rendelet (528/2012/EU Nanoanyag Europai Vegyianyag-iigynokség
rendelet)
Kozmetikai rendelet Fogyaszt6i Biztonsag Tudomanyos

(1223/2009/EK rendelet) Nanoanyag

Uj élelmiszerekrél szol6
rendelet (2015/2283/EK
rendelet)
Elelmiszer-adalékanyagok
rendelete (1333/2008/EK - Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag
rendelet)

Elelmiszerrel érintkezd
muanyagok rendelete - Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag
(10/2011/EK rendelet)
Elelmiszerrel érintkezd
aktiv és intelligens
anyagok rendelete
(450/2009/EK rendelet)
A fogyasztok
tajékoztatasarol szo1o
rendelet (1169/2011/EU
rendelet)

Bizottsaga

Mesterségesen eloallitott

Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag
nanoanyag

- Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag

Nanoanyag -

Ko6z6s Kutatokdzpont;
Europai Gyogyszeriigynokseég;
a tagallamok altal kijeldlt és bejelentett
szervezetek

Orvostechnikai
eszk6zokrol szo616 rendelet Nanoanyagok
(2017/745/EK rendelet)

A Kozmetikai Termékek Szabalyozasa és az Uj Elelmiszerek Szabalyozasa egyarant eldirja,
hogy az ezekben a jogszabalyokban szerepld nanoanyag meghatdrozast a technikai és
tudomanyos fejlédéshez, illetve a nemzetkozi szinten elfogadott meghatiarozasokhoz kell
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igazitani. Az egyik lehetséges megoldas az lenne, ha ezek a szabalyozéasok az Europai Bizottsag
altal definidlt nanoanyag meghatarozast hasznalndk, megfeleléen kiegészitve az
agazatspecifikus rendelkezésekkel (Tschiche és mtsai., 2022). Mivel az Eurdpai Bizottsag 2022.
a kiilonb6zo jogszabalyi keretek ennek megfelelden frissitik a nanoanyagokra alkalmazott
fogalommeghatarozast (Nielsen és mtsai., 2023; Shao és Nymark, 2023).

A szabdlyozas szempontjabol jelenleg probléma, hogy az EU-ban egyes, a nanoanyagokra
vonatkozd jogszabalyok sajat meghatarozast hasznalnak a nanoanyagokra, mint példaul a
Kozmetikai Termékek Szabalyozasa és az Uj Elelmiszerek Szabalyozasa, mig masok egyaltaldn
nem rendelkeznek nanoanyag meghatarozassal, példaul az Elelmiszerekkel érintkez6
mianyagok Szabalyozasa.

Mivel a nanotechnolodgia fejlodésének koszonhetdéen folyamatosan Uj nanoanyagok jelennek
meg, ezért sziikségszerli a nanookotoxicitds szabalyozasanak fejlesztése zold technoldgiai
tervezés, fenntarthatd gyartas és robusztus kockéazatkezelés révén. Mindemellett a nanoanyagok
szabalyozasara vonatkoz6 reaktiv megkozelités helyett, tudomanyosan megalapozott, proaktiv
dontéshozatal sziikséges a nanotechnoldgia altali kornyezeti kihivdsok és lehetdségek
kezelésére (Fenntarthatosagi Igazgatdsag, 2025).

3.3. Nanoanyagok kornyezetre gyakorolt hatasai

A nanorészecskék a természetben két f6 formaban fordulnak eld. Lehetnek egy nagyobb méretii
anyagban vagy annak feliiletén rogzitve (példaul kompozitban, mikronizalt anyag feliiletének
részeként stb.), illetve lehetnek szabad nanorészecskék, amelyek mobilisak a kornyezetben és
az emberi testben is (Hansen és mtsai,, 2008). Utobbiak toxikoldgiai szempontbol
aggasztobbak. A nanorészecskék altal kivaltott hatasok komplexitasa részben abbol fakad, hogy
képesek kotddni és kolcsonhatasba 1épni  biologiai anyagokkal, mikdzben feliileti
tulajdonsagaik az adott kornyezettdl fiiggden valtoznak (Polonini és Brayner, 2015).

A nanorészecskék az id6 mulasaval kémiai valtozasokon, aggregacion és bomlasokon mennek
keresztiil a kornyezetben, melyek meghatarozzak azok sorsat, és végsd soron toxicitasukat
(Lowry és mtsai., 2012). Mivel a nanorészecskék tulajdonsagai és a kornyezeti tényezdk
befolyasoljak ezeket a folyamatokat, nehéz altalanositani a nanorészecskék toxicitdsat meg
enyhén eltéré kornyezeti feltételek mellett is (Lowry és mtsai., 2012; Riaz és mtsai., 2021;
Mishra €s Sundaram, 2023).

A kutatdsom szempontjabol kiemelt jelentdségili fém-oxid nanorészecskék, igy a cink-oxid
(ZnO) ¢s titan-dioxid (TiO2) nanorészecskék kiillonb6zd mechanizmuson keresztiil fejtik ki
toxikus hatasukat az é161ényekre. Mindkét nanorészecske tipus esetén jellemzd a reaktiv oxigén
szarmaz€k (ROS — Reactive Oxygen Species) képzes, igy elsdsorban a szuperoxid anionok
(O2¢—) és a hidroxil gyokok (¢OH) termelése. Ezek a rendkiviil reaktiv szdrmazékok képesek
karositani a sejtmembrant, a fehérjéket és a DNS-t, ami az ¢él6lények karosodéasahoz, illetve
pusztuldsahoz vezet. Mindemellett ezen fém-oxid nanorészecskék fotokatalizatorként
mukodnek UV-fénynek kitéve oket, mely erdsiti a ROS képzést, igy toxicitasukat (Hou és
mtsai., 2019; Dey €s mtsai., 2025; Takhar és Singh, 2025).

Ezen kiviil a nZnO oldédasa esetén Zn>" ionok szabadulnak fel, melyek a sejtfehérjékhez,
nukleinsavakhoz és egyéb komponensekhez kapcsolodva gatoljak a metabolikus aktivitést,
mely szintén sejthalalhoz vezethet (Bordin és mtsai., 2024; Dey és mtsai., 2025).

Ezzel szemben a titin-dioxid nem oldhato, emiatt a Ti*" ionok nem jarulnak hozza a TiOa
toxicitasahoz (Hou és mtsai., 2019).
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Ugyanakkor mindkét tipusu nanorészecske nagy fajlagos feliilete révén konnyen hozzéatapad a
sejtek membranjahoz, ahol elektrosztatikus hatdsok altal a lipidek peroxidacidjat, illetve a
membran karosodasat okozzak (Hou és mtsai., 2019; Dey és mtsai., 2025).

3.3.1. Nano cink-oxid és nano titan-dioxid hatasa a kornyezetre

3.3.1.1. Egy fajt alkalmazo tesztrendszerekben leirt hatasok

A nanorészecskék toxicitasanak felmérésére vonatkozé kutatasok szama rendkiviili mértékben
novekszik, igy a mar régdta alkalmazott nZnO és nTiO; hatasara vonatkozolag sok tanulmény
sziiletett egy fajt alkalmazo tesztrendszerekben.

A nZnO antibakteridlis hatdsat mind Gram-negativ, mind Gram-pozitiv baktériumok esetén
leirtak, tobbek kozott olyan patogén mikrobak esetén is, mint a Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Mycobacterium TB, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae (Dey és mtsai., 2025).

A nZnO mikroorganizmusokra gyakorolt hatdsair6l szo0l6 tanulmanyokat szemlélteti az M1.
tablazat.

A cink-oxid nanorészecskék novényekre gyakorolt hatdsdnak felmérése sordn pozitiv és negativ
hatasokat egyarant észleltek, melyet elsdsorban fizikai-kémiai jellemzoéik befolyasolnak
(Strekalovskaya és mtsai., 2024). Csirazés-, illetve novekedésserkentd hatasuk mellett tobben
leirtak, hogy novelik a klorofilltartalmat, emiatt gyakran alkalmazzak o&ket novények
novekedési folyamatainak stimuldlasara. Ugyanakkor a csirdzast, valamint a gyokér
novekedését gatlo, biomassza csokkentd hatasokrol is beszamoltak mar (M2. tablazat).

A nZnO talajlaké gerinctelenekre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatai alapjan a foldigilisztak
(Eisenia fetida, E. veneta) sejtmiikddési zavarain keresztiil azok novekedésére és szaporodasara
negativ hatast gyakorol a nZnO. Reprodukcios toxicitasrol szamolt be Samarasinghe €s
munkatarsai (2023) 500 és 1000 mg/kg nZnO esetén, mig 400 mg/kg nZnO az E. andrei
szaporodasat gatolta (Alves €s mtsai., 2019). A foldigilisztdkra szamitott ECso érték 160-360
mg/kg kozotti (Lahive és mtsai., 2023), azonban egyes leirasok szerint 300 mg/kg nZnO
elosegitette fiatal E. fetida egyedek noOvekedését (Valerio-Rodriguez ¢€s mtsai., 2020;
Strekalovskaya és mtsai., 2024).

A nZnO tovabba gatolja a fonalférgek, példaul a Caenorhabditis elegans €letképességét €s
szaporodasat (Wang ¢és mtsai., 2009; Zongiir és Er Zeybekler, 2024). Tovabba a
stresszvalaszokkal és az anyagcserével kapcsolatos gének expresszidjanak mértéke is valtozik
nZnO hatéséra (Strekalovskaya és mtsai., 2024).

Hasonl6 megallapitasra jutottak Al-Azzazy és munkatarsai (2024) néhany talajlako izeltlaba
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esetén a Folsomia candida (Collembola) mortalitasa jelentds mértékben ndvekedett, azonban
45 nap kitettség utan csokkent a toxicitds mértéke (Oleszczuk és mtsai., 2019). Emellett 4000
mg/kg nZnO esetén a reprodukcios rata jelentésen csokkent (Alves és mtsai.,, 2019;
Strekalovskaya €s mtsai., 2024).

A nZnO LCso értéke (egyedek 50%-anak letalitdsat okozd koncentracid) kisebb 0,1 mg/L-
nél ezért a korabban alkalmazott 67/548/EGK iranyelv szerint ,,rendkiviil mérgez6” anyagként
tartottak szdmon a vizi él6lényekre nézve (Kahru és Dubourguier, 2010). Az Egyesiilt
Nemzetek Szervezete altal kidolgozott és jelenleg érvényes vegyi anyagok osztalyozasanak és
cimkézésének globalisan harmonizalt rendszere (Globally Harmonized System; GHS) alapjan
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azonban mar a nZnO az ,,Akut 1. kategéridba” tartozik (mivel LCso értéke kisebb mint 1 mg/L)
(Egyesiilt Nemzetek Szervezete, 2023). Ugyanakkor a kiilonb6zd trofikus szintekhez tartozé
vizi €l6lényeknél tapasztalhato toxicitasa jelentdsen eltérhet (Adams és mtsai., 2006a; Heinlaan
¢s mtsai., 2008; Wong és mtsai., 2010; Xiong és mtsai., 2011; Wu és mtsai., 2019a).
Bondarenko és munkatarsai (2013) tanulménya szerint a kiilonb6z6 rendszertani kategoriak
esetén tapasztalt LCso értékek a kdvetkezok: baktériumok esetén (kiilonbozo fajok alapjan) 50—
1000 mg/L, algak esetén (kiilonboz6 fajok alapjan) 0,052—4,56 mg/L, rakfélék (Daphnia
magna) esetén 0,62-22 mg/L, tovabba halak (Danio rerio) esetén 1,79—4,92 mg/L kozotti (Wu
¢s mtsai., 2019a).

Hasonl6 eredményre jutottak Bordin és munkatarsai (2024) is, akik tanulménya alapjan vizi
okoszisztémaban a gerinctelenek a legérzékenyebb éldlények, melyet a baktériumok, algak és
gerincesek kovetnek nZnO-ra vonatkozolag. Ezen trofikus szintek esetén a legérzékenyebb
tesztorganizmusok kozott megemlitendd0 a Daphnia magna ¢és Paracentrotus lividus;
Escherichia coli és Vibrio fischeri, Scenedesmus obliquus és Isochrysis galbana; valamint
Danio rerio ¢és Rutilus caspicus. A toxicitdsi vizsgéalatok sordn tapasztalt eltérések
valdszinlisithetden a tesztelt egyedek érzékenységének eltérésével, valamint a kiillonbozé
kornyezeti tényezokkel (példaul a kozeg 0Osszetétele, pH-értéke, expozicidés idd) allnak
Osszefiiggésben (Wu és mtsai., 2019a).

AnTiO; kevésbé toxikus a nZnO-hoz képest, melyet a 10—100 mg/L kozotti LCso értéke alapjan
torténd korabbi ,karos”, illetve jelenlegi ,,Akut 3. kategoria” besorolasa is jelez (Kahru ¢és
Dubourguier, 2010). Ugyanakkor a nTiO»-t tobb teriileten alkalmazzdk széles-spektrumu
antimikrobidlis hatdsa miatt, melyet jelentdsen befolyasol a nanorészecske mérete, alakja,
szintézisének modja (Serov és mtsai., 2024).

A nTiO> antimikrobialis hatasaival kapcsolatos kutatasokat foglalja 6ssze az M3. tablazat.

A nTiO2 novényekre, illetve algdkra gyakorolt hatasanak felmérése sordn a nZnO-hoz
hasonldan a csirazas-, fotoszintézis aktivitas gatldsarol, valamint a biomassza csokkenésérdl
szamoltak be (M4. tdblazat).

A nTiOz gerinctelen, valamint gerinces allatokra gyakorolt hatasa szintén hasonlé a nZnO-hoz,
melyet az M5. tablazat szemléltet.

3.3.1.2. Mikrobialis kézdsségre gyakorolt hatasok

A nanorészecskék toxicitdsa nagy mértékben fiigg a kornyezeti jellemzoktdl (példaul kémiai
Osszetétel, pH, ionerdsség stb.), azonban a nanorészecskék is hatdssal vannak a kdrnyezeti
paraméterekre, ez altal kozvetetten is kifejthetik hatasukat az élélényekre.
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morfoldgiaja, toltése, feliiletkémidja) befolyasolja, ennek hatdsara azonban mobilisabbak a
kornyezetben (Peng és mtsai., 2017). A nZnO oldédésa soran Zn?>* ionok szabadulnak fel,
melynek hatdsara novekszik a talaj pH értéke (Tourinho és mtsai., 2012; Garcia-Gomez ¢és
mtsai., 2018b). A nZnO tovabba noveli a talaj viztartalmat és viztartd kapacitasat homoktalajok
esetén. Emellett javitja a porozitast, ami kedvezd a novények gyokerének fejlodése
szempontjabol (Bayat €s mtsai., 2018; Strekalovskaya és mtsai., 2024).

Bar a nanorészecskék egy adott fajra gyakorolt hatasarol sok tanulmany sziiletett, a mikrobialis
kozosségre gyakorolt hatasukrdl kevesebb informacid all rendelkezésre, és — az egy fajt
alkalmazo tesztekhez hasonléan — pozitiv és negativ hatasokrol egyarant beszamoltak.

20



Strekalovskaya ¢és munkatarsai (2024) tanulmanya alapjan a nZnO talaj mikroflorara gyakorolt
pozitiv hatésa kisebb koncentraciok (<250 mg/kg) esetén jellemzd, mig ennél nagyobb dozis
alkalmazasakor mar toxikus hatdsok jelentkeznek.

A nZnO talaj mikrobialis kozosségre, illetve annak aktivitasara gyakorolt hatdsat mutatja be az
M6. tablazat kiemelt kutatasok alapjan.

A nZnO-hoz hasonldan, a mikrobialis kzosségre, illetve annak aktivitasara gyakorolt pozitiv
¢s negativ hatasokrol egyarant beszamoltak nTiO> esetén is. Ezekbdl a kutatdsokbol néhanyat
kiemelve a fobb paramétereikkel az M7. tablazat szemléltet.

Az ¢lélények nanorészecskékkel szembeni érzékenysége modosulhat mas fajok jelenlétében
(Levy és mtsai., 2009), ennek ellenére kevés informaci6 all rendelkezésre a nanorészecskék vizi
Okoszisztémakra gyakorolt hatdsarol, kiilonos tekintettel az olyan kutatasokra, melyek a
nanorészecskék kiillonbozo tréfikus szintekrdl szarmazoé tesztorganizmusokra gyakorolt hatasat
vizsgalja adott rendszeren beliil (Bernhardt és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2019a).

Annak ellenére, hogy a mikrobidlis kozosség kulcsfontossagu eleme az Okoszisztémanak, a
nanorészecskék vizi mikrobialis kozosségek szerkezetére €s diverzitdsara gyakorolt hatdsara
vonatkozolag kevés informacié all rendelkezésre. Habar vannak a nanorészecskék folydk
(Barnes és mtsai., 2010; Londono és mtsai., 2017), patakok (Battin és mtsai., 2009), tengeri
torkolati iiledékek (Echavarri-Bravo és mtsai., 2015), talajvizek (Zabetakis és mtsai., 2015) és
harom svéd t6 (Farkas és mtsai., 2015) mikroflordjara gyakorolt hatdsara vonatkoz6 adatok, a
nTiO; és nZnO komplex vizi mikrobialis kdzosségekre gyakorolt hatdsanak vizsgalata tovabbi
kutatdsokat és 1) metodikai megkozelitéseket igényel.

Battin és munkatarsai (2009) az elsdk kozott bizonyitottak, hogy a felszini vizekben eléfordulo
nTiO, koncentracid a természetes UV-sugarzas szintje mellett jelentésen befolyasolja a
természetes mikroflorat (planktonikus fazisban és biofilmben 1évo sejteket egyarant).

Farkas és munkatarsai (2015) a nTiO» baktériumkozosségekre gyakorolt hatasat in situ vizsgalta
harom toban. Eredményeik alapjan a nTiO: hatdsara valtozott a bakterialis sejtsiirliség és
mikrobidlis aktivitds. Mindemellett a mikrobialis kozosségre kifejtett hatas eltérd volt a viz
kémiai paramétereitdl fiiggden.

Londono ¢és munkatarsai (2017) folyovizmintadkhoz 700 pg/L nTiO»-t €s 70 png/L nZnO-t adtak
kiilon-kiilon, illetve kombinalva a nanorészecskék vizi mikrobidlis kozosségekre gyakorolt
hatasanak vizsgalata céljabol. A nTiO; altali kezelés 6nmagaban nem okozott szignifikdns
hatést, azonban a nZnO, illetve a nZnO ¢és nTiO; egyiittes alkalmazasa jelentds hatast gyakorolt
a mikrobidlis k6zOsség szerkezetére, a kiilonb6z6 nemzetségek eloszlasara. A fajgazdagsag
eltolodasa baktériumok esetén nagyobb mértékili volt az eukaridtaknal tapasztalthoz képest.
Ezzel szemben Chen és munkatarsai (2022) tanulmanya alapjan a n'TiO2 nagyobb gatl6 hatast
fejtett ki eukariota algdkra, mint a cianobaktériumokra monokulturdk esetén. Hasonld
eredményre jutottak mikrokozmosz rendszerbeli vizsgalatok sordn, ahol a nTiO: enyhén
csokkentette a klorofill-a tartalmat, ugyanakkor jelentésen novelte a fikocianin mennyiségét.
Tovéabba a nTiO; destabilizalta az édesvizi mikrobialis kozosség Osszetételét, kiilondsen az
eukariota kdzosséget, azonban nem befolyasolta jelentdsen a prokaridta kozosség funkcionalis
diverzitasat.

Az eddigi tanulmanyok alapjan a természetes vizi mikrobidlis kozosségek érzékenyebbek a
nanorészecskékre, mint egy-egy baktérium torzs, ami jelzi ezen vizsgalatok fontossagat (Farkas
és mtsai., 2015; Londono és mtsai., 2017). Farkas és munkatarsai (2015) feltételezéseik alapjan
az egyes baktérium torzsekre gyakorolt hatdsok Osszege hatdrozza meg a komplex
baktériumkozosség sejtstirliségére €s aktivitasara gyakorolt hatast.
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Mindemellett azonban azok a tényezok, amelyek a mikrobialis kozosség egy részére toxikusak,
negativan befolyasolhatjdk az egész kozdsség mitkodését, megvaltoztatva a mikrobatorzsek
kozotti kolcsonhatasokat (Shade és mtsai., 2012).

Mindezek alapjan lathatdé, hogy a nanorészecskék mikrobidlis koézosségekre gyakorolt
hatasanak felmérése rendkiviil fontos. Erre vonatkozoélag kiilonb6z0 biokémiai és/vagy
molekularis technikdkra van lehetdség, azonban a Biolog EcoPlate™ moddszert csak néhany
tanulmanyban alkalmaztak, annak ellenére, hogy egy aranylag kis koltségli és gyors technika a
mikrobialis kozosség fizioldgiai profilozdsara (Community-Level Physiological Profiling,
CLPP) (Németh és mtsai., 2021).

Christian és Lind (2006) tobb szempontbol vizsgéalta a Biolog EcoPlate™ alkalmazasi
lehetdségeit édesvizi baktériumkdzosségek esetében, beleértve az inokulum denzitasat, az
inkubacios hdmérsékletet, a nem bakterialis eredetli szinfejlodést €és a szubsztrat szelektivitast.
Xie ¢és munkatarsai (2021) a kinai Tianmuhu-t6bol és annak feljebb 1évd, duzzasztott
foly6szakaszadbdl szarmazd mikrobidlis kozosség Osszetételét, diverzitdsat és metabolikus
aktivitasat vizsgalta Biolog EcoPlate™ segitségével, az antropogén tevékenységek, igy a
szennyezOanyag kibocsatds és a duzzasztds biodiverzitasra gyakorolt hatdsainak felmérése
céljabol.

Habar az emlitett tanulmdnyok alkalmaztdk a Biolog EcoPlate™ modszert, tobb fontos
paramétert nem kozoltek (példaul reagensek, mintaelokészités menete, inkubacios ido,
szamitasok pontos leirdsa), illetve altaldban csak néhany végpontot (tobbnyire az atlagos
szinfejlodési értéket (Average Well Colour Development, AWCD), gorbe alatti teriiletet (Area
Under the Curve, AUC) és a hasznositott szubsztratok szamat (Substrate Richness, SR))
értékelték. Mindemellett nanorészecskék hatdsanak felmérésére jellemzden csak 100 mg/L
feletti koncentraciok esetén alkalmaztak €s csak néhany esetben hasznéltdk 1 mg/L koriili dozis
esetén (Londono és mtsai., 2017; Németh és mtsai., 2021).

Mindezek figyelembevételével a Biolog EcoPlate™ alkalmas modszer lehet a nanorészecskék
mikrobidlis kozOsségekre gyakorolt hatasanak felmérésére akar kis nanorészecske
koncentraciok alkalmazasa esetén is, kiilonos tekintettel a beldle szarmaztathato kiilonbozo
végpontok révén.

A mikrobialis vizsgéalatokon beliil napjainkban egyre nagyobb szerepet kap a kvorum
érzékelésre, azaz a mikrobidlis kommunikéaciora gyakorolt hatds vizsgdlata. A kovetkezd
fejezetben ismertetem ennek a kutatdsi teriiletnek a hatterét, kiemelve a nanorészecskék
hatasvizsgalatdhoz kapcsol6dd néhany eredményt.

3.3.1.3. Bakteridlis kommunikacio és befolyasolasa nanoanyagokkal

A baktériumok egysejtli €éldlények, azonban kozdsségként képesek olyan komplex feladatok
elvégzésére, amit 6nalldban nem tudnanak véghez vinni. Ehhez sziikséges a sejtek kozotti
kommunikécio, mely szignalmolekuldk segitségével torténik. A kvorum érzékelés (Quorum
Sensing; QS), vagyis a sejt-sejt kozotti kommunikacio egy jelatviteli folyamat, mely fiigg a
sejtek slirliségétdl. A szigndlmolekuldk termelése és extracellularis térbe torténd kibocsatasa
folyamatos, de kicsi sejtkoncentracié esetén kevés az esélye, hogy az egyik sejt altal termelt
szignal egy masik sejten levd receptorhoz kotddjon. Receptorhoz vald kotddésiik azonban
fokozza 0jabb szignalok létrehozasat, emiatt autoinducer molekuldknak is nevezik dket (Waters
¢és Bassler, 2005). A baktériumkoldnia szaporodasaval egyre tobb sejt, egyre tobb szignalt
bocsat ki a kornyezetébe, és amikor a szekretalt jelmolekula (és a receptorokhoz kotddéstiik)
elér egy bizonyos koncentraciot, megvaltozik kiilonboz6 gének atirasa, illetve expresszidjanak
mértéke (Papenfort és Bassler, 2016).
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Ennek kovetkeztében a modosuld kornyezeti feltételekhez alkalmazkodva a baktériumok
Osszehangolt miikodésbe kezdenek, ami lehetdvé teszi kiilonbozd fizioldgiai folyamatok
l1étrejottét, mint a biolumineszcencia, patogenezis, bizonyos anyagok biodegradacioja,
motilitas, toxinok- és exopoliszacharidok termelése (Nealson és mtsai., 1970; Davies és mtsai.,
1998), valamint virulenciafaktorok, mint példaul a pioverdin, piocianin, rhamnolipid,
elasztazok, szideroférok és exotoxinok eldallitasa, melyek kozremiikddnek a biofilmek
kialakulasaban (Zhang ¢és Li 2016; Khan és mtsai., 2020b), igy idesorolva a biofilmképzést is.

A Gram-negativ baktériumok szignalmolekuldi az N-acil-homoszerin-lakton (AHL) tipusu
vegyiiletek (Whitehead és mtsai., 2001), mig Gram-pozitiv baktériumok esetében oligopeptid
makromolekulédk segitségével torténik a kommunikacio (Thoendel és Horswill, 2010). Tovabba
mindkét tipusban megfigyelték a nem faj specifikus autoinducer, furanozil-bor-diészter (Al-2)
molekulat is (Schauder és mtsai., 2001). Ezeken kiviil leirtak mar néhany egyéni, adott fajra
jellemz6 szignalmolekulat (McKnight és mtsai.,, 2000), mint példaul a Pseudomonas
aeruginosa PQS (Pseudomonas Quinolone Signal — Pseudomonas kinolon szignal) molekulaja
(Turan és mtsai., 2017), az Aeromonas Al-3 autoinducer molekuldja (Talagrand-Reboul és
mtsai., 2017), a Legionella pneumophila AHK (Alfa-Hidroxi-Keton) jelmolekulaja (Tiaden és
Hilbi, 2012), és a Xanthomonas campestris DSF (Diffuziés Szignal Faktor) molekuldja (Deng
¢s mtsai., 2014).

A legtobb Gram-negativ baktérium kvorum érzékelése AHL tipust szignalmolekula
segitségével megy végbe (Shaw ¢és mitsai,, 1997), mely molekula szintéziséért felelds
génszakasz a LuxI-LuxR rendszeren beliil talalhato.

Az Aliivibrio fischeri LuxI-LuxR kvorum érzékeld rendszerét tanulmanyoztdk elséként a
bakterialis kommunikécios rendszerek koziil, melyet késébb szamos tovabbi Gram-negativ
baktériumnal azonositottak. Ezen fajok mindegyike AHL-t, vagy AHL-homologot allit eld,
ugyanakkor csak a sajat jelmolekulaikat képesek felismerni, s arra valaszreakciot adni (Li és
Tian, 2012). Ilyen kommunikéacids rendszer példaul a ndvénypatogén Agrobacterium
tumefaciens Tral-TraR rendszere, illetve a Pseudomonas aeruginosa Lasl-LasR és RhlI-RhIR
rendszerei, melyek virulenciafaktorok kifejezodését szabalyozzak (Waters és Bassler, 2005).
A Lasl-LasR rendszer szignadlmolekulaja az N-3-oxo-dodekanoil-homoszerin lakton (C12-3-
ox0-AHL), mig az RhII-RhIR rendszeré az N-butanoil-homoszerin lakton (C4-AHL) (Netotea
¢s mtsai., 2009).

A Pseudomonas aeruginosa négy AHL-alapa, hierarchikusan egymas ala-folé rendelt QS
rendszerrel rendelkezik, melyek kolcsonhatasba léphetnek egymadssal (Pérez-Pérez és mtsai.,
2017). Ezek a rendszerek egyiitt szabalyozzdk a biofilmképzddéssel, antibiotikum-
rezisztenciaval, motilitdssal és vasmegkotéssel kapcsolatos gének expresszidjat (Wade és
mtsai., 2005; Lee ¢s Zhang, 2015; Khan és mtsai., 2020a).

A Pseudomonas aeruginosa kinolon szignalmolekuldja befolyasolja a baktérium virulencia
faktorainak (elasztdz, piocianin, ramnolipidek), illetve a sziderofor pioverdin termelését,
valamint a biofilmképzddésre is hatassal van. A kinolon mellett annak prekurzora is szignalként
funkcional (Shaw és mtsai., 1997).

A kvorum érzékelés befolydsolasaval szamos teriileten elényokre tehetiink szert. Novelhetjiik
a pigmenttermelés intenzitdsat, melyet festékanyagként hasznosithatunk az élelmiszer- és
textiliparban, tovabba antibakterialis hatasuk miatt a gyogyaszatban is (Narsing Rao és mtsai.,
2017). Emellett a biofilmképzés befolyasolasa révén jo oxigén- és tdpanyagellatottsagu biofilm-
granuldtumok hozhatok 1étre, melyekkel javithatd a szennyviztisztitas hatasfoka, csokkenthetd
annak koltsége (Zhang és Li, 2016).
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Mivel a biofilmek magukba foglaljdk a biotikus és abiotikus feliiletekre tapadt mikrobialis
sejteket és az altaluk termelt extracellularis polimer matrixot (EPS — Extracellular Polymeric
Substances) egyarant, igy a természetes vizekben, ¢€l6 szdovetekben, valamint az
ivovizhalozatban és az orvosi eszkdzokben megjelend sejttomeget is (Flemming és Wingender,
2010). A képzodott biofilmek karos hatast gyakorolnak a kiilonboz6 szilard anyagok feliiletére
(biokorrozid), ami nehézségeket okozhat tobbek kozott a szennyviztisztitasban, az élelmiszer-
¢s fémiparban (Beech, 2004; de Celis ¢s mtsai., 2022). Mivel a bakteridlis biofilmképzés QS-
szabalyozott folyamat (Ding és mtsai., 2011; Zhou és mtsai., 2020), ezért a QS-gatlé molekulak
alkalmazasa igéretes megoldas lehet a patogén mikrobak altali biofilmképzddéssel szemben
(Zhou ¢és mtsai., 2020).

A kvérum csillapitds (Quorum Quenching; QQ) soran a bakteridlis kommunikacié mértékét
csokkentik a szignalmolekuladk degradalasaval vagy manipulalasaval (Zamani €s mtsai., 2013).
Ez a mikrobak kozott természetes uton is végbemend folyamat (Dong és mtsai., 2007), ami
megakaddlyozza a nagy sejtstirliséghez kapcsolt folyamataik beinditasat. A kvorum csillapitast
eltéré gatléanyagok segitségével érik el, melyek kiilonb6zé mechanizmuson keresztiil tudjak
akadalyozni a sejtek kozotti kommunikaciot (Hayat és mtsai., 2019; Zhou és mtsai., 2020). Az
inhibitorok természetes vegyiiletek, vagy azok szintetikus szarmazékai is lehetnek, igy a
nanorészecskék is alkalmazhatoak erre a célra.

Az elmult évtizedben a nanorészecskék a bakteridlis kommunikaciéval kapcsolatos kutatasok
kozéppontjaba keriiltek kvorum csillapitoé hatasuk miatt (Naik és Kowshik, 2014; Al-Shabib és
mtsai., 2016; Prateeksha és mtsai., 2017; Samanta ¢és mtsai., 2017), s igy — antibakterialis
hatasuk révén egyarant — lehetdség nyilik gatolni az antibiotikum-rezisztencia kialakuldsat
(Dufour és mtsai., 2010; Slavin és mtsai., 2017). A fém-oxid nanorészecskék, mint kvérum-
gatlé anyagok a virulencia és a biofilmképzés csokkentése céljabol az elmult években keriiltek
fokuszpontba (Qais ¢és mtsai.,, 2018; Hayat és mtsai., 2019) egyéb, részletesebben
tanulmanyozott anyagok mellett (Shaaban és mtsai., 2019). Khan és munkatarsai (2020b)
szerint a fém nanorészecskék QS gatlo hatdsanak felmérése még kezdeti statuszban van;
azonban tovabbi atfogd, molekularis és genetikai szintli kutatasok sziikségesek annak
megertésére, hogy ezek a ,,nanofegyverek” miképp gatoljadk a QS rendszereket (Salkar és
Charya, 2023).

A QS inhibitor molekulak vizsgélata az egyik legintenzivebben kutatott teriilett¢ valt a
biofilmképzés megakadalyozasara iranyuld torekvések céljabol (Hayat és mtsai., 2019).

A Pseudomonas aeruginosa egy Gram-negativ, opportunista patogén baktérium, amely idealis
tesztorganizmus biofilmképzés vizsgalatara (Rasamiravaka és mtsai., 2015). A P. aeruginosa
fertdzoképessége révén képes akut és kronikus fertdzéseket okozni emberekben, allatokban,
novényekben. Human fertézések esetén nagy kockdzatnak vannak kitéve a 1égzdszervi és
immunhidnyos megbetegedésben szenveddk, illetve az égési és egyéb sériilésekkel rendelkezdk
(Lee és Yoon 2017; Garcia-Reyes és mtsai., 2020). Mindemellett a P. aeruginosa minden
kornyezeti elemben életképes, eléfordulasa kiilondsen vizekben, szennyviztisztitokban jelentds
(de Celis és mtsai., 2022). A P. aeruginosa biofilmképzésének gatlasardl szamoltak be Gomez-
Gomez és munkatarsai (2019b) nehézfém nanorészecskék esetén. Leirdsuk szerint a szelén és
tellur-alapt nanorészecskék a biofilm szerkezetének torzitdsaval csokkentették a biofilmképzés
mértékét. Tovabbd Garcia-Lara és munkatarsai (2015) tanulmédnya szerint a ZnO
nanorészecskék 1 mmol koncentracidban jelentdsen csokkentették a P. aeruginosa piocianin €s
elasztaz termelését, valamint gatoltak a biofilmképzést.

Mindezek figyelembevételével lathatd, hogy a nanorészecskék jelentds potenciallal
rendelkeznek a kiilonb6zd kvorum vezérelt folyamatok befolydsoldsara, igy a mikrobialis
kommunikéci6 csillapitasara, mely szdmos teriileten alkalmazhato.
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3.3.2. Nano grafén-oxid hatasa a kornyezetre

Kutatasom egyik célkitlizése volt a nano grafén-oxid (nGO) kornyezeti kockazatfelmérése vizi
Okoszisztémara szamos egy fajt alkalmazd 0kotoxikoldgiai teszt eredményeire alapozva, ezért
ebben a fejezetben hangsulyos szerepet kap a vonatkozd szakirodalom részletes attekintése.

A nGO kivételes fizikai-kémiai tulajdonsagai (nagy feliilet, magas mechanikai szilardsag,
kivalo elektromos vezetOképesség, optikai tulajdonsagok) miatt jelentds figyelmet kapott (Lu
¢s mtsai., 2009; Wang és mtsai., 2011¢c; Wang és mtsai., 2011a; Ge és mtsai., 2011a). Ennek
kovetkeztében szamos teriileten alkalmazzédk a nGO kiilonb6z6 tipusait, igy tobbek kozott az
orvostudomanyban, elektronikai eszkozokben, energiatdrolas céljara, valamint a
kornyezetvédelemben (Peng és mtsai., 2010; Sanchez és mtsai., 2012). Ugyanakkor tobb in
vitro €s in vivo tanulmany alapjan a nGO-k ¢és szdrmazékaik kiilonb6z6 karos hatdsokat
valthatnak ki az él6lényekben. Kiilonbozo tesztrendszerekben — beleértve a mikrobakat
(baktériumokat, gombakat és algakat), rakokat, novényeket, foldigilisztakat, halakat, egereket,
valamint human sejteket — vizsgalva dkotoxicitasukat, oxidativ stresszt, gyulladast, valamint
cito- és genotoxikus hatasokat figyeltek meg (Bianco és mtsai., 2022; Yadav és mtsai., 2022;
Németh és mtsai., 2023), azonban ezen tanulmanyok eredményei €és kovetkeztetései nagy
bizonytalansagokat mutatnak (Ge és mtsai., 2011a; Hu és mtsai., 2015; Sepahi és Azizi, 2024).
Mindemellett a grafén alapi nanorészecskék megzavarhatjdk a mikrobialis kozOsség
novekedését, szerkezetét, aktivitasat és sokféleségét (Németh és mtsai., 2023).

A nGO toxikus hatasat kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil fejti ki, igy példaul fizikai
roncsolas, oxidativ stressz (ROS) révén, valamint kdolcsonhatdsba 1épve a fehérjékkel,
lipidekkel és nukleinsavakkal, ezaltal zavarva a sejtfunkciokat és a jelatviteli folyamatokat (pl.
novekedési faktor, tumor nekrozis faktor), ami gyulladashoz, apoptdzishoz, illetve nekrozishoz
vezethet (Wang és mtsai., 2013; Ou és mtsai., 2016; Fahmi és mtsai., 2017; Dasmahapatra ¢s
mtsai., 2019; Malkova és mtsai., 2021; Zare és mtsai., 2021). Tovabba befolyasolja az aminosav
metabolizmust (Li és mtsai., 2018b) €s a vas ionok megkotése révén vashidnyt idézhet el6 (Yu
¢s mtsai., 2017).

A nGO toxicitasat befolyasoljak annak fizikai-kémiai tulajdonsagai, igy a mérete, morfologiaja,
a feliileti funkcids csoportjai és toltése (Ou és mtsai., 2016; Foller és mtsai., 2021; Ghulam és
mtsai., 2022; Sepahi és Azizi, 2024). Méretiik €s alakjuk jelentésen befolyasolja a sejtek altali
felvehetdségiiket, a sejten/szervezeten beliili eloszlasukat és reakcidképességiiket, tovabba
kivalasztasukat (Wang €s mtsai., 2013; Francia és mtsai., 2020; Rajakumari és mtsai., 2020; Li
¢és mtsai., 2021a).

A kisebb nanorészecskék toxicitdsa nagyobb, mint a nagyobb méretiiecké (Ghulam ¢és mtsai.,
2022). Gurunathan ¢és munkatirsai (2019) tanulmdnya szerint, a 20 nm nagysagi nGO
részecskék nagyobb mértékben gatoltak a vizsgalt Leydig és Sertoli-sejtek életképességét és
szaporodasat, tovabba intenzivebb reaktiv oxigén szarmazék (ROS) képzddést okoztak a 100
nm-es nGO részecskékhez képest. Ugyanakkor mindkét méreti nGO csokkentette a
mitokondrialis membranpotencialt és DNS-karositas mellett apoptozist okozott (Gurunathan €s
mtsai., 2019). Liao és munkatarsai (2011) leirasa alapjan a kisebb méretii GO nanorészecskéek
hemolitikus aktivitdsa nagyobb volt a nagyobb méretli, aggregalddott grafénlemezekéhez
képest.

A nanorészecske alakja is fontos tényezd a sejtekbe torténd bejutds, illetve toxicitds
szempontjabol. A lemezes szerkezetii GO konnyebben keresztiil jut a sejtmembranon a tobbi
formahoz (pl. pehely, szalag) képest, igy citotoxikus hatdsa is nagyobb. Ezzel szemben a
szalagszerli GO jelentésebb mértékti DNS karosodast okoz, igy genotoxicitasa is erdsebb
(Akhavan és mtsai.,, 2012; Wang és mtsai., 2013). Mindemellett megemlitendd, hogy a
szabalytalan alaki GO-lemezek lassabban {riilnek ki a szervezetbdl, ami hosszabb
expozicidhoz, ez altal nagyobb toxicitashoz vezethet.
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Ezzel szemben a gomb alakhoz leginkabb hasonlité nanorészecskék gyorsabban tdvoznak a
szervezetbdl, igy potencialis toxicitasuk is kisebb (Egbuna és mtsai., 2021; Sepahi és Azizi,
2024).

A GO feliiletkémidja is jelentdsen befolyasolja azok toxicitasat, ugyanis Pelin és munkatarsai
(2017) kisérletei soran a kevésbé oxidalt vegyiilet kisebb citotoxikus hatassal rendelkezett, mig
a legnagyobb oxidacios szinttel rendelkezé formanak nagyobb plazma- és mitokondrialis
membrankarositd hatasa volt. Emellett a toltésiiknek is nagy szerepe van, ugyanis befolyasolja
azok sejtmembranokhoz valo affinitdsat, ami eltérd felvételt és toxicitast eredményez (Sepahi
¢s Azizi, 2024). A pozitiv toltésii lemezeket tobbek kozott fagocitdzis és klatrin-medialt
endocitdzis utjan veszik fel a sejtek, mig a negativ toltésii lemezek fagocitozis és szulfat-
receptor-medialt endocitozis révén jutnak at a membranon (Li és mtsai., 2021a).

Grafén-oxid és redukalt grafén-oxid nanorészecskék esetén is kimutattak azok ROS termelés
altali citotoxikus hatasat Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok esetén egyarant (Akhavan
¢és Ghaderi, 2010; Efremova és mtsai., 2015). Akhavan és Ghaderi (2010) tanulmanya alapjan
a grafén-oxid nanofalak éles ¢€lei megsértették a baktériumok membranszerkezetét, ami a
sejtalkotok kidramlasahoz vezetett. A hatasmechanizmus alapjan a Gram-negativ Escherichia
coli baktérium kiils6é membranja révén ellenallobb volt a grafén-oxiddal szemben a Gram-
pozitiv Staphylococcus aureus baktériumhoz képest. Tovabba a redukalt grafén-oxid
nanorészecskék toxikusabbnak bizonyultak a nem redukélt forméhoz képest (Akhavan és
Ghaderi, 2010). Hasonl6 megallapitasra jutottak Mokkapati és munkatarsai (2018), akik szintén
a redukalt nGO format talaltak toxikusabbnak a nem redukalt forméhoz képest, Bacillus subtilis
¢s Pseudomonas aeruginosa fajokra nézve agar taptalajon. Vizsgalataik soran azonban a Gram-
negativ P. aeruginosa volt érzékenyebb a Gram-pozitiv B. subtilis-hez képest, sot, utobbi
szaporodasat még serkentette is 0,01-0,08 mg/L koncentracioban a GO. Yin és munkatarsai
(2020) héarom zoldalga (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Chlamydomonas
reinhardtii), egy cianobaktérium (Microcystis aeruginosa), és egy kovamoszat (Cyclotella sp.)
fajon vizsgalta a GO hatasat. Eredményeik alapjan 10 mg/L koncentracidban jelentdsen
csokkent mindegyik faj szaporodasi ratdja, melynek okaként a megnovekedett oxidativ stresszt
és membran permeabilitast tulajdonitottdk. A legérzékenyebb fajnak a S. obliquus bizonyult,
mig a leginkabb tolerans a C. reinhardtii volt.

Srikanth és munkatarsai (2018) a GO nanorészecskék kék naphal sejtekre gyakorolt
koncentracio- és 1dofliggd citotoxikus hatdsat irta le. Vizsgalataik sordn a nagyobb nGO
koncentracio és a hosszabb expozicios 1d6 nagyobb mértékii ROS termelést okozott.

A nGO akut és kronikus toxicitast valtott ki a Ceriodaphnia dubia édesvizi vizibolha esetében.
A hosszan tartd expozicid csokkentette az utddok szdmat és a taplalkozasi ratat, valamint
novelte a ROS-termelést (Souza és mtsai., 2018). Hasonloképpen Daphnia magna vizibolha
esetén is fokozott ROS termelést idézett eld, noha szinte az 6sszes ROS tavozott 24 6ran beliil
(Lv és mtsai., 2018). Zhang és munkatarsai (2019) Daphnia magna tesztorganizmuson végzett
vizsgalatai alapjan a nGO LCso értéke 84,3 mg/L volt 48 ora elteltével, mig 21 nap elteltével
grafénnak kitett D. magna egyedekben tomegiik 1%-anak megfeleld mennyiségli grafén
halmozodott fel. Fekete-Kertész és munkatarsai (2020) vizsgélatai alapjan a halélozési arany
20%-kal, mig az immobilitasi arany 10%-kal novekedett 50 mg/L nGO-nak kitett D. magna
egyedek esetén 48 ora expozicios id6 elteltével. Tovabba egyéb szubletalis végpontokat is
vizsgéltak 3-50 mg/L. koncentracidtartomanyban, és tapasztalataik alapjan ndvekedett a
taplalkozasi aktivitas és a szivverés gyakorisdga a D. magna egyedekben. Mindezek mellett a
ROS termelés is koncentracio aranyosan novekedett.
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Zebradanio embrio fejlodésére kisebb koncentracioban (100300 mg/L) nem volt jelentds
hatassal a GO, azonban nagyobb koncentracio (400—1000 mg/L) esetén jelentdsen megnott az
embriok haldlozasanak mértéke. Tovabba a GO fokozta a szivverést €s az apoptdzist, valamint
és sziv- és érrendszeri rendellenességeket okozott, tovabba csokkentette a hemoglobin termelést
(Bangeppagari és mtsai., 2019).

Feln6tt zebrahalakra gyakorolt hatdsuk felmérése sordn megallapitottak, hogy 1-50 mg/L
koncentracioban alkalmazva a mdj és a bélrendszerben 1év0 sejtek bomléasat okozza. Tovabba
fokozza a szuperoxid-dizmutaz és kataldz enzimek aktivitasat (Souza és mtsai., 2019).

A zebrahalak ¢és egerek bélmikrobiotdjanak megvaltoztatdsan tal a human bélmikroflora
Osszetételét is modositja a nGO. Egy in vitro végzett kisérlet soran 25 mg/L nGO csokkentette
a Bacteroidota torzs tagjainak szamat, mig a Firmicutes és Bacteroidota aranyt novelte.
Emellett gatolta az aminosavak és szénhidratok hasznositasat, tovabba csokkentette a Gamma-
amino-vajsav ¢s az 5-hidroxi-indol-3-ecetsav szintézisét. 250 mg/L nGO kezelést kdvetden a
Bacteroidota torzsbe tartozd Bacteroides, Dysgonomonas €és Parabacteroides nemzetségek
eléfordulasa volt gyakori. Ezen eredmények alapjan a nGO jelentds hatast gyakorol a bél
mikrobialis k6zdsségének Osszetételére és anyagcseréjére (Couvillion és mtsai., 2023).

A GO okotoxikologai hatasat vizsgalod tanulmanyok tobbnyire egy fajra 0sszpontositottak, €s
viszonylag kevés tanulmany sziiletett a mikrobialis kozosségre gyakorolt hatasuk felmérésérol,
pedig egyes beszamoldk szerint megvaltoztatjak a kozosség szerkezetét és aktivitasat, példaul
a szén- és nitrogén anyagcseréhez kapcsolodd metabolikus aktivitast (Braylé és mtsai., 2022).
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kontaktidd elteltével (Ahmed és Rodrigues, 2013). Hasonlé hatéast figyeltek meg 48 ora
expozicids 1d6 utan folyok és tavak vizébdl szarmazo mikrobidlis kdzdsség esetén is. Fontos
azonban megjegyezni, hogy nyaron nem észlelték a hatast, ami szintén bizonyitja, hogy a
kornyezeti paraméterek jelentdsen befolyasoljak a GO toxicitasat (Ko és mtsai., 2019).

A nitrifikacio6 gatlasarol szamoltak be szennyviztisztito telepek esetén 45 napig tarté 100 mg/L
nGO kezelésnek vald kitettség esetén, azonban 60 nap elteltével helyredllt a nitrifikacios
aktivitas, mely a kozosség szerkezetének valtozasaval és alkalmazkodasaval magyarazhato
(Lian és mtsai., 2020). Szintén a szennyviztisztitoban 1év6 mikrobak6zdsség nitrit- €s nitrat-
reduktdz enzimaktivitdsanak cs6kkenésérdl szamoltak be Zhang ¢s munkatarsai (2024), melyet
a fokozott oxidativ stressznek tulajdonitottak.

A metantermelés fokozddasat figyeltetk meg anaerob koriilmények kozott 3 mg/L
esetén 8 nap elteltével (Li és mtsai., 2021b). Tovabba 10, 20, és 30 mg/L redukalt GO esetén
45 nap elteltével szintén ndtt a metantermelés, mely a Methanoculleus fajok szdmanak
novekedésével all 6sszefliggésben (Muratgobanoglu és mtsai., 2021).

Ugyanakkor a metantermelés csokkenésérdl szamoltak be Dong és munkatarsai (2019) 2,16 és
43,2 mg/L nGO esetén. Tovabba kimutattak, hogy a GO-nak jelentds affinitdsa van a szerves
szubsztratok felé, ami csokkenti azok biologiai hozzaférhetdségét.

Evariste ¢s munkatarsai (2021) a szerves anyagok lebontasahoz kapcsolodd mikrobidlis
aktivitds valtozast vizsgaltdk vizi mikrobialis k6zosség esetén, amely 0,1, 1 és 10 mg/L
esetén nott az aktivitas 48 ora elteltével, azonban 144 ora expozicids 1d0 elteltével mar nem
volt észlelhetd az aktivitas valtozas.
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Mikrobialis kozosségek esetén az egyik leggyakrabban vizsgalt végpont a novekedési rata,
amely kifejezhetd a sejtek szaménak, a biomasszanak vagy a DNS-mennyiségének
valtozasaval. A grafén alapu nanorészecskék altalaban negativan befolydsoljak a mikrobidlis
kozosségek novekedését.
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gatolta az eleveniszapban 1évé mikrobak szaporodasat, tovabba 100-300 mg/L koncentracio
esetén csokkent a mikrobakozosség €letképessége. Tovabba 35 és 95 mg/L nGO esetén 7 nap
elteltével csokkent az extrahalhatdo DNS mennyisége (Kedves és mtsai., 2020). A talajban 1évo
biomassza csokkenésérdl szamoltak be (a DNS mennyisége alapjan) Ge €s munkatarsai (2016)
1 g/kg dozisu grafén alkalmazasa esetén 1 €v elteltével. Tovabba szintén a talaj biomasszéjanak
csokkenését irtak le Chung €s munkatarsai (2015) 7 nap expozicios ido elteltével 0,5 és 1 mg/kg
nGO esetén, habar az helyreallt 13 és 59 nap elteltével.

Osszességében a GO altal a mikrobialis kozosségekre gyakorolt negativ hatas elsédleges
okanak az oxidativ stresszt tulajdonitjak (Ahmed és Rodrigues, 2013; Ko és mtsai., 2019; Li és
mtsai., 2019).

Zhang ¢és munkatarsai (2024) vizsgalatai alapjan a GO nanorészecskék hatisara a
szennyviztisztokban 1évd fonalas baktériumok jelentds mértékben elszaporodtak, ami &ltal
romlott az iilepedés hatékonysaga.

A mikrobialis kozosségek aktivitasat, diverzitasat és életképességét kiillonb6zé mérdszamokkal
jellemzik. Az alfa-diverzitas a kozosségen beliili taxonok gazdagsagat és/vagy egyenletességét
jelenti, melyet eltéré indexekkel (példaul Shannon, Simpson) szamszertsitenek, és gyakran a
16S rRNS gének szekvenaldsa alapjan szarmaztatjak (Braylé és mtsai., 2022).

A grafén-oxidok alfa-diverzitasra gyakorolt hatdsa vizsgdlata sordn eltéréd eredmények
sziilettek. Rovid tavl (30 napos) talajvizsgalatok esetén nem mutattak ki valtozast az alfa-
diverzitasban (Kim és mtsai., 2018; Forstner és mtsai., 2019a; Forstner és mtsai., 2019b), mig
diverzitas (kiilonosen Shannon-index) novekedést tapasztaltak anaerob koriilmények kozott 5,
10 és 15 mg/L nGO esetén (Li és mtsai., 2021b), tovabba eleveniszapban 25 mg/L nGO dozist
alkalmazva (Yujie és mtsai., 2020), illetve talajokban 5 g/kg nGO esetén 90 nap (Du és mtsai.,
2015), mig 300 mg/kg dozis esetén 360 nap elteltével (Wu és mtsai., 2021).

Ugyanakkor tobb esetben az alfa-diverzitas csokkenésérdl szdmoltak be. Kadmiumot és 1-2
g/kg GO-t tartalmazo talaj mikrobialis aktivitasdnak vizsgélata soran csupan a Shannon-index
valtozott 60 nap kontaktidd elteltével (Xiong €s mtsai., 2018). Szennyviztisztitd reaktorok
esetén 100 mg/L nGO koncentraci6 altal csokkent a Shannon-index 45 nap elteltével, mely 60
nap utan helyreéllt (Lian és mtsai., 2020). Tovabba tobb index (egyenletesség, Shannon-index)
csOkkenését figyelték meg 7 nap GO-nak valo kitettség utan iiledékekben (Li és mtsai., 2020).
Du és munkatarsai (2020b) megfigyelései alapjan, 50 mg/kg redukalt GO 90 napig csokkentette
jelentds mértékben az alfa-diverzitast. Song és munkatarsai (2018) tanulménya szerint a 10 €s
100 mg/kg grafénnek kitett mikrobak6zdsség alfa-diverzitasa csokkent 7 €s 15 nap elteltével,
azonban hosszabb expozicios 1d6 esetén a diverzitas novekedését figyelték meg. A diverzitas
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mikrobak6zosség kisebb grafén-koncentraciohoz valo alkalmazkodoképességére utal.

28



Az alfa-diverzitast jelz6 mérészamok (Shannon- és Simpson-index) azonban helyrealltak 18
nap elteltével egy 3 mg/L nGO-nak kitett anaerob reaktor esetén (Wang és mtsai., 2021b). Ezek
az eredmények 0sszhangban vannak a mikrobialis ndvekedés és biomassza mennyiség esetén
tapasztalt hatasokkal, amelyek alapjan a konzorcium képes volt kisebb nGO koncentraciohoz
alkalmazkodni (Jia és mtsai., 2019).

A béta-diverzitas a kozosségek szerkezetei kozotti kiilonbségeket jelzi, melyet tobbnyire a
kontroll ¢és kezelésnek kitett mikrobialis kdzosségek strukturalis eltéréseinek kimutatasara
hasznalnak. Dozisfiiggd hatast figyeltek meg 10, 100 és 1000 mg/kg grafénnak Kkitett
talajk0zosség esetén, azonban 60 nap elteltével helyreallt a mikroflora szerkezete (Ren és
mtsai., 2015). Mas tanulmanyok jelentdsebb eltéréseket irtak le grafén-oxid és redukalt grafén-
oxid esetén, a talaj- illetve tiledéklako mikroflora helyreéllasa nélkiil (Forstner €s mtsai., 2019a;
Du és mtsai., 2020b; Li és mtsai., 2020; Wu és mtsai., 2021), melyeknél jelentésen befolyasolta
a hatast a szennyezdanyag tipusa, koncentracidja és az expozicids id6. Hasonld megfigyelést
tapasztaltak Evariste és munkatarsai (2021), akik kovamoszatokbol és baktériumokbol allo
biofilmben észleltek szerkezeti eltéréseket 10 mg/L GO esetén, mig redukalt GO alkalmazasa
nem okozott jelentds valtozast. Tovabba vizi 6koszisztéma esetén a bentikus és a planktonikus
mikrobidlis k6zosség szerkezetének valtozasat irtak le Evariste és munkatarsai (2020) 0,05 ¢és
0,1 mg/L GO és redukalt GO esetén. Ezek a tanulmanyok aldtamasztjak, hogy a grafén-alapu
nanorészecskék csokkentik a kevésbé tolerans fajok szdmat, ami befolyasolhatja a mikrobidlis
kozosségek kozti kdlcsonhatasokat is, példaul versenghetnek szénforrasokért, és megzavarhatja
az elemek korforgasat (Lian és mtsai., 2020; Braylé és mtsai., 2022).

A grafén-oxid nanorészecskék Okotoxicitasara vonatkozd tanulmanyok alapjan elmondhato,
hogy elsdsorban egy fajt alkalmaz6 laboratoriumi tesztek alapjan vizsgaltak hatdsukat, mig
annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 kornyezeti elemekben eléfordulnak, még hidnyosak az
ismeretek a potencidlis kornyezeti kockazatuk jellemzésére. Az egyes tanulmanyokban
ellentmondasos eredményekrdl szamoltak be, mely leginkabb azzal magyaradzhato, hogy a
nanorészecskék toxicitasat jelentdsen befolyasoljak az adott nanorészecske jellemzéi és a
kornyezeti paraméterek. Ennek kovetkeztében sziikségesek olyan vizsgalatok, melyek
relevansabb kornyezeti feltételek kozott vizsgaljak a nanorészecskék hatasat, példaul tobb fajt
alkalmaz6 mikro- és mezokozmosz rendszerekben (Fekete-Kertész €s mtsai., 2023; Németh és
mtsai., 2023). Ez kiilonosen fontos, mivel a grafén-oxidot, illetve egyéb nanorészecskéket
esetenként kozvetlentil juttatnak a kornyezetbe, példaul policiklusos aromas szénhidrogénekkel

.....

Doktori munkamban a kornyezeti kockazatfelméréshez kapcsolodo kutatasok mellett
vizsgaltam a nanoanyagok (a nano cink-oxid) hatasat kornyezeti kockéazat csokkentését célzo
bioremediacids technologia fejlesztés kapcsan is. A kovetkezd fejezetekben ennek a
témateriiletnek a szakirodalmi hétterét ismertetem.

3.4. Nano-bioremediacid

A kiilonboz6 kdrnyezeti elemek, igy a talajok szennyezdanyag tartalmanak csokkentésére eltérd
modszereket alkalmazhatunk, melyek lehetnek fizikai, kémiai, termikus, illetve biologiai
alapokon nyugvo6 technikak.

A talajmosas (oldoszer extrakcid) (Von Lau és mtsai., 2014), fitoremediacid, fotokatalitikus
degradacio, elektrokinetikus remediacié (Gan és mtsai., 2009) és a kémiai oxidacié (Ranc és
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mtsai., 2017) a leggyakrabban alkalmazott modszerek kozott vannak, de termikus remediaciot
is alkalmazhatunk példaul policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-ok) eltavolitasara (Chou
¢s mtsai., 2010; Ranc és mtsai., 2017).

Tovébbi, kornyezetbarat megoldast kinaldé modszerek lehetnek a biodegradacion alapulo
bioremediacios technikék (Gan és mtsai., 2009), bar a nehezen bonthat6 tobbgytirtis vegyiiletek
esetén sok esetben a biodegradacid intenzifikdldsa sziikséges. A szennyezett teriileten
végbemend biodegradacié hatékonysaga ndvelhetd mikroorganizmusok és/vagy enzimek
hozziadasaval példaul oltdbanyag formajaban (Muter, 2023), mely technikat
bioaugmentacionak neveziink (Gao és mtsai., 2022).

Az enzim-alapu bioremediacid egy hatékony eljaras lehet a rekalcitrans xenobiotikumok
(antropogén eredetli szennyezdanyagok) szennyezett kozegbdl, kdrnyezetbarat modon torténd
eltavolitasara (Sharma és mtsai., 2018).

A kozelmultban 1j, nanoanyagokat alkalmazd technikdk jelentek meg, melyek igéretes
lehetséget teremtenek a kiilonb6z6 szennyezdanyagok altali kornyezeti kockézat
csOkkentésére (Eldos és mtsai., 2022), igy a szennyezett teriiletek tisztitdsara és a szennyezés
kontrollalasara (Kuppusamy és mtsai., 2016).

A nanorészecskék kis részecskeméretiiknek és kiilonbozo feliileti bevonatuknak kdszonhetden
sz¢lesebb korben el tudnak terjedni a nagyobb részecskékhez képest. A talajszemcsék porusain
keresztiil aramolva eljuthatnak olyan nehezen hozzaférhetd helyekre is (pl. viztartd rétegek),
amik a hagyomanyos eljarasokkal csak koltségesen érhetéek el, igy alkalmasak in situ
kezelésekre (Tratnyek és Johnson, 2006; Yoon és mtsai., 2018). Ennek kdszonhetden segitségiil
szolgalhatnak talajremediacids célokra, és az egyik legdinamikusabban fejlodo technikai
megoldasnak tekinthetd alkalmazasuk a szennyezdanyagok eltdvolitidsara mas modszerekkel,
példaul a bioremediacioval kombinalva (Huang és mtsai., 2016).

A nanoanyagok és/vagy nanotechnoldgia, valamint a bioremedidcios eljaras egylittes
alkalmazasat nano-bioremediacionak nevezziik (Chauhan és mtsai., 2023). Cecchin ¢és
munkatarsai (2017) szerint a nano-bioremediaci6 soran nanorészecskéket és mikrobakat vagy
novényeket alkalmaznak a szennyezOanyag eltavolitdsdra, mig masok az alkalmazott
organizmus alapjan kiilonboztetik meg az eljarast, igy beszélhetiink fito-, allati-, valamint
mikrobidlis nanoremediaciorol (El-Ramady és mtsai., 2017; Vazquez-Nufiez és mtsai., 2020).
Emellett Ramezani és munkatarsai (2021) baktériumok altal eléallitott nanorészecskék és/vagy
egyéb nanoanyagok altali szennyezlanyag (pl. nehézfémek, szerves ¢&s szervetlen
szennyezOanyagok) eltavolitdst nevezték nano-bioremedidcionak; hasonléan Biswal-hoz
(2023), aki szerint nano-bioremedidcid esetén a szennyezOanyag eltavolitasa céljabol
alkalmazott nanorészecskék eldallitasa biologiai uton torténik nodvények, baktériumok,
gombak, algak segitségével.

Béarmely terminologiat is hasznaljuk a bio-nanoremediiciora, kdrnyezetbarat technologia révén
nagy potenciallal rendelkezik a kiilonb6zd kozegekben eléforduld szennyezdanyagok
koltséghatékony csokkentésére vonatkozolag, mely kevés toxikus melléktermékkel, karos
kovetkezménnyel jar, szemben egyéb fizikai-kémiai technikakkal, melyek koltséges és nehezen
monitorozhatd eljarasok (Ghosal és mtsai., 2016; Russo €s mtsai., 2020; Chaudhary és mtsai.,
2023; Rajput és mtsai., 2023).

Szamos technika all rendelkezésre a nano-bioremediaciora, ideértve a nanorészecskék altal
fokozott mikrobialis aktivitason alapuld biodegradacid sebességének novelését (Chauhan és
mtsai., 2023; Gupta és mtsai., 2024), a nanorészecskék altal immobilizalt mikrobidlis sejtek és
enzimek hasznalatat, a nanorészecskék altal kdzvetitett elektrontranszfert, valamint az integralt
nano-biodegradéaciot, amely a nanoanyagok eltérd hatdsmechanizmusainak és a kiilonbzd
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biodegradacios utvonalaknak egyiittes alkalmazasa a komplex PAH-remediacié érdekében (4.
abra) (Gupta és mtsai., 2024).

PAH degradacio

PAH —nanorészecske ltal immobilizalt enzim
interakcio

PAH —mikroba interakdio

Nano-bioremediacios
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4. abra: Nano-bioremedidcios technikak (Gupta és mtsai., 2024 nyoman)

Emellett a nanorészecskék az aldbbi moddokon is kifejthetik hatasukat szennyezOanyag
eltavolitasa céljabol (Ansari és mtsai., 2023):

1.

3.

Nagy feliiletiik és reaktivitasuk révén képesek a felszinlikon adszorbedlni és
immobilizalni a szennyezOanyagokat. Példdul 12 nm &tmérdjii FesO4 részecskéket
alkalmaztak arzén eltavolitasara vizbdl (Yoon és mtsai., 2018).

A detoxifikacios szakasz beinditja és katalizalja a kiindulasi mérgezd vegyiiletek
szétesését, amely kevésbé toxikus melléktermékek keletkezéséhez vezet. A
leggyakoribb ilyen folyamatok kozé tartoznak az oxidacids-redukcids reakciok, mint a
fotokatalitikus TiO> nanorészecskék altali szerves anyag oxidacidé vagy nano zéro-
vegyértékli vas (nZVI; nano Zero-Valent Iron) redukcié (Fajardo és mitsai., 2019;
Abdelraheem ¢€s mtsai., 2020).

A nanorészecskék javitjdk a szennyezOanyagok biologiai hozzaférhetdségét ¢és
hozz4jarulnak a szennyezOanyagok tovabbi, bioldgiai bontdsahoz. Casals ¢s
munkatarsai (2014) anaerob bontasi folyamat soran Fe3Os nanorészecskéket
alkalmaztak ion-forrasként, hogy a biogaz termelést fokozzak.

Mindemellett a nanotrdgydk és nanodsvanyok biostimulacid révén is hozzajarulhatnak a

"o

hatékony szennyezdanyageltavolitashoz, mig a z6ld szintézissel eldallitott nanooxidaloszerek
alkalmasak példaul PAH vegytiletek oxidacigjara (Kuyukina és mtsai., 2021).

A nanoanyagok segitségével torténd bioremediacio altali PAH eltavolitast vizsgalva, tobb
nanorészecskét (beleértve ZnO-t, TiO»-t) illetéen leirtdk, hogy fémes-szervesanyagos
térhalokként (metal-organic framework, MOF) javitjdk a PAH eltavolitds hatékonysagat
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(Alvaro ¢és mtsai., 2007; Russo ¢és mtsai., 2020; Eldos és mtsai., 2022; New ¢s mtsai., 2023).
Habar a mikrobak ¢és a nanorészecskék kozotti kdlcsonhatas dsszetett a PAH-ok adszorpcidja
soran, elsdsorban a PAH-ok molekulaszerkezetével kapcsolatos (Gupta és mtsai., 2024).

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a nanorészecskék talajremediacids céllal torténd
hasznélata kedvezdtlen hatasokat is okozhat. Ge és munkatarsai (2011b) leirtdk, hogy a ZnO ¢és
Ti0; nanorészecskék veszélyeztették a talaj mikroflorat, mivel csokkentették a mikrobialis
fajgazdagsadgot és a biomasszat. Ezért nélkiilozhetetlen a nanoanyagok — technolodgiai
hatékonysaganak értékelése mellett — a lehetséges negativ kdrnyezeti hatasainak értékelése, igy
a talajlako ¢élélényekre, a ndvényzetre és az emberi jolétre egyardnt. A karmentesitési
technologiak tervezésénél figyelembe kell venni a nanoanyagok 6kologiai és talajtani hatasait
(New és mtsai., 2023).

Mivel doktori kutatdsom egyik f6 része egy enzimalapti bioremediacids technologia
fejlesztéshez kapcsolddik policiklusos aromas szénhidrogénekkel szennyezett talajokra, a
kovetkezd fejezetben ennek szakmai hatterét foglalom 6ssze a szakirodalom alapjan.

3.4.1. Policiklusos aromas szénhidrogének

3.4.1.1. Policiklusos aromas szénhidrogének jellemzése

A policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-ok) szerves vegyiiletek, amelyek kornyezeti
koriilmények kozott tobbnyire szintelen, fehér vagy sargas kristalyos, szilard anyagok.
Legalabb két kondenzalt aromés gytiribol allnak, melyek egymashoz képest linearisan, szoget
bezarva vagy csoportosan helyezkednek el (Baskaran és Byun, 2024; Femi-Oloye és mtsai.,
2024; Sombiri és mtsai., 2024; Venkatraman és mtsai., 2024). A levegében kozel 500 PAH
vegyiiletet azonositottak (Law €s mtsai., 2022); a tobb, mint 100 ismert PAH alapvegyiilet és
azok szarmazekaik alapjan (Zhang és mtsai., 2022) PAH-ok szdma meghaladja a 10000-et
(Nowakowski €s mtsai., 2022).

Az aromds gylirlik szdma alapjan megkiilonboztetiink kis molekulatomegii (Low Molecular
Weight; LMW) PAH-okat, melyek 2-3 gytiriit tartalmaznak, mig a 4 vagy annal tobb gytirlibol
allo vegyiileteket nagy molekulatomegli (High Molecular Weight; HMW) PAH-oknak
nevezziik (Edokpayi €s mtsai., 2016). Szerkezetiik dontéen befolyasolja fizikai, kémiai, illetve
bioldgiai tulajdonsagaikat (Patel és mtsai.,, 2020). Az LMW PAH-ok elsOsorban
kdolajszennyezésbdl szarmaznak, mig a HMW PAH-ok elsddleges forrdsa a szén, koksz,
biomassza tokéletlen égése €s a kipufogogazok (Li és Duan, 2015; Reizer €s mtsai., 2022).

A PAH-ok keletkezésiiket tekintve lehetnek természetes, illetve antropogén eredetiiek, azonban
forrasuk szerint harom csoportba soroljuk 6ket: Pirolizis sordn keletkeznek a pirogén PAH
vegyliletek. A petrogén vegyiiletek elsddleges forrdsa a nyersolaj kezelésével kapcsolatos
tevékenységek (feldolgozas, tarolas, hasznalat), mig a biologiai PAH vegyiiletek baktériumok
és ndvények altal szintetizalt anyagok, de az erddtlizek, vulkankitdrések is természetes forrasaik
(Abdel-Shafy és Mansour, 2016). Dont6 tobbségiik pirolizissel €s szerves anyagok tokéletlen
¢gése soran keletkezik (Mastral és Callén, 2000; Liu és mtsai., 2022; Topuz, 2022).

Jelentds mennyiségili PAH keriil a kornyezetbe az ipari tevékenységek altal, igy az aluminium-
¢s kokszgyartdsbol, cement- és gumiabroncs gyartasbol, bitumen- és aszfalt eldallitasbol,
petrolkémiai folyamatokbol, tovabba ho- és energiatermelésbol, hulladékégetésbol (Kwon és
Castaldi, 2008; Sher és mtsai., 2023). Tovabba nagy mennyiségben tartalmaz PAH vegyiileteket
a korom, katrany, cigarettafiist, kipufogogaz (Kamiya és mtsai., 2017; Adesina és mtsai., 2022;
Dandajeh és mtsai., 2022; Shao és mtsai., 2023).
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A PAH vegyiiletek toxicitasa szerkezeti felépitésiik mellett fligg a kdrnyezeti paraméterektol,
példaul a foto-oxidacids folyamatoktol, ugyanis UV sugarzas hatdsara altalaban mérgezobbek
(McDonald és Chapman, 2002). Karcinogén, teratogén és mutagén hatasuak (Deary és mtsai.,
2022; Reizer és mtsai., 2022; Ansari és mtsai., 2023). Az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi
Ugyndksége (United States Environmental Protection Agency; US EPA) 16 PAH vegyiiletet
jelolt elsébbségi szennyezéanyagnak, mig a Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugyndkség (International
Agency for Research on Cancer; IARC) 15 PAH-t (koztiik 6 US EPA altal szabalyozott)
valoszintsithetoen rakkeltonek mindsitett (Drwal és mtsai., 2019; Ansari és mtsai., 2023).

A human kitettség elsdsorban inhalacios uton jellemzd, de a boron keresztiili felszivodas is
egyre nagyobb szerepet kap (Feng és mitsai., 2025). Szervezetbe keriilve rakkeltd hatassal
rendelkeznek elsdsorban a tiidében, gyomorban, borben, tovabba medddséget okozhatnak nék
korében (Neal ¢és mtsai., 2008). Mindemellett a metabolizmusok soran, elsésorban a
majenzimek altal epoxid és dihidrodiol vegyiiletek képzddnek beldliik, melyek a DNS-sel
reakcioba 1€pd mutagén anyagok, melyek daganatos megbetegedéseket okozhatnak (Aduojo,
2023).

A kornyezetbe keriild PAH vegyiiletek sorsat elsdésorban azok fizikai-kémiai tulajdonsagai
hatarozzak meg, kiilondsen hidrofobicitasuk (Manzetti, 2013), mely jelentdsen fiigg a
szerkezetliktdl. Az LMW-PAH vegyliletek jobb vizoldhatésaguk és nagyobb illékonysaguk
révén gyorsabban mobilizdlodnak, degradalédnak, mig a HMW-PAH-ok nehezebben
degradalhatd, perzisztens vegyiiletek (Kuppusamy ¢és mtsai., 2017).

Alapvetden elmondhatd, hogy a molekulatomeg ndvekedésével nd a hidrofobicitas és az
elektrokémiai stabilitds, igy a HMW-PAH-ok hajlamosak akkumulaciéra, kiilondsen az
alacsonyabb rendli organizmusokban, melyek taplalékai magasabb trofikus szinten 1évo
¢lolények szamara, igy a tdplaléklanc magasabb szintjei felé haladva novekszik a
felhalmozodott szennyezdanyag koncentracioja (biomagnifikacio) (Liu és mtsai., 2023).

Ugyanakkor egyéb tényezok, mint a fényintenzitas, hdmérséklet, elérhetd elektronakceptorok
mindsége, adszorbensek tipusa szintén befolyasoljak a PAH-ok életidejét a kozegben (Lima és
mtsai., 2005).

Alégkorben 1évo, gazfazisi PAH-okkal reakcioba l1éphetnek az UV-sugarzas hatasara keletkezd
hidroxil- és 6zon szarmazékok, melyek hatdsara a PAH koncentracio jelentdsen csokkenhet. A
légkorben 1évd részecskékhez szorbeadlddott PAH-ok akéar tobb hétig is a levegdben
maradhatnak, igy tavoli terliletekre juthatnak (Arey és Atkinson, 2003; Jiang ¢és mtsai., 2023).
Ulepedési folyamatok (szdraz vagy nedves) sordn a foldfelszinre vagy a felszini vizekbe
keriilnek, ahol hozzaférhetdségiiket a szorpcids-deszorpcids folyamatok hatarozzak meg
(Abdel-Shafy és Mansour, 2016).

Hidrofob vegyiiletek révén talajvizben oldott forméaban kis koncentracidban, elsésorban
talajszemcsékhez adszorbedlva vannak jelen, azonban a vizben [év0 huminsavakhoz,
kolloidokhoz kotédve mobilisak, igy messzire juthatnak (Conte és mtsai., 2001; Mackay és
Gschwend, 2001).

Felszini vizekben az iilepedd szemcsékhez adszorbedlva juthatnak az {iiledékekbe, ahol
természetes degradacio révén csokken koncentraciojuk (Heitkamp és Cerniglia, 1987; Kanaly
¢s Harayama, 2000; Knightes és Peters, 2003; Timoshenko és mtsai., 2021).

Mindemellett azonban a perzisztens PAH vegyliletek bioldgiai uton torténd lebontésa,
degradacioja elsésorban aerob baktériumok és gombak altal hatékony. A mikrobak szamara
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szén- ¢s energiaforrasként szolgalnak ezek a vegyliletek, igy metabolikus aktivitasuk soran
hasznositjak, illetve atalakitjak azokat.

3.4.1.2. Bioremedidcios technikdk policiklusos aromads szénhidrogénekkel szennyezett talajok
esetén

A biodegradacion alapuldé bioremediacidos technologidkat tobb szempont szerint is
csoportosithatjuk, példaul annak helye szerint lehet in situ és ex situ (Kuppan és mtsai., 2024),
tovabba az alkalmazott mikroorganizmusok alapjan: a degradéaciot végzdé mikrobak
rendszertani besoroldsa ¢és tulajdonsagai ismeretlenek, vagy rendszertani és fiziologiai
tulajdonsagaik ismeretében tudatosan alkalmazzuk Oket. Elébbi esetén beszélhetiink
természetes Ontisztulasrol, amikor nincs sziikség kiilsé beavatkozasra, az 6shonos mikroflora
kell6 degradacios kapacitassal rendelkezik a szennyezd eltavolitasara (Bala és mtsai., 2022;
Kuppan és mtsai., 2024). Ha a biodegradacié sebességének ndvelése érdekében tapanyagokat
(nitrogén, foszfor, kalium) €s oxigént juttatunk a szennyezett teriiletre, akkor biostimulaciorol
besz¢liink. Ha az endemikus mikroflora rendelkezik a szennyezdanyag bontdsdhoz sziikséges
enzimkészlettel, de a degradacios aktivitds kicsi, akkor az adott teriiletrdl izolalt és
felszaporitott mikrobak visszainjektalasaval is eldsegithetjiik a remedidciot (Silva és mtsai.,
2009).

Amennyiben rendszertanilag és fiziologiai tulajdonsagaikban ismert mikrobéakat szaporitunk fel
¢s juttatunk a szennyezett teriiletre, Ggy bioaugmentdcios technikdt alkalmazunk. Ezt
elsdsorban olyan teriileteken alkalmazzuk, ahol az endemikus mikrofléra nem rendelkezik
olyan enzimekkel, amelyek lehetévé tennék a szennyezdanyagok lebontasat (Thompson és
mtsai., 2005). Ezzel azonban sériilhet az 6shonos mikrobak6zosség milkddése, melynek
helyrehozdsa nem vagy nagyon nehezen lehetséges. Mindemellett kompeticio alakulhat ki a
szénforrasokért az 6shonos és az injektalt mikroorganizmusok kozott, tovabba bakteriofagok és
protozoonok is csokkenthetik a bejuttatott sejtek szamat, ami a bioaugmentécié hatasfokat
rontjak (Oro ¢és mtsai., 2024). Ezen kiviil egyéb abiotikus tényezOk (pl. homérséklet,
nedvességtartalom, tadpanyag mennyisége) is korlatozhatjdk a remediacié hatékonysagat
(Mrozik és Piotrowska-Seget, 2010).

A bioaugmenticid6 hatékonysaganak novelése céljabol  genetikailag  modositott
mikroorganizmusokat is alkalmaznak, melyek szennyezdanyagbontasért felelds enzimeik
stabilitdsat novelik, illetve szubsztrat-specificitasat szélesitik (Rayu és mtsai., 2012; Muter,
2023). Emellett olyan rekombinans baktériumfajok hasznalata is jellemzd, melyek feliiletaktiv
anyagok termelésére is képesek, s altaluk a szennyezdanyagok biologiai hozzaférhetdsége nd
(Rafeeq és mtsai., 2023). A rekombinans baktériumok alkalmazasa azonban kozvélemény és
hatosagi szempontbdl aggalyos, mivel félo, hogy megvaltoztatjdk az ¢shonos Gkoszisztémat
(Ezezika és Singer, 2010; Shams és mtsai,, 2024). Ennek kikiiszobolésére kiilonféle
megoldasok lehetségesek, igy példaul a transzgénikus mikrobak szelekcids nyomés ala
helyezése, melyet plazmidok haszndlatdval érnek el. Ennek kovetkeztében ordkitdanyaguk
replikaciojahoz tobblet-energia sziikséges, ez altal a novekedési ratajuk kisebb lesz az dshonos
mikrofloraval szemben, s igy ,,kihigulnak™” a mikroba populéciobol (Garbisu és mtsai., 2017;
Marquiegui-Alvaro ¢és mtsai., 2025). Egyéb lehetséges megoldas, hogy €16 sejtek helyett a
szennyezOanyag bontasért felelds enzimeket juttatjak az érintett teriiletre.

Tisztitott enzimek segitségével tapanyagban szegény talajok karmentesitésére is van lehetdség
(Sharma ¢és mtsai.,, 2018). Mindemellett enzimes kezelés révén elkeriilhetd olyan kéros
melléktermékek keletkezése, melyek mikrobidlis degradacid esetén eléfordulhatnak.
Ugyanakkor a mikrobakhoz képest az enzimek szubsztrat-specificitdsa nagyobb, valamint
kisebb méretiik révén mobilisabbak (Gianfreda és Bollag, 2002); de nehézséget jelenthet, hogy
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az enzimek stabilitasa gyengébb, tovabba aktivitdsuk csokkenhet vagy megszlinhet fizikai vagy
kémiai valtozasok hatasara (Nigam és Shukla, 2015).

Ezen problémakra megoldast kinalnak az enzim immobilizaciés technikak valamint a genetikai
modositasuk (Gupta és Singh, 2017; Park és mtsai., 2017; Shaheen és mtsai., 2017).

Genetikai modositast toObbnyire rekombindns DNS altal hajtunk végre, melynek soran az
aminosavsorrendet moédosithatjuk kivanalmainknak megfeleléen (Singh és mtsai.,, 2013).
Ennek kovetkeztében valtozik az enzim térszerkezete, ami hatassal van annak aktivitasara és
stressztiird képességére példaul a pH-val, hdmérséklettel szemben (Rayu és mtsai., 2012).
Enzimek immobilizacidja soran kiilonb6z6 hordozdkhoz kétik az enzimeket, hogy csokkentsék
a mobilitasukat, s igy ndveljék a stabilitasukat (Ahmad és Sardar, 2015). Azonban az
mtsai., 2017). Az immobilizalt enzimek tagabb kornyezeti koriilmények kozott (szélesebb pH
¢s homérséklettartomanyban) is megdrzik aktivitasuk, sot hostabilitasuk is javithato. Tovabba
néhany intracellularis enzim sejtmentes kdzegben elveszti aktivitasat, melyre szintén megoldast
nyUjthat az immobilizacio (Skoronski és mtsai., 2017).

A PAH vegyiiletek biodegradacidja eltéré6 mechanizmusok alapjan torténik az algak,
baktériumok és gombak altal. Az 5. dbra a naftalin lehetséges lebontési titvonalaira mutat egy
példat.

Az algédk és baktériumok els@sorban mono- és dioxigendz, valamint hidrolaz és hidroxilaz
enzimek révén, mig a gombak elsdsorban lignolitikus enzimekkel (lakkaz, lignin- és mangan
peroxiddz), valamint a citokrom P450 enzimrendszer segitségével degradaljak a
szennyezdanyagokat (Mou és mtsai., 2023; Tesfaye és mtsai., 2025).

A PAH-ok kezdeti oxidécios 1épése peroxidaz enzimek segitségével torténik (Zhang és mtsai.,
az egyes gylriik bomlasa utan katekol koztes termék keletkezik, végiil az a benzolgytiri
hasitasa utdn szervetlen vegyliletekre bomlik. Ezt a folyamatot katalizdljadk a mono- és
dioxigenaz enzimek (Ghosal és mtsai., 2016).

A degradacios folyamat sordn gentizat (2,5-dihidroxibenzoesav) koztes termeék is keletkezhet,
melynek aromds gylirlije a gentizat-1,2-dioxigendz enzim révén felhasad, és maleil-piruvat
keletkezik, ami tobb lépésben fumarattd alakul (Adams €s mtsai., 2006b; Romero-Silva és
mtsai., 2013; Huang és mtsai., 2015).

Ezek alapjan elmondhatd, hogy PAH-okkal szennyezett teriiletek enzim alapt

crcr

mtsai., 2024).
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5. abra: A naftalin bakterialis lebontdsa (Seo és mtsai., 2009 nyomdan)

3.5. Nanorészecskék kornyezetre gyakorolt hatasa ¢és alkalmazhatosaguk
bioremediacids eljarasokban - a szakirodalom Gsszefoglalo értékelése

A nanoremediacio hatékonysagat szamos tényezo befolyasolja (példaul a nanorészecske fizikai-
kémiai tulajdonsdgai és koncentricidja, az expoziciés i1d6, a kezdeti szennyezOanyag
koncentracid) (Ansari és mtsai., 2023). A nanoanyagok remedidcios célu felhasznalasara
vonatkozolag a laboratoriumi szintli vizsgalatok soran igéretes eredményeket értek el tobb
szennyezOanyaggal szemben (Aradjo €s mtsai., 2015; Galdames €és mtsai., 2020), mely tiikrozi
a nanoremedidcié altal nyUjtotta elényodket, igy a nanorészecskék nagy feliileti aranyanak
koszonhetd reaktivitast, valamint a mobilitdsuk altali szennyezdanyag eltavolitast mélyebb
talajrétegekben (Ansari és mtsai., 2023).

Ugyanakkor a nanoanyagok eltérd hatdsokat (pozitiv €s negativ egyarant) gyakorolhatnak az
¢lolényekre, a kornyezetre, illetve az emberre, ez altal nélkiilozhetetlen a hasznalatukra
vonatkozé kornyezeti és human komplex kockazatfelmérés (Alazaiza €s mtsai., 2021; Ansari
és mtsai., 2023). A nanoremediicios technologidk elfogadottsdganak és népszertiségének
novelését eldsegiti a hasznalatuk kockazatara vonatkozo részletes dokumentacio, a terepi szintii
remedidcios technologiaparaméter vizsgéalatok, a tudomanyos és politikai szféra kozotti
egyeztetések, valamint a tovabbi kutatas-fejlesztési kezdeményezések, mint példaul a
laboratoriumi eredmények kiterjesztése ¢€s optimalizdlasa a valés koriilményekre
(Mukhopadhyay és mtsai., 2022; Ansari és mtsai., 2023).

A nanoremedidcid széleskorli elterjedését azonban gatolja a nanorészecskék toxicitasanak
komplexitdsa, melyet szdmos tényez0 befolydsol ¢s modosul a kornyezeti koriilmények
véltozasa esetén (Karn és mtsai., 2009). Emellett — ahogy szamos kutatas eredménye felhivja
ra a figyelmet — a nanorészecskék kornyezeti sorsara és toxicitdsdra vonatkozdan tovabbi
kutatidsokra van sziikség (Patil és mtsai., 2016; Ganie és mtsai., 2021).

36



A nanoanyagok relevans ¢és megbizhatd kockazatértékeléséhez kritikus fontossagi a
kornyezetben megjelend koncentraciojuk meghatdrozasa, ehhez tovabbfejlesztett érzékeny
analitikai technikdkra van sziikség. Matematikai modelleket is alkalmazhatunk a nanoanyagok
kornyezeti sorsanak szimuldldsara, de a befolydsolod tényezdkre, folyamatokra vonatkozd
ismereteink, valamint a felszini heterogenitds, az Oregedés és a modell paramétereinek
jellemzéséhez a tuddsunk még mindig hidnyos, kiillondsen szabadfoldi koriilmények kozott.
Ugyanakkor tovabbra is sziikség van szabvanyositott megkdzelitésekre a nanorészecskék
Okoszisztémakra ¢és emberekre gyakorolt kockazatainak gyors ¢és  gazdasagos
meghatarozasdhoz. Lehetséges, hogy a genomikai, transzkriptomikai, proteomikai valamint a
bioinformatikai eszk6zok felhasznalhatok erre a célra, de tovabbi kutatdsokra van sziikség az
egyén ¢€s a populacio szintjén (Bradford és mtsai., 2021).

A nanorészecskék kockézatfelmérésére vonatkozd eddigi tanulméanyok elsdsorban a
nanorészecskék eldzetes kockazatsziirésére és/vagy kutatdsi célbol késziiltek, nem pedig
hivatalos dontéshozatali tevékenységek eldsegitése céljabol. Habar a hagyomanyos
kockazatfelmérési modszerek sok informaciét nyujtanak a nanorészecskék toxicitdsara
vonatkozolag, hossza tavl hatdsukat nem biztos, hogy kelldképpen eldre tudjak jelezni a
modszerek korlatai és a toxicitast befolyasolo tényezok komplexitasa altali bizonytalansagok
miatt (Hristozov ¢és mtsai,, 2012). Kiilonds tekintettel a nanotechnologia, illetve
nanoremediacids technikak gyors fejlddése révén 1étrehozott 0ij nanorészecske-tipusok esetén,
melyek széleskorli szennyezdanyag eltavolitasra lehetnek alkalmasak.

Emiatt elengedhetetlen a megfeleld és megalapozott kockazatértékelések elvégzése annak
érdekében, hogy megeldzziik vagy mérsékeljiik a potencidlis kornyezeti, vagy okologiai
kockazatokat. Ehhez sziikséges a nanoanyagok kornyezetben vald viselkedésével és
toxicitasaval kapcsolatos tovabbi ismeretek szerzése olyan koriilmények kozott, ahol nincs
jelen egyéb szennyezOanyag; illetve olyan kutatdsok is nélkiilozhetetlenek, melyek a
nanorészecskék és mas szennyezOanyagok egyiittes hatasat vizsgéalja. Megemlitendd, hogy
mindezekhez a laboratoriumi vizsgalatokon tal in situ kutatasok is sziikségesek annak
érdekében, hogy szabvanyos protokollok és értékhatarok legyenek meghatarozhatdoak a
nanoanyagok szabadfoldon torténd alkalmazasara.

A nanoremediacid széleskori, biztonsagos alkalmazasa tehat tovabbi vizsgalatokat, illetve
értékelést igényel, kiilondsen a hatékonysdg és a potencialis karos kornyezeti hatasok
szempontjabol. Ugyanakkor a nanoremediaci6 — akdr mas remediaciés technologiakkal valo
kombinalasa — a fenntarthato remedidcios gyakorlat, illetve kdrnyezetvédelem jovdjét jelentheti
(Alazaiza és mtsai., 2021).
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4. Célkituzes

Kutatomunkam {6 aspektusai a kornyezeti kockazatfelmérés és kockazatcsokkentés, melyek
fokuszaban kiilonbozé nanoanyagok allnak.

Kutatasom els6 fazisdban grafén-oxid, illetve cink-oxid és titan-dioxid nanorészecskék
kdrnyezetre gyakorolt hatasat kornyezettoxikoldgiai megkozelitéssel vizsgalom és jellemzem,
valamint értékelem potencialisan kéros, vagy kedvezo hatasukat.

Doktori munkdm masodik fazisa egy hatékony ¢és kornyezetbarat kockazatcsokkentési
biotechnologia fejlesztéséhez kapcsolodik, melynek sordn célom PAH-vegyiiletekkel
szennyezett talajok enzim-alapu bioremediécios eljarasanak kidolgozésa és megvaldsitasa, ami
igazolja a technologia és az alkalmazott enzimek hatékonysagat. Mindemellett felmérem, hogy
nZnO hozzaadasa eldsegiti vagy gatolja a technoldgia hatékonysagat.

Célom volt a cink-oxid, titdn-dioxid és grafén-oxid nanorészecskék kornyezetre gyakorolt
hatasanak felmérése kiilonb6z6 tesztrendszerek, illetve eltérd trofikus szintekrdl szarmazd
tesztorganizmusok alkalmazasdval. Mivel fém-oxid nanorészecskék esetén mar sok tanulmany
foglalkozott toxikus hatdsuk felmérésével egy fajt alkalmazd rendszerekben, ezért nZnO ¢és
nTiO: esetén az eddig kevésbé kutatott vizi 6koszisztéma mikrobialis kozdsségére gyakorolt
hatasuk feltérképezése volt az egyik f6 célkitlizésem. Hasonloképpen nGO esetén is felmértem
az édesvizi mikrobialis kozosségre gyakorolt hatasat. Tovabba, mivel a nGO hatasfelméréséhez
kapcsolddoan viszonylag kevés komplex kutatas all rendelkezésre egy fajt alkalmaz6 integralt
tesztrendszerek alkalmazdséaval, ezért eltérd trofikus szintekrdl szarmazod tesztorganizmusok
koncentracio-valasz  Osszefliggései alapjan a tesztelt GO nanoanyagok hatasos
koncentracidinak és kornyezeti kockazatdnak meghatarozasat is célul tiiztem ki.

A nanorészecskék vizi 6koszisztémara gyakorolt hatasanak megallapitasara célom tovabba egy
konnyen alkalmazhaté metodika ajanlasa, mely mar kis koncentracidban is eldre tudja jelezni
a nanorészecskék altal okozott szignifikans eltéréseket a mikrobidlis diverzitasban, illetve
aktivitisban. Ennek kapcsan a Biolog EcoPlate™ tesztrendszert mérem fel, hogy alkalmas-e
erre, mint relative olcsé és gyors technika. Tovabbi célom, hogy a Biolog EcoPlate™ mérések
alapjan nyert adatokbdl szarmaztathaté kiilonb6zd vizsgalati végpontok érzékenységét
felmérjem ¢és az alapjan javasoljak vizsgalati végponto(ka)t, melyek jol tiikrozik a
nanorészecskék altal kivaltott hatasokat.

A nanorészecskék bakterialis kommunikéciora gyakorolt hatdsanak vizsgélata egy viszonylag
Uj kutatdsi teriilet, melynek kapcsan tobb ellentmondasos eredmény is sziiletett. Ehhez
kapcsolodva célom volt, hogy 6sszehasonlitsam két fém-oxid nanorészecske (nZnO és nTiOy)
hatasdt a Pseudomonas aeruginosa ¢letképességére ¢és QS-vezérelt, kiilonbozo
szignalmolekuldk 4ltal szabélyozott folyamataira (biofilmképzés, pioverdin termelés)
vonatkozodlag. Ennek sordn célom volt a vizsgalt nanorészecskék koncentracio- €s idofiiggd
hatasanak, valamint a citotoxikus hatdsanak vizsgalata is.

Eldzetes feltételezéseink alapjan, a nanorészecskék eltérd hatast gyakorolnak a kiilonb6zé QS-
szabalyozott folyamatokra, valamint a nZnO hormézis hatast fejthet ki, mig a nTiO2 nem.
Tovabba varakozasaink szerint kicsi, szubletdlis koncentracioban is szignifikdns hatést
mutathatnak a biofilmképzésre a nanorészecskék.

Tovéabbi kutatasaim soran bioinformatikai uton tervezett ) PAH-bont6 enzimek (gentizat-
dioxigendz ¢és kataldz-peroxiddz) biodegradacios hatékonysagat vizsgadlom, melynek soran
PAH-okkal szennyezett talaj mikrobidlis aktivitdsdnak ¢és funkcionalis diverzitdsdnak
meghatérozéaséra is felmérem a Biolog EcoPlate™ alkalmazhat6sagat.
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Mindezeket egy komplex rendszerben, nZnO és PAH-bonté enzimek egyiittes alkalmazaséaval
vizsgalom nano-bioremediacios eljaras sordn.

Eldzetes hipotézisiink szerint a nZnO jelenléte, a szennyezett kozegben 1€vé koncentraciojatol
fliggden novelheti vagy gatolhatja egy enzim-alapu bioremedidcios eljards hatékonysagat,
valamint a talaj mikrobialis kozosségének aktivitasat és funkciondlis diverzitasat. Ez
kozvetleniil és kozvetve is befolyasolhatja a PAH-ok lebontdsdnak hatékonysagat.

Mindezek tiikrében célom volt értékelni a nZnO PAH-bont6 enzimekre, ezaltal a bioremediacio
hatékonysagara gyakorolt hatdsat, tovabba felmérni a nZnO talajban €16 dshonos mikroflora
aktivitdsara ¢€s diverzitasara kifejtett hatdsat; igy hozzajarulva eredményeimmel egy
kornyezetbarat karmentesitési eljaras kidolgozasahoz a jovoben.
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5. Anyagok és modszerek

Doktori kutatdsom kozéppontjaban a nanorészecskék hatas- és hatékonysag felmérése allt
kiilonboz6 tesztrendszerekben kornyezettoxicitasuk és remediacios célu alkalmazhatosaguk
szempontjabol, melynek soran figyelembe vettem a szakirodalomban talalhaté eddigi
tanulmanyok eredményét is. Ennek alapjan hataroztam meg, hogy adott nanorészecske hatasat
milyen tesztorganizmus valaszreakciodi alapjan, illetve milyen kdzegben térképezzem fel.

A kornyezetre gyakorolt hatds felmérése soran — kiilonbozd trofikus szintekrdl — egy faju
tesztrendszereket alkalmaztam az eddig kevésbé jellemzett nanorészecskék (elsésorban grafén-
oxidok) toxicitdsdnak vizsgdlatara. Egytttal az édesvizi mikrobialis kozosségre gyakorolt
hatast is felmértem az egyes nanorészecske tipusok esetén, mely még kevésbé kutatott teriilet.
Mindemellett a nanorészecskék egyéb, potencialis alkalmazasi teriiletét is vizsgalni kivantam a
bakterialis kommunikacié befolyasolasa, valamint talajremediacids technikara gyakorolt hatas
felmérése révén.

A vizsgélatok soran alkalmazott modszerek részletes metodikai leirdsa a ,,11.2. A vizsgalatok
soran alkalmazott moédszerek leirasa” fejezetben talalhato.

5.1. Felhasznalt nanorészecskék

A kiilonb6z0 tipusu nanorészecskéket eltéré gyartoktol szereztiik be, majd desztillalt vizzel

ultrahanggal kezeltem. A steril munkavégzést igénylo vizsgalatoknal eldzetesen autoklavban
csiramentesitettem a mintakat.

5.1.1. Nano cink-oxid

A cink-oxid nanorészecskéket (CAS szdm: 1314-13-2) a Sigma-Aldrich Inc.-tdl vasaroltuk. A
gyarto altal megadott informaciok alapjan a részecskék mérete kisebb volt 100 nm-nél, mig az
atlagos részecskeméret 40 nm alatti (3. tablazat).

3. tablazat — Nano cink-oxid szuszpenzio jellemzé paraméterei

Jellemz6 Erték
pH 75+1,5
Stirtiség [g/cm’] 1,7+0,1
Részecskeméret (d50) [nm] <100
Atlagos részecskeméret (d90) [nm] <40
Koncentracio [™/m%] (vizben) 20

5.1.2. Nano titan-dioxid

A titdn-dioxid nanorészecskéket (CAS szam: 13463-67-7) az Evonik Resource Efficiency
GmbH-tdl szereztiik be, tipusuk: AERODISP® VP Disp. W2730X. A gyarto altal megadott
informaciok alapjan a TiO: részecskék (90% anataz és 10% rutil) mérete 100 nm-nél kisebb,
mig az atlagos részecskeméret 16 nm alatti (4. tablazat).

4. tablazat — Nano titan-dioxid szuszpenzio jellemz6 paraméterei

Jellemzé Erték
pH 6,0 - 38,0
Striiség [g/cm?] 1,28
Részecskeméret (d50) [nm] <100
TiO;, tartalom [%] 29-31
Viszkozitas [mPas] <1000
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5.1.3. Nano grafén-oxidok

A grafén-oxid nanorészecskéket a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudoméanyi Egyetem
Vegyészmérnoki és Biomérnoki Karanak Fizikai Kémia ¢és Anyagtudoményi Tanszéken
készitették. Két, eltérd tipusu grafén-oxid szuszpenzid késziilt, melyek elnevezése (AF 96/97
¢s PM 995) a kiindulasi grafitbol ered.

Az AF 96/97 grafit (melynek széntartalma 96-98%, hamutartalma 2-4%, nominalis
részecskemérete min. 99,5%-ban < 40 pm) a Graphit Kropfmiihl GmbH-t61, mig a PM 995
grafit (melynek széntartalma min. 99,5%, hamutartalma <0,5%, nominalis részecskemérete
max. 10%-ban + 0,063 mm) a Graphite Tyn-t6l szarmazik és nedves exfolidcidval allitottak eld
beldliik grafén-oxidot. Végiil tobbszor mostak oket, mig semleges pH értékii nem lett az 1,5
M/m%-10 vizes szuszpenzid, melyet barna tivegben taroltak.

Az egyes grafén-oxid tipusok fizikai-kémiai jellemzdinek (5. tablazat) vizsgalata fagyasztva-
szaritott mintak hasznalataval tortént. A két GO tipus legtobb jellemzdje kozel azonos értékdl,
azonban az AF 96/97 tipust részecskék vékonyabbak és a rétegek kozotti tér is keskenyebb. A
legnagyobb eltérés a fajlagos feliiletben mutatkozik a két tipus kozott, ugyanis az AF 96/97
tipusnak tobb mint kétszerese a PM 995-nél mért értékhez képest. Tovabbi jellemzdok a
mellékletben taldlhatok (részecskeméret eloszlas — M1. dbra, nitrogénadszorpcios izotermak —
M2. abra, por-rontgendiffrakcios (XRD) gorbék ¢és Raman-spektrumok — M3. dbra,
feliiletkémiai jellemzok — M13. tablazat, rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS) — M14.
tablazat).

5. tablazat — Nano grafén-oxid szuszpenziok jellemzo paraméterei

Jellemzo AF 96/97 PM 995
Kiindulasi szuszpenzid koncentracioja [m/m%] 1,53 1,56
Részecskeméret eloszlas

d10 [um] 5.9 10,2

d50 [um] 14,3 27,3

d90 [um] 35,2 583
Fajlagos feliilet ° [m?/g] 84 40
Atlagos kristalyméret 4 [nm)] 8,24 6,74
Atlagos tavolsag a grafén rétegek kozott 4 [nm] 0,76 0,85
Atlagos rétegszam 9 11 8
Ip/Ig** 1,8 1,6
O/C arany értéke a GO szarmazékoknak [atom %] >f 0,48 0,50
Feliileti funkcios csoportok koncentracioja pH 3 és 10 kozott
mmol/g] 2,30 2,34
2 M1. abra

b fagyasztva szaritott mintdkon mért érték

¢ kicsi homérsékleten (-196 °C) mért nitrogén adszorpcios-deszorpcids izotermak alapjan (Samaniego
Andrade és mtsai., 2023), M2. abra, M 14. tablazat

d rontgen diffrakcioval mért érték (Farah és mtsai., 2023), M3.a dbra

¢ Raman spektroszkopia alapjan (Bertoti és mtsai., 2022), M3.b abra

frontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS) alapjan (Bertoti és mtsai., 2022), M14. tablazat

¢ potenciometrikus titralas alapjan (Paudics és mtsai., 2021)

41



5.2. Nanoanyagok kornyezetre gyakorolt hatdsanak vizsgéalata komplex megkozelitéssel

A nanorészecskék ¢éldvildgra gyakorolt hatasat tobb, eltérd tipust tesztrendszerben
tanulmanyoztam, melyek kozott voltak egy fajt és tobb fajt (mikrobidlis kozosséget) alkalmazo
tesztrendszerek.

Kutatdsom soran egy-egy tesztrendszerben kiilonb6z6 végpontokat vizsgaltam eltéré metodika
szerint, melyek eredményei alapjan értékeltem a vizsgalt nanorészecskék altal kivaltott
valaszreakciok (pl. fénykibocsatds, enzimaktivitds, szaporodas) mértékét az adott
organizmuson, populacion.

A kovetkezo fejezetekben a kiilonb6zo kisérleti rendszerek egymasra épiilését és a kisérletek
kovetésére alkalmazott metodikat ismertetem.

5.2.1. Nano grafén-oxid toxicitasanak vizsgalata és potencidlis kornyezeti kockazatanak
jellemzése

A grafén-oxid nanorészecskék Okotoxicitdsara vonatkozd elérhetd tanulmanyok, eredmények
né¢ha ellentmondodak és csak részteriileteket fednek le a trofikus szintek tekintetében, igy
széleskori hatasfelmérést végeztem, melynek sordn az egy fajt alkalmazd tesztrendszerek
hasznélata mellett a mikrobialis kozosségre gyakorolt hatast is felmértem.

5.2.1.1. Egy fajt alkalmazo tesztrendszerek

A vizsgélt nanorészecskék hatdsanak vizsgalatat eltéré trofikus szintekrdl szadrmazd
tesztorganizmusok segitségével végeztem kornyezeti kockdzatfelmérést tdmogatdé komplex
hatasfelmérés céljabol. A teszteket elsdésorban a kornyezettoxikoldgiai vizsgalatok soran
gyakran alkalmazott fajok haszndlataval hajtottam végre. A toxicitas felmérésére alkalmazott
tesztorganizmusokat és a vizsgalt végpontokat a 6. dbra szemlélteti.

A nGO kornyezeti kockazatanak felmérése sordn a 6. dbran bemutatott modszerek eredményei
alapjan meghataroztam a 20%-os gétlo hatast okoz6 hatdsos koncentracioértékeket (ECao —
Effective Concentrations) az ,,5.4. Statisztikai analizis” fejezetben ismertetett mdodon. A
legkisebb ECyo értéket figyelembe véve, konzervativ megkozelitéssel megadhaté a nGO-k
PNEC (Predicted No-Effect Concentration, eldrejelzés szerint kdrosan még nem hato
koncentracid) értéke, mely a kockézati tényezd (Risk Quotient, RQ) meghatidrozasahoz
sziikséges. Az RQ értékét az eldre jelezhetd kornyezeti koncentracié (Predicted Environmental
Concentration, PEC) és a PNEC héanyadosaként kapjuk meg. Minél nagyobb az RQ értéke,
annal nagyobb veszElyt jelent a kornyezetbe kertilt vegyi anyag.
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6. dbra: A grafén-oxid nanorészecskék toxicitasanak vizsgalata soran alkalmazott tesztorganizmusok
és a vizsgalt végpontok

5.2.1.2. Mikrobialis kozosségre gyakorolt hatas felmérése

A nanorészecskék mikrobidlis kozdsségre gyakorolt hatdsanak felmérését laboratoriumi
mikrokozmosz rendszerek vizsgalatan keresztiil végeztem, de valds kornyezetbdl (Balaton)
szarmaz0 édesvizzel.

Ezekbdl a laboratoriumi kontrollalt tobbfaji komplex rendszerekbdl (mikrokozmoszokbol),
meghatarozott inkubacids 1d6 elteltével mintat véve hatdroztam meg a mikrobidlis aktivitast
kiilonbozo vizsgalati modszerek segitségével. Ennek sordn mikrotitrator lemezben mértem az
enzimaktivitast, valamint Biolog EcoPlate™ hasznalataval eltérd indexeket és végpontokat
hataroztam meg, melyek a mikrobidlis aktivitas jellemzésére szolgalnak.

A nanorészecskék mikrobidlis kdzosségre gyakorolt hatdsanak felmérésére szolgalé modszerek
¢s vizsgalati végpontok listaja a 7. dbran lathatok.
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7. abra: A nanorészecskek mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatdsanak felmérésére alkalmazott
modszerek és végpontok

5.2.2. Nano cink-oxid és nano titan-dioxid hatasanak vizsgalata

A cink-oxid és titdn-dioxid nanorészecskék hatasat tobb eltérd tesztrendszerben vizsgéltam.

5.2.2.1. Mikrobialis kézdsségre gyakorolt hatas felmérése

A nano cink-oxid, illetve nano titan-dioxid édesvizi mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatdsat a
fentieknek megfeleléen (7. 4dbra), Biolog EcoPlate™ alkalmazasaval mértem fel, és az abbol
szarmaztatott vizsgalati végpontokat hataroztam meg. Ezek a szénforras hasznositason alapulo
mikrobidlis aktivitas és funkciondlis diverzitas vizsgalatara szolgald végpontok megegyeznek
a Biolog EcoPlate™ rendszer 7. 4bran bemutatott végpontjaival.

5.2.2.2. Bakterialis kommunikdciora gyakorolt hatds felmérése

A fém-oxid nanorészecskék mikrobdkra gyakorolt hatasat a bakteridlis kommunikacid
befolyésolasa révén is feltérképeztem. Ennek sordn a Pseudomonas aeruginosa DSM 1117
(ATCC 27853) torzs biofilmképzésére, valamint pioverdin sziderofor termelésére gyakorolt
hatast vizsgaltam. Tovabba felmértem a baktérium szaporoddsat, enzimaktivitasat, ROS
termelését (8. dbra) annak érdekében, hogy a toxikus hatast el tudjam kiiloniteni a bakterialis
kommunikéciora gyakorolt hatastol.
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8. dbra: Pseudomonas aeruginosa baktériumra gyakorolt hatds felmérése féem-oxid nanorészecskék
esetén

5.3. Enzim alapt technologia fejlesztése €s hatékonysdganak felmérése policiklusos

rrrrrr

Policiklusos aromas szénhidrogénekkel szennyezett talajok kéarmentesitési lehetdségeinek
felmérésére vonatkozolag is végeztem kutatdsaimat, ehhez kapcsolodoan egy innovativ
bioremediécios technoldgia megalapozasa €s hatékonysagéanak felmérése volt a célom.

5.3.1. Metagenomikai uton tervezett enzimek talajremedidcioban torténd vizsgalata

A PAH-okkal szennyezett talajok karmentesitési eljarasanak kidolgozasara metagenomikai
modszerekkel tervezett enzimek (kataldz-peroxidaz (E39), gentizat 1,2-dioxigenaz (E99 és
E105)) miikodoképességét és hatékonysagat mikrokozmosz rendszerekben (M11. tablazat)
vizsgaltam. Ennek soran 1 mg tisztitott enzimet, valamint 20 mmol kalcium-peroxidot (CaO>)
adtam 200 g szennyezett talajhoz kiilonb6z6 kombinaciokban.

Kutatomunkam egy konzorcialis egylittmikodés keretében elnyert 2017-1.3.1-VKE-2017-
00013 szamu palyazat keretén belil végeztem, melyben a Budapesti Miszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoményi Tanszéke
mellett az ELGOSCAR Kornyezettechnologiai Zrt., az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Mikrobiologiai Tanszéke és Bioinformatikai Csoportja, a Fermentia Mikrobiologiai Kft., és a
Magyar Tudomanyos Akadémia Természettudomanyi Kutatokdzpont Enzimologiai Intézete
vett részt. A palydzat célja szénhidrogénekkel szennyezett talajok bioldgiai kezelése uj
oltdéanyagok ¢és innovativ technologidk segitségével, igy a vizsgalataim soran alkalmazott
enzimeket is a konzorcialis egylittmiikodés révén alakitottak ki.

A technoldgiai mikrokozmosz kisérletekben az ELGOSCAR Kornyezettechnologiai Zrt.-t6l
szarmaz0, mesterségesen szennyezett kdzetlisztes homoktalajt (aleurit) hasznaltunk, amely
antracén ¢és 52,0 mg/kg pirén) tartalmazott (M10. tablazat). A PAH vegyiiletekkel valo
szennyezettség mértéke alapjan a kdzepes szennyezettségli kozegekhez tartozott (Wu és mtsai.,
2019b; Patel és mtsai., 2020).
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Az enzimalapu remedidcios technologia fejlesztésében kiemelt jelentdségli, hogy a PAH-
a mikroflora altali biodegradaciobdl, igy a mikrobidlis aktivitds gatlasa érdekében kalcium-
peroxidot (Ca0») is alkalmaztam 20 mmol koncentraciéban. Emellett azt is felmértem, hogy a
CaO> 6nmagaban alkalmazva befolyasolja-e a szennyezOanyag eltavolitast, javithato-e altala a
remedidcié hatékonysaga.

crer

analitikai mérésén, tovabba a mikrobidlis aktivitds meghatarozasan keresztiil végeztem (9.
4bra). Utdbbihoz a korabban leirt Biolog EcoPlate™ eszkozt hasznaltam és az abbdl szamitott
végpontok alapjan jellemeztem az észlelt hatast.

( o F er.s T8 oo )
Szennyezéanyag koncentraciojanak analitikai mérése

» Gazkromatografia tomegspektrométer detektorral (GC-MS)

\ J
e Szénforras hasznositason alapulé mikrobialis aktivitas 63)

funkcionalis diverzitas vizsgalata Biolog EcoPlate™ segitségével

» Szubsztratszam (SR)

« Atlagos szinfejlédési érték (AWCD)

» Szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlodési értek (SAWCD)

» Gorbe alatti teriilet (AUC)

* Shannon-index (H)

» Shannon-egyenletesség (E)

 Simpson-index (D)

* MclIntosh-index (U)

N\ « Gini-index (G) J

9. dabra: Bioremediacios eljaras hatékonysaganak felmérésére alkalmazott monitoring modszerek

5.3.2. Cink-oxid bioremediacios eljaras hatékonysagara gyvakorolt hatdsanak felmérése

Kutatdsom kiterjedt a nanorészecskék potencidlis alkalmazasi teriiletének felmérésére is egy
kornyezetvédelmi biotechnologidban, igy a nano cink-oxid PAH-okkal szennyezett talaj
bioremediacios eljarasanak hatékonysagara gyakorolt hatasat is felmértem az el6zdekben
bemutatott kutatashoz kapcsolodoéan. Ennek soran mikrokozmosz rendszert hoztam létre (M12.
tablazat), amelyben PAH-szennyezett talaj mellé a metagenomikai modszerekkel eldallitott
enzimek koziil a korabbi kisérletek alapjan legnagyobb szennyezOanyag eltavolitast, illetve
mikrobialis aktivitast eredményezd enzimek (Nagy €és mtsai., 2024) vizsgalataval folytattam
kisérleteimet.

A szennyezett talajhoz 200 és 1000 mg/kg koncentracidban adtam nano cink-oxidot, valamint
10 mmol kalcium-peroxidot és enzimeket (E39 ¢és E105) kiilonb6z6 kombinacidkban, hogy
felmérjem milyen hatast gyakorol a remediacio hatékonysagara.

Monitoring modszereket illetden tovabbra is a 9. dbra szerinti szennyezdanyagkoncentracio
mérését, illetve mikrobidlis aktivitds meghatarozasat alkalmaztam.
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5.4. 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.

Tovabba a vizsgélatok soran nyert adatokat statisztikai analizisnek vetettem alda annak
érdekében, hogy meghatarozzam a szignifikans mértéki hatdsokat. Ehhez a StatSoft® Statistica
13.1 (TIBCO Software, Inc., Palo Alto, CA, USA) szoftvert hasznaltam és p <0.05
szignifikancia szintet alkalmaztam.

A szignifikans eltérések meghatarozéasara 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 (igy az A4. fischeri enzimaktivitasat, az E. coli szaporodasat és enzimaktivitasat, a S.
alba és T. aestivum gyokér- és szarhosszfejlodését). 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 (igy az A. fischeri biolumineszcencia intenzitdsat, a 7. pyriformis
szaporodasat és enzimaktivitasat, a P. redivivus mortalitasat, valamint az éldvizben 1évo
mikrobidlis kozosség metabolikus aktivitasat, tovabba a bakteridlis kommunikécio vizsgalata
soran a biofilmképzést, pioverdin termelést). A proba feltételének teljesiilését Mauchly-féle
szfericitas vizsgalattal hatdroztam meg.

A szignifikéns eltéréseket eltérd betiik jelzik a diagramokon.

A koncentraci6d (dozis)-valasz Osszefliggés felméréséhez kapcsolodéan — a grafén-oxidok
kornyezeti hatasvizsgalata és kockazatfelmérése esetén — dose-response analizist végeztem az
Origin® 2018 (OriginLab, Northampton, MA, USA) szoftver segitségével, mely alapjan
meghataroztam az adott, vizsgalt végpont 20%-os gatlasat okozo hatasos koncentracidkat (ECao
— Effective Concentrations).
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6. Eredmények és értékelésiik

Doktori kutatdsom a kornyezeti kockazatmenedzsment két eltérd iranyvonala a kdrnyezeti
kockdzatfelmérés, illetve kornyezeti kockdzatcsokkentés koré épilt, kiilonbozo
nanoanyagokkal a fokuszban. Kutatdmunkam els6 fazisdban kiilonb6z6 nanoanyagok (grafén-
oxid, illetve cink-oxid és titdn-dioxid nanorészecskék) kornyezetre gyakorolt hatdsat mértem
fel és jellemeztem kornyezettoxikologiai megkozelitéssel. Doktori munkam masodik fazisa egy
hatékony és kornyezetbarat kockazatcsokkentési biotechnologia fejlesztéséhez kapcsolodott
metagenomikai uton fejlesztett enzimek alkalmazasaval. Ennek részeként 10j enzimek
hatékonysagat nZnO jelenlétében is vizsgaltam, annak felderitésére, hogy a nZnO képes-e
tovabb ndvelni a PAH-vegyiiletek eltavolitasat.

A kutatdsom soran végzett vizsgélatok fobb eredményeit és azok értékelését, Osszevetve mas
tanulmanyok eredményeivel az aldbbiakban részletezem a kiilonb6z6 vizsgalati metodikaknak
megfelelden.

6.1. Grafén-oxid, illetve cink-oxid és titdn-dioxid nanorészecskék kdrnyezetre gyakorolt
hatasanak jellemzése kornyezettoxikologiai megkozelitéssel

6.1.1. Grafén-oxid nanorészecskék kornyezetre gvakorolt hatdsdnak és kockézatdnak
jellemzése és értékelése egy fajt alkalmazo tesztrendszerekben

Az AF 96/97 és PM 995 grafén-oxid nanorészecskék toxicitasat egy fajt alkalmazod, valamint
mikrobidlis tobbfaju tesztrendszerekben is felmértem, kiilonb6zd végpontok alkalmazasaval.
Komplex kutatasom eredményeit, ezek értékelését, valamint az ezekre alapozott kdrnyezeti
kockazat becslését mutatom be ebben a fejezetben.

Aliivibrio fischeri tesztorganizmusra gyakorolt hatas

A vizsgdlt GO nanorészecskék Aliivibrio fischeri baktérium biolumineszcenciajanak
intenzitasara gyakorolt hatasat a 10. abra szemlélteti.
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10. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa az Aliivibrio fischeri biolumineszcencia intenzitdsara.
A kiilonbozo betiik az egymdstol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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Az eredmények alapjan mindkét nGO koncentraciofiiggd negativ hatast gyakorolt a
fénykibocsatasra a vizsgalt koncentracidtartomanyban; azonban 400 mg/L PM 995 esetén
enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a gatlas mértékében. A 10. dbrardl szintén leolvashato,
hogy az inkubacids idonek jelentds volt a hatdsa. Kisebb koncentracidok esetén (3,13—
6,25 mg/L) a gatlasi arany nagyobb volt 120 perc expoziciés idonél, mint 30 percnél,
ugyanakkor az eredmények statisztikai elemzése alapjan, még a legkisebb alkalmazott
koncentraci6 (3,13 mg/L) is mindkét nGO tipus esetén a kontrollhoz képesti szignifikans hatast
okozott 30 perc kontaktidd utan. 12,5-25 mg/L. nGO koncentraci6 hatasanak vizsgalata soran
az okozott eltérések nem bizonyultak szignifikansak (az AF 96/97 esetében kiilonb6zo
expozicids id6knél egyarant), mig nagyobb nGO doézisok (>50 mg/L) alkalmazasa esetén a
gatlasi aranyok kisebbek voltak hosszabb expozicios id6 soran, tovabba a legtobb esetben
szignifikansnak bizonyult a 30 perces inhibici6 mértékéhez képest. A legnagyobb mértékii
inhibiciot 30 perc inkubacids 1d6 utan figyeltiik meg (79,5% 400 mg/L AF 96/97 esetén, illetve
84,5% 200 mg/L PM 995 alkalmazésakor).

A 30 perc kontaktid6 utdn meghatarozott ECyo értékek (6. tablazat) is azt mutatjak, hogy a PM
995 tipustt nGO enyhén toxikusabb volt, mint az AF 96/97, mivel a PM 995 ECy értéke
5,01 mg/L volt, mig az AF 96/97 esetén 5,86 mg/L-nak adodott. Azonban 120 perces expoziciods
1d6 utan a PM 995 ECyp értéke nagyobb volt (4,40 mg/L), mint az AF 96/97-¢ (4,01 mg/L); igy
nem allithat6 egyértelmiien, hogy a PM 995 nGO toxikusabb, mint az AF 96/97.

Emellett fontos kiemelni, hogy a kvérum érzékelés altal szabalyozott biolumineszcenciara
gyakorolt hatas végsé eredményeiben mind a citotoxikus hatas, mind a QS-befolyasol6 hatas
szerepet jatszhat.

A sejtek életképességének felmérésére a baktériumsejtek metabolikus aktivitasat vizsgaltuk
rezazurin redukcidés modszerrel 120 perc expozicids id6 utan, melynek eredményeit a 11. dbra
szemlélteti.
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11. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatdasa az Aliivibrio fischeri enzimaktivitdsara.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

Az eredmények alapjan a nGO koncentraciofiiggd negativ hatast gyakorolt az A. fischeri
enzimaktivitasara; mar a 3,13 mg/L nGO koncentracio is szignifikans gatlast okozott mindkét
nGO esetében. Az nGO hatdsa hasonlé mértékii volt a 25 mg/L-es koncentracidig mindkét
tipusnal, azonban nagyobb dozisoknal a PM 995 jelentdsebb gatld hatast fejtett ki, kivéve
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400 mg/L esetén. Ezt a statisztikai elemzés is megerdsitette, amely szignifikans kiilonbségeket
mutatott ki a kezelések kozott. A legnagyobb negativ hatas 81% volt, amelyet 200 mg/L nGO
PM 995 esetében figyeltik meg, mig az AF 96/97 esetében ez 67% volt 400 mg/L
koncentracional.

Masrészrol, enzimaktivitas vizsgalat sordan minden esetben kisebb volt a gatlasi ardny a
biolumineszcencia intenzitas mérésnél tapasztaltakhoz képest azonos nGO koncentracio esetén.
Ez azt jelzi, hogy a biolumineszcencia intenzitds mérés érzékenyebb végpont, mint az
enzimaktivitads mérés, melyben kozre jatszhat, hogy a nGO a bakterialis kommunikécidra is
hatast gyakorol. A biolumineszcencia intenzitds mérésének érzékenységét az ECyo értékek (6.
tablazat) szintén alatamasztjak (AF 96/97 esetén 22,86 mg/L, mig PM 995 esetén 16,13 mg/L).
Mindkét ECyo érték nagyobb volt, mint a biolumineszcencia intenzitds alapjan szamitott EC2o
értékek. Osszeségében elmondhatd, hogy ezen eredmények alapjan a nGO PM 995 toxikusabb
az A. fischeri baktériumra, mint az AF 96/97.

Lee és munkatarsai (2022) a nGO vizsgalatakor nem tapasztaltak antimikrobialis hatéast Vibrio
fajokra vonatkozolag, valamint Domi és munkatarsai (2020) sem észleltek gatlo hatast a Vibrio
fischeri biolumineszcencia intenzitdsaban 160 mg/L nGO koncentracioig, azonban 800 mg/L
alkalmazasa 100%-ban gatolta azt 10 perc expozicios id6 elteltével. Ugyanakkor a mi
tesztrendszeriink érzékenységét jol szemléltetik a kisebb koncentraciok esetén tapasztalt gatld
hatasok, valamint, hogy a biolumineszcencia gatldsa mellett az A. fischeri enzimaktivitdsa
vizsgalata soran is inhibiciot tapasztaltunk.

Escherichia coli tesztorganizmusra gyakorolt hatas

A grafén-oxid nanorészecskék Escherichia coli szaporodasara gyakorolt hatdsait OD mérés
alapjan vizsgaltuk DIALAB ELISA EL800 lemezleolvaso segitségével.

Ez a médszer nem biztositott megbizhaté eredményeket, mivel az abszorbancia mérés soran a
nGO szine (és denzitasa) befolyasolta a mikrotiter lemez cellaiban mért értékeket. Igy csak a
rezazurin redukcion alapuld enzimaktivitds vizsgdlat volt alkalmazhatd6 ennél a
tesztorganizmusnal, mivel ez a mérési modszer a fluoreszcencia intenzitdsdnak mérésén alapul.

A grafén-oxid nanorészecskék Escherichia coli enzimaktivitasara gyakorolt hatasat a 12. abra
szemlélteti.
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12. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatdsa az Escherichia coli enzimaktivitdsara rezazurin
redukcios teszttel. A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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A GO nanorészecskék koncentraciofiiggd gatlo hatast gyakoroltak az E. coli metabolikus

kezelések nem okoztak szignifikans kiilonbségeket, mivel a hatasok mértéke nagyon hasonld
volt. Mésrészrél, nagyobb dézisok (25-200 mg/L) alkalmazéasanal a PM 995 szignifikdnsan
nagyobb gatld hatast fejtett ki az enzimaktivitasra az AF 96/97-hez képest. A legnagyobb gatlas
a PM 995 nGO esetében 79% volt 100 mg/L koncentracidt alkalmazva, mig az AF 96/97 esetén
ez csak 59% volt 200 mg/L koncentracional. A PM 995 nagyobb negativ hatasat a statisztikai
elemzés is megerdsitette, miszerint az AF 96/97 tipus 3,13 mg/L koncentraciénal eredményezett
szignifikans hatast, mig a PM 995 mar 1,56 mg/L koncentracidnal is szignifikans gatl hatast
volt. Az ECyo értékek (6. tablazat) szintén azt tiikrozik, hogy a PM 995 toxikusabb, mivel annak
ECy értéke 2,57 mg/L volt, mig az AF 96/97 esetében ez 3,97 mg/L-nek adddott.

A ROS képzddés vizsgalata azt mutatta, hogy a ndvekvo nGO koncentracio nem eredményezett
ROS novekedést, st koncentracidaranyosan csokkent annak mértéke (M15. tablazat). Ez arra
utal, hogy a tesztelt nGO szuszpenzié nem valt ki oxidativ stressz reakciot, hanem mas
hatasmechanizmuson keresztiil fejt ki citotoxikus hatast.

Liu és munkatdrsai (2011) tanulmanyaban a GO és a redukdlt GO erdés antibakterialis
aktivitasarol szamoltak be E. coli-ra vonatkozolag, miszerint 40 pg/mL GO koncentracid
Qiang ¢és munkatarsai (2021) a nGO erételjes citotoxikus hatdsat irtdk le E. coli-ra nézve,
koncentracio-aranyos modon gatolva a baktérium ndvekedését és szaporodasat. Eredményeink
szerint szintén koncentracio-aranyos gatlo hatadsuak az enzimaktivitasra a tesztelt nGO-k, bar
az alkalmazott koncentraciotartomany szélesebb volt, mig a legnagyobb gatl6 hatas 79% volt
100 mg/L nGO PM 995 esetén.

Genotoxicitas vizsgalata EBPI SOS ChromoTest™ segitségével

A tesztelt anyagok genotoxicitasanak vizsgalata vizualisan és fotometrikus miiszeres méréssel
kvantitativan tortént. A genotoxicitas értékelése soran problémat jelentett a mintdk zavarossaga
és szine az 1x, 2%, és 4x-es mintahigitasoknal (500-2000 mg/L koncentracid tartomany). 8x-
os mintahigitasnal ez a zavard hatds mar nem volt szamottevd, azonban ezen koncentracidoknal
nem meértiink genotoxikus hatasokat. Az EBPI SOS ChromoTest™ eredményei alapjan egyik
tesztelt minta sem bizonyult genotoxikusnak 250 mg/L koncentracidonal, mivel az indukcios
faktorok (IF) 1,5-nél kisebbek voltak.

Tetrahymena pyriformis tesztorganizmusra gyakorolt hatas

A GO nanorészecskék protozoa Tetrahymena pyriformis-ra gyakorolt hatdsat kiilonbozo
modszerekkel és végpontokkal vizsgaltuk. Az OD mérés, valamint az MTT redukcion alapuld
modszerek nem adtak megbizhaté eredményt, mivel a GO nanorészecskék szine ebben az
esetben is befolyasolta a mért értékeket. Az MTT redukcion alapuld enzimaktivitds mérés
szintén elfogadhatatlan volt, azonban a fluoreszcencia intenzitdsdn alapuld rezazurin teszt
megbizhaté modszernek bizonyult. Tovabba, a reprodukcids rata meghatirozasara a sejtek
mikroszkopos szamléalasa volt a legmegbizhatobb modszer a GO nanorészecskék hatasanak
felmérésére. A nGO T. pyriformis szaporodasara gyakorolt hatasat a 13. abra szemlélteti, mig
az enzimaktivitas vizsgalat eredményeit a 14. dbra illusztralja.
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13. abra: Grafén-oxid nanorészecskéek hatasa a Tetrahymena pyriformis szaporodadsdra.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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14. dabra: Grafén-oxid nanorészecskék hatdasa a Tetrahymena pyriformis enzimaktivitdsara.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

Mindkeét tipustt GO nanorészecske koncentracio- €s kontaktidd fliggd gatlo hatast gyakorolt a
T. pyriformis szaporodasara. Az AF 96/97 esetén az inhibicié mértéke hasonl6 volt 24 és 48 ora
inkubaci6 utan, azonban enyhe csokkenés volt észlelhetd 48 ora elteltével. A PM 995 gatlo
hatéasa sokkal nagyobb volt 48 ora elteltével, mint 24 6ra expozicios id6 utan, kiilondsen kisebb
koncentraciok vizsgalata soran.

A statisztikai analizis meger0sitette, hogy 24 6ra kontaktidd utan az AF 96/97 nGO tipusnak
mar 0,004 mg/L koncentracié esetén is szignifikans hatasa volt, mig a PM 995 esetén csak
0,02 mg/L koncentracional volt szignifikans hatds megfigyelhetd. 48 ora elteltével mindkét
nGO tipus a kontrollhoz képest szignifikans mértékben gatolta a szaporodast még a legkisebb
tesztelt koncentracio, 0,004 mg/L esetén is.

Az enzimaktivitds vizsgalat eredményei hasonld tendenciat mutattak a szaporodasnal
tapasztaltakhoz, habar ebben az esetben a gatlas mértéke mindig nagyobb volt 48 6ra inkubacids
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1d6 utan, mint 24 o6ra elteltével. Az A. fischeri teszt eredményeihez hasonldan a 7. pyriformis
enzimaktivitds mérése is kevésbé bizonyult érzékeny modszernek a szaporodas méréséhez
képest, mivel minden kezelés kisebb hatast gyakorolt az enzimaktivitasra, mint a szaporodasra.

A PM 995 csak 0,02 mg/L nGO koncentracional volt szignifikans hatassal a szaporodas
mértékére. Az enzimaktivitds vizsgalat soran tapasztalt legnagyobb gatld hatas az AF 96/97
nGO esetében 46% volt 0,2 mg/L koncentracional 48 ora elteltével, mig PM 995 esetén azonos
kortilmények kozott 39% volt. A szaporodasgatlas koncentracio-valasz Osszefiiggés alapjan
meghatarozott ECyo értékek kisebbek voltak, mint az enzimaktivitds méréseknél azonos
kontaktidonél, kivéve PM 995 esetén 24 ora elteltével (6. tablazat). A legkisebb EC»o értékeket
(0,004 mg/L) PM 995 esetén hataroztuk meg 48 ora elteltével, mind a szaporodasra, mind az
enzimaktivitas felmérésére iranyulo kisérletek esetén.

Tobb kutatd vizsgalta egy fajt alkalmazd rendszerekben kiilonb6z6 nanorészecskék hatéasat,
koztiik a protozodkra is. Guo és munkatarsai (2022) arrol szamoltak be, hogy a szilika (SiO»)
nanorészecskék befolyasoltdk a baktériumok bejutasat a Tetrahymena thermophila
tesztorganizmusba az ATP szintézis gatladsan és a fagocitozisban szerepet jatszo gének
moderalasan keresztiil.

Liao ¢s munkatarsai (2019) a GO T thermophila tesztorganizmus szaporodasara,
enzimaktivitasara és oxidativ stressz mértékére gyakorolt hatdsdnak tanulméanyozasa soran
megallapitotta, hogy 32 mg/L-nél nagyobb GO koncentracio a protozoa szaporodasat jelentds
mértékben gatolta. Az alkalmazott GO dozis novelése kezdetben fokozta, majd csokkentette a
ROS ¢és a szuperoxid-dizmutdz enzim szintjét, mig az acetilkolin-észterdz enzimaktivitast
gatolta. Ezzel ellentétben tapasztalataink szerint mar 0,004 mg/L nGO koncentracio
szignifikans mértékben gétolta a Tetrahymena pyriformis szaporodasat és enzimaktivitasat 24
ora elteltével. Ennek megfelelden a legkisebb ECyo értékeket ezen tesztorganizmus esetén
kalkulaltuk, ami alapjan a T. pyriformis volt a legérzékenyebb a vizsgalt tesztorganizmusok
kozil. Ezek alapjan a T. pyriformis protozoa nagyon érzékeny faj, igy alkalmazhaté
tesztorganizmus lehet korai figyelmeztetésre és a konzervativ megkdozelitést alkalmazo worst-
case scenario vizsgalatara.

Panagrellus redivivus tesztorganizmusra gyakorolt hatas

A GO nanorészecskék hatasat Panagrellus redivivus mortalitasi teszt segitségével is vizsgaltuk,
melynek eredményeit a 15. dbra szemlélteti.
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15. dabra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa a Panagrellus redivivus mortalitdsara.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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Mindkét tipusi GO nanorészecske koncentracio- ¢€s 1dofiiggd hatast fejtett ki a
tesztorganizmusra, bar voltak eltérések. 1000 mg/L nGO dozis alkalmazasakor 100% volt a
mortalitds mindkét nGO tipus esetén 72 ora elteltével, noha ez AF 96/97 vizsgalatakor mar 24
ora utan bekovetkezett. Az AF96/97 nGO tipus foleg nagy koncentraciok (>250 mg/L) esetén
fejtett ki jelentds negativ hatast elsdsorban 24 6ra expozicios id6 utan, de 72 ora elteltével a
gatlds mértéke 98% volt 250 mg/L koncentracional, mig PM 995 alkalmazasanal ugyanezen
dozisnal 74% volt.

Ugyanakkor, kisebb koncentraciok (<125 mg/L) vizsgéalatakor PM 995 esetén volt nagyobb a
hatas mértéke. A legkisebb szignifikans negativ hatasokat 24 ora elteltével AF 96/97 és PM 995
esetén 7,81 és 125 mg/L nGO koncentracidoknal figyeltilk meg, mig 48 d6ra expozicios id6 utan
15,63 és 0,98 mg/L doézisnal tapasztaltuk. Ennek kovetkeztében az ECyg értékek (6. tablazat) is
azt jelezték, hogy 24 ora elteltével az AF 96/97 tipusnak volt kisebb az ECyo értéke (79,74
mg/L), azaz jelentdsebb hatasa; mig 72 6rés kitettség utdn a PM 995-nek (11,33 mg/L).

A Panagrellus redivivus mortalitas teszt mérsékelt, de koncentracio-fiiggd érzékenységet
mutatott a gatldsi szazalék, valamint ECy értékek alapjan (11,3-217,6 mg/L
koncentraciotartomanyban). Ez a fonalféreg, az allatok (fogyasztéi) trofikus szintjét képviselte
az okotoxikologiai vizsgalatok soran, azonban az irodalmi attekintés alapjan ritkén alkalmaznak
fonalférgeket a nGO-k toxicitasanak felmérése soran.

Eredményeink alapjan a két kiilonbozd tipusit nGO-nak jelentdsen eltérd hatasa volt az 1d6
mulasaval, ami Osszefiiggésben lehet a két nGO kozegben valo kiilonbozo viselkedésével. Az
ECyo értékek alapjan a PM 995 tipusi nGO hosszabb kontaktidé (48 6ra) esetén nagyobb
mortalitast okozott, mig az AF 96/97 tipusi nGO 24 6ra elteltével fejtett ki jelentdsebb gatld
hatast. Habar az irodalomban talalhat6 leiras arrél, hogy nZnO alkalmazisa koncentracio-
aranyos médon novelte a Panagrellus redivivus haldlozasdnak mértékét, jelenleg nem talalhato
egyéb kozlemény arra vonatkozolag, hogy a nGO milyen hatast gyakorol a P. redivivus
tesztorganizmusra, igy vizsgalataink €s eredményeink 0jszertiek és uttoroek.

A nGO gerinctelen allatokra vonatkozd Okotoxikologiai felmérése az elérhetd szakirodalom
alapjan eddig elsésorban rakféléken (pl. Daphnia magna) végzett vizsgalatokkal tortént
(Gambardella és Pinsino, 2022). Ezen tanulméanyok els6sorban a szaporodas, illetve halalozés
mértékét vizsgaltak, mig a vedlési arany, enzimaktivitds, génexpresszio vizsgalatok kevésbé
gyakran alkalmazott vizsgalati végpontok. Fekete-Kertész ¢és munkatarsai (2020) a
hagyomanyosan alkalmazott végpontok mellett érzékenyebb, szubletalis végpontokat is
vizsgalt (szivverés, taplalkozasi aktivitas, ROS termelés), melyek alapjan megallapitotta, hogy
reakcidt okozva. Eredményeik alapjan a legérzékenyebb végpont a ROS termelés volt (ECoo =
4,78 mg/L), mely jelzi a nGO toxicitdsanak potencialis mechanizmusat, tovabba 50 mg/L nGO
20 £ 7% letalitast, valamint 10 = 5% immobilizaciot okozott. Ezen eredmények alapjan a
Daphnia magna érzékenyebb allati gerinctelen tesztorganizmusnak bizonyult a nGO-ra nézve
a Panagrellus redivivus fonalféregnél.

Sinapis alba és Triticum aestivum tesztorganizmusokra gyakorolt hatas

Az alkalmazott nGO részecskék S. alba és a T. aestivum novényekre gyakorolt hatasat a 16.
abra és a 17. abra szemléltetik. A GO nanorészecskék mindegyik tesztelt koncentracidban
gatoltak a gyokér- és szarhossznovekedést mindkét novényfaj esetén; ez a hatds mindkét
ndvényi tesztorganizmus esetén koncentraciofiiggd volt.
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16. abra: Grafén-oxid nanorészecskek hatasa a Sinapis alba gyokér- és szarhossz novekedésére.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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17. abra: Grafén-oxid nanorészecskéek hatasa a Triticum aestivum gyokér- és szarhossz novekedésére.

A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A S. alba esetén a gatlo hatds mértéke nagyobb volt a gyokérnovekedésre, mint a
szarndvekedésre mindkét tipust nGO esetén. Mindkét nGO szignifikans hatast gyakorolt
16 mg/L koncentracioban mindkét mért végponton, a legnagyobb negativ hatast 2000 mg/L PM
995 alkalmazasa soran figyeltiik meg (89% gyokérhossznovekedés gatlas). A legnagyobb

szarhossznovekedés gatlas 70% volt ugyanezen kezelés soran.

Az nGO AF 96/97 esetén megfigyelt legnagyobb gatlasi érték gyokérhosszndvekedésnél 78%,
mig a szarhossznovekedésnél 50% volt 2000 mg/L koncentraciot alkalmazva. Ezek az
eredmények azt mutattak, hogy a gyokérhossz-mérés érzékenyebb végpont volt, mint a

szarhossz-mérés.
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Az ECy értekek megerdsitették ezt az allitast, mivel a gyokérhosszmérés alapjan az AF 96/97
esetén 76,71 mg/L, PM 995 esetén 40,73 mg/L volt, mig a szarhossz vizsgalata alapjan az AF
96/97 esetén 380,13 mg/L, PM 995 esetén 554,01 mg/L volt az ECyo érték (6. tablazat). A
vizsgalt GO nanorészecskék hatdsa a 7. aestivum tesztorganizmusra szintén koncentraciofiiggd
volt (17. abra), hasonldan a S. alba esetén tapasztaltakkal, de a hatds nagysaga mindkét mért
végpontnal kozel azonos volt, kivéve 2000 mg/L PM 995 esetén, amikor a megfigyelt gatlo
hatas 67% volt a gyokérhossznovekedésre, mig ugyanez a kezelés a szdrhossznovekedést csak
26%-kal csokkentette. Ugyanakkor, az AF 96/97 esetén minden vizsgélt nGO koncentraciénal
nagyobb volt a gatlas mértéke a PM 995-nél tapasztaltakhoz képest, igy a legnagyobb inhibicid
a szarhossznovekedésre 42% volt (2000 mg/L AF 96/97). Ezek az eredmények dsszhangban
voltak a statisztikai elemzéssel, amely kimutatta, hogy az AF 96/97 a kontrollhoz képest
szignifikans hatassal volt mindkét mért végpontra 16 mg/L koncentracioban, mig a PM 995
szintén szignifikdns hatassal volt a szarhosszndvekedésre 16 mg/L koncentracio
alkalmazasakor.

A T aestivum szér- és gyokérhossz novekedésére vonatkozo ECoo értékek (224,78 és 223,98
mg/L) (6. tablazat) is azt jelezték, hogy az AF 96/97 hasonl6 hatéssal volt mind a gyokér-, mind
a szarhossznovekedésre. Masrészrél a PM 995 nagyobb hatast gyakorolt a 7. aestivum
szarhossznovekedésére, mivel az ECyo értéke 203,49 mg/L volt, mig gydkérhossz esetén 392,53
mg/L.

A ndvénytesztek mutattdk a legkisebb érzékenységet a toxicitas vizsgdlatok soran. A két eltérd
tipust nGO S. alba és T. aestivum novényekre gyakorolt hatdsa alapjan elmondhato, hogy a S.
alba bizonyult érzékenyebb tesztnévénynek, mig a vizsgalt végpontok alapjan a gydkérhossz
mérés. Mindkét tesztrendszer alkalmas a nGO hatdsdnak felmérésére (elsdsorban nagy
koncentraciok esetén), azonban érzékenysége miatt elsOsorban a gyokérhossz vizsgalat
javasolt, mivel altala kisebb koncentraciok esetén is szignifikdns hatdsok mutathatok ki.
Eredményeink alapjan a S. alba gyokér-, és a T. aestivum szarhosszndvekedés vizsgalata
mérsekelten érzékeny végpontok a nGO hatasanak felmérésére.

A tapasztalt hatdsok Osszhangban vannak Begum és munkatarsai (2011) altal leirtakkal.
Eredményeik szerint a kaposzta, paradicsom, salata €és spenot novények gyokér- és
szarhossznovekedése erdsen gatolt volt 500-2000 mg/L grafén koncentracid alkalmazasa
esetén. Wang és munkatarsai (2019) szerint a grafén-csaladba tartoz6 nanoanyagok (GFN-ek)
fizikai, fiziologiai és biokémiai hatdsok (mechanikai sériilés, ROS termelés és az antioxidans
enzimek aktivitdsanak modositasa) révén késleltetett csirdzast €s ndvénymorfologiai
elvaltozasokat okoztak. Zhang és munkatarsai (2016) a grafén hatasat vizsgaltak 7. aestivum
gyokér- ¢€s szarhossznovekedésére 250-1500 mg/LL koncentracidtartomanyban, ¢&s
eredményeinktdl eltéréen serkentd hatast tapasztaltak gyokérhossznovekedés esetén, noha a
gyokérszorhossz esetén gatld hatast észleltek. Ren és munkatéarsai (2020) szintén a nGO
serkentd hatdsat irtak le buzacsira gyokérhossznovekedésére 100 mg/L koncentracid esetén, &m
nagyobb koncentraciét alkalmazva gatlo hatést tapasztaltak. Liu és munkatarsai (2015) a nGO
50 pg/mL és afeletti koncentracidban torténd vizsgalata soran a rizsszemek késleltetett
csirazésat, valamint a gyokocske ¢€s a rligyecske fejlddésének inhibicidjat tapasztaltak, mely
hatés az alkalmazott koncentracioval aranyos volt. Wang és munkatarsai (2014), valamint Zhao
¢s munkatarsai (2015) leirtdk, hogy az Arabidopsis thaliana palantdk gyokérzetében
akkumulalddott a nGO, mig a levélsejtekben nem tapasztaltak ilyet két hét expozicids id6 utan.
Chen ¢és munkatarsai (2017) kutatasuk soran szintén arra a megallapitasra jutottak, hogy a nGO
gatolja a buzaszemek csirdzasat, tovabba nagy koncentracido esetén felhalmozddik a
gyokérrendszerben, oxidativ stresszt indukéalva. Roupcova és munkatarsai (2017) nGO-alapu
anyagok hatasat vizsgaltdk S. alba tesztndvényen. Azt tapasztaltdk, hogy a S. alba magok
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csirazéasat az Osszes grafén-alapa filmréteg (nGO, nGO—fullerén (Ceso) -, nGO—fluor-grafit -,
nGO-bioszén -, nGO—fullerén (Ceo)—polikaprolakton kompozit) gatolta, melyek koziil a
legkisebb mértékii inhibicidt a nGO esetén mérték.

Osszegezve eredményeinket az irodalomban talalhat adatokkal, elmondhatd, hogy a nGO-nak
jotékony hatasa lehet a novények novekedésére, azonban ellentmondasos megallapitasok
vannak erre vonatkozolag; példaul Wang ¢s munkatarsai (2019) a nGO ndvénymagok
csirazéaséara gyakorolt hatdsat a csokkent vizfelvétellel magyardztak, mig Yang és munkatarsai
(2022) a magok nagyobb viztartalmarol szamoltak be, ugyanakkor mindkét tanulmany fokozott
ROS termelést irt le. Az altalunk tapasztalt eredmények alapjan nem javasoljuk a nGO
kozvetlen kontaktba keriilését ndvénymagokkal.

A hatasos koncentraciok (EC) és az elorejelezhetoen hatast nem jelenté koncentraciok
(PNEC) meghatarozasa a vizsgalt nano grafén-oxid szuszpenziok esetén

Az okotoxikologiai hatasfelmérést akut, egy fajt alkalmazd tesztek segitségével végeztem,
melynek eredményei alapjan a GO szuszpenzioknak valo rovid idejli kitettség is toxikus lehet
harom trofikus szinten is, de eltéré mértékben.

A hatasos koncentraciok (EC) meghatarozasa céljabol koncentracid-valasz gorbét illesztettem
a tesztek eredményei alapjan szamitott gatlasi szazalékokra Origin® 2018 szoftver logisztikus
illesztés funkcidjan keresztiil, mely alapjan az adott mérési ponthoz kapcsolddd 20%-os gatlast
okoz6 nGO koncentracio6 értékeket leolvastam. Ezen eredmények a 6. tdblazatban szerepelnek
a kiilonb6z6 tesztorganizmusokndl vizsgalt végpontok esetén eltérd kontaktidd alkalmazéasa
mellett. Ennek segitségével Osszehasonlithatd a tesztorganizmusok érzékenysége a vizsgalt
anyagra vonatkozolag, tovabba az expozicios 1d6 hatasa is. Minél kisebb az ECyo értéke, annal
toxikusabb az adott nGO. Ennek vizualis szemléltetése érdekében a 6. tablazatban szinjelolést
alkalmaztam: az enyhén toxikus hatdsokat zold szin (és arnyalatai), mig a jelentés mértékben
toxikus hatdsokat piros szin (€s arnyalatai) jelolik.

Az elOrejelzés szerint szignifikans hatast nem mutat6 koncentraciokat (PNEC — Predicted No
Effect Concentrations) a hatasos koncentraciok (ECzo) alapjan hataroztam meg. Ezek a PNEC
értékek adjak az alapot a kdrnyezeti kockdzat meghatarozasdhoz az EU altal ajanlott metodikat
alkalmazva (Eurdpai Bizottsag, 2003). Ezt a metodikat alkalmaztam a nano grafén-oxidok els6
kornyezeti kockazatfelmeérésére.

A modszer sordn az Ggynevezett értékelési tényezd (AF — Assessment Factor) sémat (Eurdpai
Bizottsag, 2003) hasznaltam a PNEC értékének meghatarozéasara vizi €l6hely esetén AF 96/97
¢s PM 995 nGO tipusra vonatkozoan egyarant. A harom trofikus szintrél szarmazo
tesztorganizmusok segitségével végrehajtott akut toxicitasi tesztek eredményei alapjan az
értékelési tényezd (AF) értéke 1000. A legkisebb hatdsos koncentracié (SC) értékeket, valamint
biztonsagi értékelési tényezdként (SC/AF) 1000-et alkalmazva a PNECAaF 9697 értékét 8 ng/L-
nek, mig a PNECpum 995 értékét 4 ng/L-nek allapitottam meg.

A potencidlis kornyezeti kockazatot a kockazat jellemzési ardnnyal (RCR — Risk
Characterisation Ratio) szamszerUsithetjiik, mely az eldrejelzett kornyezeti koncentracié (PEC
— Predicted Environmental Concentration) €s az eldrejelzett hatas nélkiili koncentracié (PNEC)
értékének hanyadosa.



Az elorejelzett kornyezeti koncentracid (PEC) értékének meghatdrozasara irodalmi adatokat
vettem alapul. A worst-case scenario megkozelitést alkalmazva a legnagyobb lehetséges
koncentracioértéket (1,82 ng/L) (Zhao és mtsai., 2021b) hasznéaltam a szamitasok soran.

Ennek kdvetkeztében az RCR értéke nGO AF 96/97 tipus esetén 0,23; mig nGO PM 995 esetén
0,46 lett. Mivel mindkét érték kisebb egynél, ezért elmondhat6, hogy a vizsgalt nGO tipusok
(AF 96/97 és PM 995) nem jelentenek kornyezeti kockdzatot a konzervativ megkozelitést
alkalmazva sem.

6. tablazat — A vizsgalt nGO szuszpenziok tesztorganizmusokra gyakorolt hatasanak EC» értékei [mg/L]

Tesztrendszer vizsgalati végpontja Inkubacids ido AF 96/97 PM 995
ECy [mg/L] ECz [mg/L]
Escherichia coli enzimaktivitas 24 h 3,97 2,57
Aliivibrio fischeri biolumineszcencia 30 perc 5,86 5,06
intenzitas 120 perc 4,01 4,40
Aliivibrio fischeri enzimaktivitas 120 perc 22,86 16,13
' ‘ ) 24 h 0,008 0,033
Tetrahymena pyriformis szaporodas A8 h 0.011 0,004
Tetrahymena pyriformis enzimaktivitas 24h 0,038 0,020
48 h 0,014 0,004
Panagrellus redivivus mortalitéas 24h 7,74 217,56
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

Osszegzés a vizsgalt nano grafén-oxid szuszpenziék kérnyezeti hatisarél és potencialis
kockazatarol

Kutatdsom soran két, eltérd tipusu grafén-oxid (AF 96/97 és PM 995) toxicitasat vizsgaltam és
hasonlitottam 0ssze vizi kornyezetbdl szarmazd, eltérd trofikus szintrél szarmazo
tesztorganizmusok (baktériumok, protozoa, ndvények és gerinctelen allat) valaszreakcioi
alapjan, melyek segitségével atfogod felmérést végeztem a kornyezetre gyakorolt rovid- €s
kozéptava hatasokrol. Egyszerli, kornyezeti szempontbol relevans, gyors és olcso
tesztmoddszereket hasznaltam és javaslom a tovabbi GO ¢és egyéb nanorészecskék hatasanak
felmérésére akar kis koncentraciok esetén is.

A komplex okotoxikoldgiai felmérés soran mindkét tipusu nGO hatasat az egyes vizsgalt
tesztorganizmusokra vonatkozé hatasos koncentraciok (EC) és a szarmaztatott kezdeti PNEC
értekek kiszdmitasaval jellemeztem.

Tovabba a kornyezeti kockazat jellemzése céljabol — a hagyomanyos kockazatértékelés soran
konzervativ (pesszimista) megkozelitést alkalmazva — az eldrejelzett kdrnyezeti koncentraciot
(PEC) 6sszehasonlitottam a varhatéan hatas nélkiili koncentracioval (PNEC).
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A toxicitas mértéke fiiggdtt a nGO tipusatdl €s koncentracidjatol, az expozicids id6tol, valamint
a  tesztrendszertdl. Az  Okotoxikoldgiai  vizsgidlatok  eredménye  eltéré  volt
tesztorganizmusonként, illetve vizsgalt végpontokként, tovabba befolyésolta az alkalmazott
kontaktidd.

A vizsgédlt GO nanoszuszpenzidk fizikai-kémiai tulajdonsidgaiban csak kis eltéréseket
tapasztaltunk. A legnagyobb kiilonbség, hogy az AF 96/97 kisebb részecskeméretii €s nagyobb
fajlagos feliileti (BET: 84 m%*g) a PM 995-nél (BET: 40 m?/g). Emiatt tobb esetben (pl.
bakterialis tesztrendszerekben) csupan kis mértékii eltérés volt tapasztalhato a toxicitasban a
két nGO tipus esetén. Ugyanakkor néhany tesztorganizmus esetén (pl. Tetrahymena pyriformis
€s Panagrellus redivivus) jelentés eltérés mutatkozott a toxicitdsban és a nanorészecskék
viselkedésében.

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt grafén-oxidok fizikai-kémiai jellemzdi és a
kivaltott okotoxicitas kozott nem mutathato ki egyértelmii szerkezet-aktivitas 0sszefliggés, ami
ravilagit arra, hogy a tesztrendszer jellemzoi, valamint a nGO-k ¢és a komplex
matrixkolesonhatdsok jelentdsen befolyasoljak az okozott hatdsokat.

A komplex okotoxikologiai felmérés eredményei felhivjak a figyelmet arra, hogy kiilonb6zo
trofikus szintekrdl szarmazo tesztorganizmusok alkalmazdsa javasolt a hatdsvizsgalatra. Az
ECyo értékek 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 intenzitas < Escherichia coli
enzimaktivitas < Tetrahymena pyriformis enzimaktivitas < Tetrahymena pyriformis szaporodas.

Eredményeink alapjan a toxicitds mértéke nétt az expozicids id6 eldrehaladtaval, ami jelzi,
hogy a nGO 4atalakulésa, transzformacidja fokozhatja a vizsgalt tesztorganizmusokra gyakorolt
karos hatasukat.

Annak ellenére, hogy a GO alapt nanoanyagok szamos felhasznalési teriileten nagyon
igéretesek, a kornyezeti kockazatértékelések (Bianco és mitsai., 2022) alapjan még mindig
jelentds hidnyossdgok vannak a lehetséges kornyezeti hatdsaikkal kapcsolatban, mivel a
kornyezeti elemek és tényezok nagyban befolydsoljak sorsukat és toxicitasukat.

Eredményeink ravildgitanak arra, hogy a GO nanorészecskék vizi okoszisztémara gyakorolt
hatasanak jellemzéséhez komplex okotoxikologiai vizsgalatok sziikségesek, mely kiilonb6z6
trofikus szintrél szarmazd tesztorganizmusokat, illetve expozicids utvonalakat tartalmaz.
Tapasztalataink alapjan a GO nanorészecskék toxicitdsa fiigg a nGO tipusatol,
koncentraciojatol, expozicids 1d6tdl és utvonaltol, tovabba a vizsgalt tesztorganizmustol. Az
alkalmazott 6kotoxikoldgiai metodika egyszeri, olcso és széleskorli valaszreakceid felmérésére
alkalmas a trofikus szintek tekintetében. Mindemellett gyorsnak tekinthetd, mivel altalaban
harom napon beliil eredményt szolgaltathat a legtobb modszer esetén. Vizsgélataink tovabba
ramutattak arra, hogy a kornyezeti kockazatfelmérés soran rendkiviil fontos a tesztrendszerek
alapos megvalasztasa, tervezése.

Kutatéasi eredményeink aldtdmasztjak a Tetrahymena pyriformis alkalmazéasanak jelent0ségét
okotoxikologiai kutatdsokban és vizsgalati metodikékban.

A protozoonok a mikrobidlis kdzosségek fo alkotdelemei, és jelentds szerepet jatszanak a
kiilonb6z6 biogeokémia (szén, nitrogén €s foszfor) ciklusokban.
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A taplalékhalozatokban mint fo fogyasztok jelennek meg. Baktériumokat ¢€s mas kis
szervezeteket fogyasztva fontos szerepet jatszanak a taplalékhaldzat dinamikajaban is, mivel
taplalékforrast biztositanak szdmos szervezet szamara, mint példaul a rakfélék, rovarlarvak,
fonalférgek, gytiriisférgek.

Ezeket a szervezeteket viszont mas magasabb rendii szervezetek, példaul a halak is fogyasztjak.
Ezaltal a protozoonok fontos trofikus kapcsolat 1étrehozasaért felelések, anyagot és energiat
juttatva az alacsonyabb tréfikus szintekrél a magasabb szintekre (Mortimer €s mtsai., 2016).
A Tetrahymena fajok jelenléte vagy hidnya az adott kdrnyezeti feltételek mellett specifikus
szennyezések bioldgiai indikatoranak is tekinthetd (Maurya és Pandey, 2020).

A Tetrahymena pyriformis tesztorganizmust alkalmazo oOkotoxikologiai vizsgalatok
(szaporodas és enzimaktivitas mérés) megbizhatdéan alkalmazhatéak a nGO kornyezeti
hatasfelmérésére vonatkozolag akar korai figyelmeztetd -eldrejelzésként, mivel a
tesztrendszerhez kapcsolddo hatasos koncentracio (ECao) értékek kozel allnak a kdrnyezetben
megjelend és mérhetd GO koncentracidval.

Kutatdsom tovabbi Ujdonsaga, hogy a PNEC (eldrejelezhetéen karos hatdst nem okozo
koncentracio) értékre vonatkozo szamitast végeztem nGO-ra, melynek alapjaul szolgalnak a
sz¢leskorli 0kotoxikoldgiai tesztrendszerekkel végzett vizsgalatok.

Eredményeim alapjan, vizsgalt grafén-oxid szuszpenziok a konzervativ megkozelitésii
kornyezeti kockazatértékelést, vagyis legrosszabb kimenetet (worst-case scenario) alkalmazva
sem jelentek kdrnyezeti kockazatot.

Mindemellett fontos megemliteni, hogy a szén-alapu nanorészecskék toxicitasanak vizsgéalatara
vonatkoz6 tanulmanyok novekvd szdmanak ellenére a jelenlegi ismereteink hidnyosak és
rendkiviil fontos, hogy kiillonbozo esettanulmanyokkal vizsgaljuk ezen anyagok potencialosan
kéros és veszélyes hatdsat. A részletesebb €s pontosabb kockazatfelmérés céljabol tobb
tesztorganizmust alkalmazd tesztrendszerek, valamint hossz(i tdva — kronikus hatadsok
felmeérését célzo - vizsgalatok sziikségesek a jovoben.
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6.1.2. Grafén-oxid nanorészecskék mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatasa fizioldgiai
profilozas (CLPP) alapjan

Az altalam vizsgalt grafén-oxid nanorészecskék édesvizi Okoszisztémara gyakorolt hatasat
természetes tobol, Balatonb6l szarmazé vizminta segitségével mértem fel, amelyben jelenlévo
mikroorganizmus kozosségre gyakorolt hatast kovettem nyomon, kiilonds tekintettel a
metabolikus aktivitas, valamint a mikrobialis diverzitds valtozasokra, kiilonb6z6 indexek
alkalmazasa segitségével. A kovetkezOkben vizsgalataim soran tapasztalt hatdsokat,
valtozésokat mutatom be.

A mikrobidlis kozosség aktivitasat jelz6 atlagos szinfejlodési értékek (AWCD) (18. abra)
novekedtek a nGO koncentraciok fokozatos novelésével. Az AF 96/97 esetében az AWCD
értékek minden kezelés soran ndvekedtek a kontrollhoz képest, mig a PM 995 csekély negativ
hatast gyakorolt 0,16 és 0,8 mg/L koncentraciok alkalmazasa esetén 14 és 7 napos inkubacio
utan. A PM 995 kezelések hatdsa minden esetben kisebb volt a masik nGO tipushoz képest; a
legnagyobb AWCD érték 1,02 volt 100 mg/L koncentracional 14 és 28 nap utan, mig AF 96/97
vizsgalata soran ugyanezen koncentracional 7 napos inkubécio utan 1,28 volt.

1,6
1,4 m
1]
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18. dabra: Grafén-oxid nanorészecskék hatdsa az atlagos szinfejlodési értékre (AWCD).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

Az inkubacids 1d6 hatdsa is megmutatkozott az AWCD értékek alakuldsdban, de az eredmények
nem mutattak egyértelmi tendencidkat, mivel a kontroll és a nGO AF 96/97 kezelések kisebb
AWCD értékeket eredményeztek, mig a nGO PM 995 kezelések AWCD értékei ndvekedtek
(kivéve a 0,16 mg/L koncentracional) az inkubécios id6 eldrehaladtaval. Masrészrdl, a
kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget mutatd legkisebb koncentracié minden mérési
id6épontnal ugyanaz volt mindkét nGO tipus esetében (0,8 mg/L AF 96/97 esetén, mig 4 mg/L
PM 995 esetében).

A mért AWCD értékek azt mutatjak, hogy mindkét nGO tipus jelentdsen fokozta a mikrobidlis
aktivitast. A hasznositott szubsztratok szamat (SR) illetéen eredményeink hasonlé mintazatot
mutattak (M4. 4dbra), mint az AWCD értékek esetén. Mindkét tipusit nGO a kontrollhoz képest
fokozta a hasznositott szubsztratok szamat.
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Az AF 96/97 gyakorolt nagyobb hatast kisebb nGO koncentraciok alkalmazasakor, azonban a
legnagyobb SR értéket (27) 100 mg/L PM 995-nél tapasztaltuk 28 napos expozicids id6 utan.
Az inkubacios i1d6 elorehaladtaval, az AWCD értékekkel ellentétben, a hasznositott
szubsztratok szama csokkent az AF 96/97 kezelések esetén, mig PM 995 alkalmazasa soran
novekedett. Ugyanakkor az AWCD értékekkel 0sszhangban, fokozott mikrobialis aktivitast
jeleztek a tapasztalt SR értékek.

A mikrobialis diverzitast jelz6 Shannon-index értékei (19. dbra) szintén ndvekedtek mindkét
nGO tipus esetében az alkalmazott koncentraciok novekedésével; habar, a 0,16 mg/L PM 995
kezelés minden mintavételi idépontban enyhe csdkkenést eredményezett a kontrollhoz képest.
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19. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa a Shannon-indexre (H).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

Azonos nGO koncentraciot alkalmazva a PM 995 esetén a Shannon-index értékek kisebbek
voltak az AF 96/97-nél tapasztaltakhoz képest, azonban nem volt koztiik szignifikans
kiilonbség. Tovabba nem volt megfigyelhetd szignifikans eltérés a kontrollhoz képest egyik
kezelés esetén sem egyik mintavételi idOpontban sem.

A MclIntosh-index (U) értékek kozott jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetok (MS. abra).
Ezen végpont értékei novekedtek az alkalmazott nGO koncentracio novelésével minden kezelés
esetén. Mindkét nGO tipusnak szignifikans hatasa volt a kontrollhoz képest 7 napos inkubacio
utan 0,16 mg/L koncentracional, azonban 28 nap inkubacids 1d6t kovetden a 0,16 mg/L AF
96/97 kezelés tovabbra is szignifikdns hatdssal volt, de a PM 995 csak 4 mg/L koncentracional
mutatott szignifikéns hatast.

A funkcionalis diverzitas értékeléséhez Gini-index (G) értékeket is meghataroztunk (20. abra).
A nGO koncentracié novelésével a Gini koefficiens értékei csokkentek mindkét nGO tipus
esetén. A 0,164 mg/L koncentraciotartomanyban szignifikansan nagyobb értékek voltak, mig
a 20-100 mg/L koncentraciok esetén (kiilondsen az utdbbi esetben) az értékek kisebbek voltak
a kontrollhoz képest 28 nap inkubécid utan. A legnagyobb Gini-index értékek AF 96/97 tipus
esetén 0,58, PM 995 esetén 0,53 volt 0,16 mg/L koncentracional, mig a legkisebb Gini-index
érték 100 mg/L dozist alkalmazva AF 96/97 esetén 0,29, valamint PM 995 esetén 0,31 volt.
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20. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa a Gini-indexre (G).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

Ezek az értékek azt is jelezték, hogy nagy koncentracioban (20-100 mg/L), a nGO-k fokoztak
a mikrobidlis kozosség funkcionalis aktivitasat, mivel a kicsi Gini-index értékek magas
funkcionalis diverzitast jeleznek. A szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlédési értékek
(SAWCD) szerint nem volt jelentds eltérés a vizsgalt hat szubsztratkategoria felhasznalasi
aranyat tekintve a kiilonb6z6 nGO dozist kezelések kozott (M6. abra). Ugyanakkor
megemlitendd, hogy kiilondsen nagyobb nGO koncentracidt (100 mg/L) alkalmazva, féleg PM
995 esetén a polimerek metabolizmusa csokkent, tovabba az expozicidés idonek is jelentds
szerepe volt, ugyanis a hasznositasi arany csokkent az id6 elérehaladtdval. Mésrészrdl az
aminok hasznositasi aranya enyhén novekedett.

Osszegzés a vizsgalt nano grafén-oxid szuszpenziok mikrobislis kozosségre gyakorolt
hatasarol

A grafén-alaptt anyagok kiilonb6z6 kornyezeti elemekre gyakorolt hatdsat egyre tobb
tanulmany vizsgalja, mely tiikkrozi a téma jelentdségét. Néhany kutatds mar vizsgalta ezen
tipust részecskék felszini vizek (folyok, tavak) mikrobidlis kézosségeire gyakorolt negativ
hatasat kis léptékben inkubacios idével egyiitt, azonban a viztestekre gyakorolt hatds még
ismeretlen (Braylé és mtsai., 2022). Osszességében elmondhato, hogy az eddigi tanulmanyok a
grafén alaptl nanorészecskék mikrobialis kozosségekre gyakorolt negativ, karos hatasat irtak le,
melynek oka elsdsorban az altaluk okozott oxidativ stressz.

Kutatdsom sordn megallapitottam, hogy a GO nanorészecskék hatdssal vannak a nyiltvizi
mikrobialis k6zosség metabolikus aktivitasara és diverzitasara, ugyanakkor a hatast jelentdsen
befolyésolja az alkalmazott nGO tipusa és koncentracioja. Vizsgalataim sordn a nGO mar kis
koncentracioban serkentette a mikrobialis aktivitast, ugyanis 0,16 mg/L szignifikdns hatast
gyakorolt a vizsgalt végpontokra. Eredményeim alapjan a nGO fokozta a mikrobidlis aktivitast
¢s a funkcionalis diverzitast, mely hatas koncentraciofiiggd volt. Kis koncentraciét (0,16 — 0,8
mg/L) alkalmazva negativ hatast észleltiink az AWCD ¢és Shannon-indexre vonatkozolag PM
995 esetén, tovabba a Gini-index is karos hatast jelzett mindkét tipusit nGO esetén.
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Ugyanakkor a szubsztratszam ¢és a McIntosh-index értékek ezen GO nanorészecskék kedvezo
hatéasat jelolték mar kis koncentracioban is. Az SAWCD értékek alapjan nem volt szignifikans
eltérés az egyes szubsztratcsoportok hasznositasi aranyaban a kezelések altal.

6.1.3. Cink-oxid és titan-dioxid nanorészecskék mikrobialis kozosségre gyakorolt hatasa
fiziologiai profilozas (CLPP) alapjan

6.1.3.1. A titan-dioxid és cink-oxid nanorészecskék enzimaktivitasra gyakorolt hatasa

A tetrazélium redukcion alapuld enzimaktivasvizsgalat modszerre vonatkozolag alacsony
érzékenységet tapasztaltunk eredményeink alapjan. A TiO> nanorészecskék nem idéztek eld
jelentds gatlast (<5%), mig a ZnO nanorészecskék koncentraciofiiggd gatld hatast gyakoroltak
az enzimaktivitasra. A ZnO 100 mg/L koncentracidban okozta a legnagyobb gatlast (60 + 21%),
mig kisebb nZnO doézisok, (20 mg/L, 4 mg/L és 0,8 mg/L) rendre 48 + 20%, 23 + 5% és 12 +
1% gatlast eredményeztek a kontrollhoz képest.

6.1.3.2. Cink-oxid nanorészecskék hatasa mikrobidlis kézosségre

Az atlagos szinfejlodési érték (AWCD — Average Well Colour Development) szignifikans
cink-oxid kezeléseknek szignifikdns hatasa volt az AWCD-re, de az id6 és a kezelés
kolcsonhatasanak nem volt jelentds hatdsa. A legnagyobb gatld hatast (98-99%) 100 mg/L
nZnO okozta, mig 0,8 mg/L nZnO-nal volt a legkisebb (11-58%) megfigyelt hatds, noha 3 nap
elteltével az is szignifikans mértékii volt a kontrollhoz képest. Ugyanakkor a 4, 20 és 100 mg/L
kezelések 14 nap elteltével szignifikéns hatast eredményeztek.

Korrelacidanalizis alapjan erds negativ linearis kapcsolat (= — 0,99) mutathat6 ki a ZnO
nanorészecskék és az AWCD értékek kozott minden mérési idépontban (M16. tablazat).
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21. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa az atlagos szinfejlodési értékre (AWCD-re).
A kiilonbozd betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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7. tablazat — RMANOVA eredmények az ido fiiggvényében a cink-oxid nanorészecskék édesvizi mikrobiadlis diverzitdasra gyakorolt hatasanak felmérésére. A
félkover szamok a szignifikans eltéreseket jelzik (p < 0.05).

Forras Szabadsagfok Négyzetes F-érték  p érték Forras Szabadsagfok Négyzetes  F-érték  p érték
kozépérték kozépérték

AWCD SR

Kezelés 4 0,55 3317,68 0,000 Kezelés 4 536,02 989,57 0,000

Idé 2 0,01 7,95 0,041 Idé 2 9,95 23,88 0,000

Id6 x Kezelés 8 0,00 1,96 0,269 Id6 x Kezelés 8 3,14 7,52 0,000

AUC H

Kezelés 4 3,16 3299,60 0,001 Kezelés 4 1,22 1487 4 0,000

Idé 2 0,15 117,61 0,000 Id6 2 0,18 25,2 0,000

1d6 x Kezelés 8 0,03 19,46 0,006 1d6 x Kezelés 8 0,10 13,5 0,000

Forras Szabadsagfok Négyzetes F-érték  p érték Forras Szabadsagfok Négyzetes  F-érték  p érték
kozépérték kozépérték

E 8]

Kezelés 3 3,38 223,07 0,000 Kezelés 4 31,38 1230,25 0,000

Id6 2 0,04 0,69 0,526 Id6 2 0,70 0,70 0,000

Id6 x Kezelés 6 0,05 0,78 0,606 1d6 x Kezelés 8 0,23 0,23 0,000

D G

Kezelés 4 0,02 50,87 0,000 Kezelés 4 4,29 287,48 0,000

Id6 2 0,01 30,71 0,000 1d6 2 0,04 1,24 0,339

1d6 x Kezelés 8 0,00 11,49 0,000 I1d6 x Kezelés 8 0,24 7,31 0,005

AWCD — Atlagos szinfejlédési érték, AUC — Gorbe alatti teriilet, SR — Szubsztratszam, H — Shannon-diverzitds index, E — Shannon-egyenletesség
index, D — Simpson-index, U — McIntosh-index, G — Gini-index
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A gorbe alatti tertilet (AUC — Area Under the Curve) az AWCD értékekhez hasonld
tendenciat mutatott, ebben az esetben azonban a kezelés és expozicios id6 kolcsonhatasanak
szignifikans hatdsa volt, akarcsak dnmagéaban a kezelésnek, illetve az idoének (7. tablazat).
kiilonbozo idépontok soran, kivéve 100 mg/L nZnO esetén, ahol enyhe novekedés volt
tapasztalhatd. Ugyanakkor a névekvé nZnO koncentracié hatdsara szignifikdns mértékben
csokkent az AUC érték, 4 mg/L és afolotti koncentracio esetén minden mérési idépontban (22.
abra). A korrelacidanalizis eredményeképpen elmondhatd, hogy az AUC értékek negativ
korrelaciot (= — 0,98-1,00) mutattak az alkalmazott nZnO koncentracioval 3, 7 és 14 nap

elteltével (M16. tablazat).
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22. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a gérbe alatti teriiletre (AUC).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A szubsztratszdmra (SR — Substrate Richness) gyakorolt hatas hasonld volt az AUC-nél
tapasztaltakhoz (23. é4bra). Nagyobb nZnO koncentracio esetén jelentdsen lecsokkent a
hasznositott szubsztratok szama, s6t 100 mg/L nano cink-oxid esetén nem volt tapasztalhato
szubsztrathasznositas 3 és 7 nap elteltével, mig 14 nap utdn is csak egy szubsztrat (pirosz6lésav
metil-észter) esetén volt szinvaltozas detektalhatd, mely egyezett az AUC-nal tapasztalt
eredményekkel. Statisztikai elemzés alapjan mind a kezelésnek, mind az idének, mind pedig
ezek kolcsonhatasanak szignifikans hatdsa volt az SR-re vonatkozodlag (7. tdblazat), mig a
korrelacidanalizis erds negativ korrelaciot (r= — 0,97-0,99) mutatott ki az alkalmazott nZnO
dozis, illetve a hasznositott szubsztratok szama kozott 3, 7 €s 14 nap elteltével egyarant (M16.
tablazat).
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23. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a hasznositott szubsztratok szamdra (SR).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

Eredményeink alapjan a Shannon-index (H) értékeinek is hasonlo lefutdsa volt a korabban
emlitett végpontokhoz (AWD, AUC, SR), noha kevésbé volt érzékeny és kiugrd értéket is
tapasztaltunk 20 mg/L nZnO esetén.

A 20 és 100 mg/L nZnO kezeléseknél tapasztalt Shannon-index értékei kozott nem volt
olyan jelentds kiilonbség, mint a korabbi végpontok esetén ezen koncentracioknal. Ugyanakkor,
a 20 és 100 mg/L nZnO-nal mért értékek joval kisebbek a kisebb nZnO koncentracioknal mért
értekekhez képest (24. abra). A statisztikai elemzés kimutatta az id0, kezelés és ezek
kolesonhatasanak szignifikdns hatasat (7. tdblazat).
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24. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatdasa a Shannon-indexre (H).
A kiilonbozo betiik az egymdstol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A korrelacidanalizis szoros 0sszefliggést (r=—0,99) mutatott ki az nZnO koncentracio és a
Shannon-index értékek kozott 3 és 14 nap elteltével (M16. tablazat).
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A Shannon-egyenletesség (E — Evenness), mely a Shannon-indexbdl szarmaztatott mutato,
nem eredményezett szignifikans eltérést a kontrollhoz képest 0,8 ¢és 4 mg/L nZnO esetén.
Ugyanakkor 20 mg/L nZnO alkalmazasa szignifikans eltéréseket okozott (25. dbra), mig 100
mg/L nano cink-oxid esetén nem volt alkalmazhat6 ezen mutatdszam, ugyanis szamitasahoz a
szubsztratszammal (SR) sziikséges osztani a Shannon-indexet (H), azonban a szubsztratszam
értéke nulla volt. Statisztikai elemzés alapjan ezen végpontra csak a nano cink-oxidos kezelés
onmagaban volt szignifikans hatassal (7. tdblazat), mig a Pearson-korrelaci6é analizis (M16.
tablazat) jelent6s mértékii korrelaciot mutatott ki az alkalmazott nZnO koncentracid ¢és a
Shannon egyenletesség (E) értéke kozott, de csak 7 és 14 nap expozicios id6 esetén (= —0,723
¢s —0,614).
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25. dabra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a Shannon-egyenletességre (E).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A Simpson-index (D) esetén, a Shannon-egyenletességnél tapasztaltakhoz hasonléan nem
figyeltiink meg szignifikans hatast 0,8, valamint 4 mg/L nZnO esetén, azonban 20 és 100 mg/L
nZnO koncentraciot alkalmazva szignifikans eltérés volt tapasztalhatd, mig a legnagyobb D
értékesokkenés (18%) 100 mg/L nZnO dozisnal volt megfigyelhetd 14 nap elteltével (26. dbra).
Habar csak a legnagyobb vizsgalt koncentracidban észleltiink szignifikéns eltérést minden
mérési idépontban, az RMANOVA analizis alapjan az id0, a kezelés, illetve ezek kolcsonhatasa
1s szignifikdns hatast gyakorolt a Simpson-indexre (7. tablazat). A korrelacidanalizis kimutatta
anZnO és Simpson-index kozotti linedris negativ kapcsolatot (3 nap elteltével r=0,641, 7 nap
elteltével =0,887, 14 nap elteltével r=0,849) (M 16. tablazat).
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26. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a Simpson-indexre (D).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

A Mclntosh-index (U) bizonyult a legérzékenyebb diverzitas indexnek a nano cink-oxid
mikrobialis kozosségre gyakorolt hatdsdnak felmérése soran. Az U értéke csokkent az
alkalmazott nano cink-oxid koncentraci6 nodvekedésével, illetve az expozicios 1d6
elérehaladtaval (27. dbra). 20 mg/L nZnO koncentracié alkalmazasa 74—76%, mig 100 mg/L
nZnO dozis 90-92%-o0s Mclntosh-index csokkenést eredményezett a kontrollhoz képest. A
statisztikai analizis (RMANOVA) egyértelmii, szignifikans hatast (p=0,000) mutatott ki a
kezelés, a kontaktido, illetve ezek kolcsonhatasa esetén (7. tablazat). A korrelacidanalizis erds,
linearis, negativ kapcsolatot (3 nap elteltével r=—0,835, 7 nap elteltével =0,838, 14 nap
elteltével r—=0,808) mutatott ki a nano cink-oxid koncentracié és a Mclntosh-index kozott,
mely szignifikdnsnak bizonyult (M16. tablazat).
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27. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatisa a Mcintosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymdstol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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A Gini-index (G) értéke novekedett, ahogy nétt az alkalmazott nZnO koncentracio (28.
abra). Kicsi G értékek nagy funkcionalis diverzitést jeleznek (Preston-Matham és mtsai., 2002).
Szignifikdns hatast csak nagy nZnO koncentracio (20 és 100 mg/L) vizsgalata soran
tapasztaltunk. A legnagyobb G érték ndvekedés (493%) 100 mg/L nZnO esetén 7 nap elteltével
volt megfigyelhetd. Statisztikai analizis alapjan nem csak a kezelés, hanem a kezelés és 1d6
kolcsonhatésa is szignifikdns hatéssal volt a G értékre (7. tablazat). A korrelacidanalizis erds,
szignifikans mértékii pozitiv kapcsolatot (r = 0,824—0,903) mutatott ki a nZnO koncentraci6 és
a Gini-index kozott (M16. tablazat).
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28. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a Gini-indexre (G).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A mikrobialis metabolikus aktivitast szintén jelentds mértékben befolyasolta a nZnO,
melyet a szubsztrat csoportonkénti atlagos szinfejlédési értékek (SAWCD) valtozasa igazol. Az
egyes szubsztratcsoportok hasznositasi ardnyat szemlélteti a 29. abra, melynek soran 100%-nak
a vizsgalt 6 szubsztrat kategoria teljes hasznalatat tekintettiik. A polimerek hasznositasi aranya
csokkent az 1d0 eldérehaladtaval és az alkalmazott nZnO koncentracid ndvekedésével, habar 100
mg/L esetén ndvekedést tapasztaltunk.
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29. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlodési értékre
(SAWCD).

Az aminok hasznalata hasonldé mintat mutatott, tovabba 20 mg/L. nZnO koncentraciot
alkalmazva az aminok metabolizmusanak mértéke csokkent, csakugy, mint a fenol tipusu
vegyiiletek hasznositasa. Ugyanakkor, a karbonsavak hasznositasi aranya ndvekedett az
alkalmazott nZnO dozis ndvelésével, mely arra utal, hogy ezen vegyiiletek hasznositdsdra nem
volt jelentds hatassal a nano cink-oxid, vagy a megvaltozott kdrnyezet hatdsara intenzivebb
karbonsav metabolizmus volt tapasztalhato.

Eredményeink alapjan a szubsztratcsoportok hasznositasi aranyara nagyobb nZnO
koncentracio (20 és 100 mg/L) jelenléte volt csak jelentds hatassal.

Bar a szénhidratok csoportjaba tartozik a Biolog EcoPlate™-en taldlhaté szubsztratok
legtobbje, ennél a csoportndl tapasztaltuk a legkisebb hasznositasi aranyt (0—14,5%), mig a
polimerek és karbonsavak esetén a legnagyobb mértékiit (15-43% és 15-56%)).

Osszegzés a vizsgalt nano cink-oxid szuszpenzio mikrobialis kozosségre gyakorolt
hatasarol

A nanoanyagok vizi €és szarazfoldi tesztrendszerekre gyakorolt hatdsait vizsgalo, kiilonb6zo
modszerekkel végzett tanulmanyokkal 6sszhangban (Londono és mtsai., 2017; Casas-Beltran
¢s mtsai., 2020; Chavan és Nadanathangam, 2020), a nZnO koncentracio- €s idofiiggd hatasat
tapasztaltuk az édesvizi mikrobialis kozosségre nézve is. A Biolog EcoPlate™ modszerrel
végzett kisérleteink sordn a mikrobialis aktivitast jelz6 AWCD, SR, AUC, SAWCD értekeket,
valamint a kozdsség fajgazdagsagat és funkcionalis diverzitasat jelz6 indexeket (H, E, D, U, G)
hataroztunk meg, melyek alapjan jellemeztiik a nanorészecskék mikroflorara gyakorolt hatasat.

Du ¢és munkatarsai (2019) arrél szamoltak be, hogy a ZnO nanorészecskék szignifikans
mértékben és folyamatosan gatoltdk a levelek bomlasat patakvizben 100 mg/L koncentracio
esetén egy 50 napos kisérlet soran; mig 10 mg/L dozis esetén a gatld hatas csak a 43. napon
jelentkezett. Emellett megemlitendd, hogy a gombafajok diverzitasa csokkent a kisérlet soran.
Egy masik kutatas szerint (Du és mtsai., 2020a) a gomba eredetli biomassza mennyisége
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novekedett 5 nap expozicios id6 esetén, azonban 45 nap kontaktidd elteltével szignifikans
mértékben csokkent 300 mg/L nZnO koncentraciot alkalmazva.

Eredményeink utobbi tanulméannyal 6sszhangban allnak, azonban az altalunk alkalmazott
Biolog EcoPlate™ mar 3 nap expozicids id6 elteltével jelezte a negativ hatasokat 0,8 mg/L
nZnO koncentraciéd esetén is a kiillonbozd végpontok vizsgalata alapjan. Mind a ZnO
nanorészecskék, mind az oldott Zn?* ionok okozhattak a karos hatasokat.

Kusi és munkatarsai (2020) az eziist nanorészecskék (AgNP) édesvizi mikrobialis kozosségre
gyakorolt hatdsat vizsgaltak 125 mg/L koncentracidig. Eredményeik 0sszhangban éllnak az
altalunk tapasztaltakkal, ugyanis beszamolojuk szerint a patakvizbdl szarmazod mikroflora
metabolikus aktivitasat gatoltdk az Ag nanorészecskék, mely csokkent AWCD és SR értékeket
eredményezett. Tovabba a szubsztrathasznositdsi mintdzat is hasonloképpen valtozott
tanulméanyukban, mely alapjan az aminosavak, szénhidratok és karbonsavak metabolizmusa
fontos indikator lehet, és az SAWCD értékek figyelembevétele eldrejelzést adhat a
nanorészecskék karos hatasarol.

Az altalunk tapasztalt SAWCD értékek alapjan minden szubsztratkategoria metabolizmusara
hatast gyakorolt a nZnO, elsdsorban nagyobb (20—-100 mg/L) koncentraciok esetén. A
legnagyobb mértékben a karbonsavak hasznositdsanak mértékét befolyasolta, mivel kezdeti 15-
17%-0s SAWCD érték 20 és 100 mg/L nZnO doézis esetén 30-57%-ra emelkedett. Ez
Osszhangban 4ll Melita és munkatarsai (2019), valamint Zhen Teng és munkatarsai (2020) altal
leirtakkal, akik szintén arrdl szdmoltak be, hogy a karbonsavak bizonyultak érzékeny
szénforrasnak. Mivel ezek a szubsztratok a felszini vizekben a szerves anyagok lebomlasanak
termékei, ezért a karbonsavak a vizi kornyezet labilis szervesanyag-forrasai koz¢ tartoznak.

A fokozott karbonsav metabolizmus oka lehet, hogy a 20 és 100 mg/L nZnO altal okozott
leromlott kornyezeti feltételek hatdsdra a mikrobdk a kdnnyen hozzaférhetd szubsztratok
hasznositasat helyezik eldtérbe.

6.1.3.3. Titan-dioxid nanorészecskék hatasa mikrobialis kézosségre

Az atlagos szinfejlédési értek (AWCD) esetén enyhe csokkenés figyelhetd meg a kisérlet
elején és végén vizsgalt mintdk alapjan (30. dbra), mint ahogy a gorbe alatti teriilet (AUC)
esetén is (M7. dbra). A legnagyobb csdkkenés (15%) 20 mg/L nTiO; esetén 7 nap elteltével volt
megfigyelhetd, mig 100 mg/L nTiO2 koncentraciot alkalmazva 9%-os csokkenést tapasztaltunk
14 nap utan. A statisztikai analizis alapjan mind a nTiO2-s kezelés, mind a kontaktidd, mind
pedig ezek kolcsonhatdsa szignifikdns hatassal volt az AWCD értékekre (8. tablazat). A
kontrollhoz képesti legnagyobb, szignifikans eltérés 7 nap expozicids id6 utan, nagyobb nTiO:
koncentracio (4-100 mg/L) esetén volt megfigyelhetd, ugyanakkor 14 nap elteltével nem
tapasztaltunk szignifikans hatast.

A korrelacidanalizis nem eredményezett egyértelmii dsszefiiggést a nTiO2 koncentracio és az
AWCD értékek kozott (M16. tablazat).
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30. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa az atlagos szinfejlodesi értékre (AWCD-re).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05)

A hasznositott szubsztratok szama (SR) kiilonb6z6 mintdzatot eredményezett minden
mérési idépontban (31. dbra). 20 mg/L-ig terjedd nTiO2 koncentracional az SR értékek 3 nap
utan folyamatosan csdkkentek, noha 100 mg/L koncentraciondl nem volt szignifikans eltérés a
kontrollhoz képest. Kismértékli novekedés volt tapasztalhato a koncentracidoval aranyos médon
a 7 és 14 napos expozicid utan. A kontrollhoz képesti legnagyobb kiilonbség (~19%-os gatlas)
a20 mg/L-es nTiO2 dozis esetén jelentkezett 3 nap utan. Az RMANOVA (8. tablazat) kimutatta,
hogy a nTiOz-s kezelés nem befolyasolta jelentésen az SR alakulasat, azonban az expozicios
1d6, valamint az 1d6 ¢és kezelés kolcsonhatdsa szignifikdns mértékben befolyéasolta a
hasznositott szubsztratok szdmat. A korrelacidanalizis erds pozitiv Osszefiiggést (r = 0,850)

mutatott a koncentracio €s az SR kozott 2 hét kontaktido elteltével (M16. tablazat).
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31. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatdsa a hasznositott szubsztratok szamara (SR).
A kiilonbozd betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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8. tablazat — RMANOVA eredmények az ido fiiggvényében a titan-dioxid nanorészecskék édesvizi mikrobialis diverzitasra gyakorolt hatasanak felmérésére. A
félkover szamok a szignifikans eltéreseket jelzik (p < 0.05).

Forras Szabadsagfok Négyzetes F-érték  p érték Forras Szabadsagfok Négyzetes  F-érték  p érték
kozépérték kozépérték

AWCD SR

Kezelés 4 0,01 7,01 0,028 Kezelés 4 5,67 4,166 0,059

Id6 2 0,04 52,87 0,000 Idé 2 21,30 26,438 0,000

Id6 x Kezelés 8 0,00 4,49 0,015 Id6 x Kezelés 8 5,14 6,381 0,002

AUC H

Kezelés 4 0,25 35,38 0,000 Kezelés 4 0,01 6,4 0,034

Idé 2 0,24 53,20 0,000 Id6 2 0,05 40,9 0,000

Idd x Kezelés 8 0,04 9,60 0,000 1d6 x Kezelés 8 0,00 21 0,132

Forras Szabadsagfok Négyzetes F-érték  p érték Forras Szabadsagfok Négyzetes  F-érték  p érték
kozépérték kozépérték

E 8]

Kezelés 4 0,00 5,4 0,046 Kezelés 4 0,34 6,80 0,030

Id6 2 0,00 2,7 0,114 Id6 2 1,26 107,30 0,000

1d6 x Kezelés 8 0,00 43 0,018 1d6 x Kezelés 8 0,10 8,75 0,001

D G

Kezelés 4 0,00 2 0,239 Kezelés 4 0,01 7,426 0,025

Id6 2 0,00 46 0,000 Id6 2 0,03 122,266 0,000

Id6 x Kezelés 8 0,00 2 0,103 Id6 x Kezelés 8 0,00 4,887 0,011

AWCD — Atlagos szinfejlédési érték, AUC — Gorbe alatti teriilet, SR — Szubsztrdtszam, H — Shannon-diverzitds index, E — Shannon-egyenletesség
index, D — Simpson-index, U — McIntosh-index, G — Gini-index
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A Shannon-index (H), amelyet széles korben alkalmaznak a mikrobidlis diverzitas
jellemzésére, csak nagyon kis kiilonbségeket mutatott mind az id6, mind a nTiO> kezelések
fliggvényében (32. dbra). Kontrollhoz képesti szignifikans eltérést 4 mg/L nTiO> esetén 7 nap
utan, valamint 20 és 100 mg/L nTiO> alkalmazésakor 14 nap utan mértiink.
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32. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatdasa a Shannon-indexre (H).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A legnagyobb eltérés (kisebb mint 5%) a kontrollhoz képest 4 mg/L nTiOz esetén, 7 nap
utan kovetkezett be. Az RMANOVA eredményei alapjan a nTiO»-s kezelés €s az expozicios id6
szignifikdns hatdst gyakoroltak a Shannon-indexre (8. tabldzat). A Pearson-korrelacios
egylitthatok nem mutattak egyértelmi, jelentds Osszefliggést a valtozok kozott ebben az esetben
(M15. tablazat), de a Shannon-egyenletesség (MS. abra) esetén szignifikans kapcsolat volt
megfigyelhetd 14 napos expozicio utdn (M16. tablazat).

A MclIntosh-index (U) (33. dbra) nagyobb kiilonbségeket mutatott mind a kontaktidd, mind
a TiOz nanorészecske koncentracio fiiggvényében a Simpson-indexhez képest (M9. abra). Ezek
az eltérések azonban nem mutattak egyértelmi tendenciat az alkalmazott nTiO, koncentracio

fiiggvényében.
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33. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa a Mclntosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A kontrollhoz képest szignifikans eltérések csak 20 és 100 mg/L nTiO; esetén, 7 nap utan
jelentkeztek, tovabbd a Mclntosh-index értékek ezen mintavételi iddpontban voltak a
legnagyobbak. A 7. napon mért adatok alapjan a Mclntosh-index értékei enyhe csokkend
tendenciat mutattak a nTiOz koncentracio novekedésével. 20 mg/L és 100 mg/L nTiO dozis
okozta a kontrollhoz képesti legnagyobb csokkenést, mely 13%-ot, illetve 11%-ot jelentett.

A korrelacidanalizis eredménye alapjan csak enyhe, nem szignifikdns mértékii kapcsolat
volt a két valtozo (TiO2 koncentracid és Mclntosh-index) k6zott (M16. tablazat), hasonloan a
Gini-index esetében tapasztaltaknal is (M 10. abra). A statisztikai elemzés alapjan a McIntosh-
index értékeit szignifikdns mértékben befolyasolta a nTiO» kezelés, a kontaktidd, valamint ezek
kolecsonhatésa (8. tablazat).

A szubsztrat csoportonkénti atlagos szinfejléddési értékek (SAWCD) alapjan az egyes
szubsztrat kategoriak hasznositasi aranya nem valtozott jelentds mértékben a nTiO»-al kezelt
mikrokozmosz rendszerekben a kisérlet soran (34. dbra).
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34. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatdasa a szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlodési értékre
(SAWCD).

Ugyanakkor, a mikrobdk a kiilonb6z6é mikrokozmoszokban mind a hat szubsztrat
kategoriabol szarmazo6 szénforrast hasznositottdk, azonban a hasznositasi aranyban eltérések
adodtak az alkalmazott nTiO2 koncentraciotdl és kontaktid6tdl fiiggetlendil.

A szénhidratok hasznositasi aranya (5-10%) volt a legkisebb, mig a polimereké (18-31%)
¢s aminoké (16-29%) a legnagyobb.

Osszegzés a vizsgalt nano titin-dioxid szuszpenzié mikrobiilis kozosségre gyakorolt
hatasarol

A TiO; nanorészecskék kismértékii, de szignifikans hatast gyakoroltak a mikrobialis
kozosségre. Az eredmények 6sszhangban vannak a Miao és munkatarsai (2018) altal leirt nTiO>
és nano cérium-dioxid (nCeOz) hatasokkal, melyet vizi kornyezetbdl szarmazo iiledéklakod
mikrofloran vizsgéltak. Eredményeik szerint az oxigén fogyasztas mindkét tipusa
nanorészecske alkalmazasa esetén csokkent, azonban nTiO; esetén kisebb volt az akut toxicitas
mértéke a nCeO;-ndl tapasztalthoz képest. Bar a kezelések novelték a mikrobidlis diverzitast,
az liledéklako mikrobialis kozosség metabolikus aktivitdsara negativ hatast fejtett ki mindkét
tipusu nanorészecske (Miao és mtsai., 2018).

Tovabba Londono és munkatarsai (2017), valamint Chavan és Nadanathangam (2020) is arrol
szdmoltak be, hogy azonos koriilmények kozott a TiO: nanorészecskék kisebb hatést
gyakoroltak a mikrobidlis kozdsségre, mint a nZnO. Néhany tanulméany szerint a TiO»
nanorészecskék a felszini vizekben, illetve vizi tesztkOrnyezetben agglomeratumokat
képezhetnek, igy a TiO; altal kivaltott hatasok az egyedi, jOl diszpergélt nanorészecskék mellett
jelenlévd agglomeratumok hatasabdl is eredeztethetdek (Battin és mtsai., 2009; Jiang és mtsai.,
2009); emiatt a felszini vizekben 1évé mikroorganizmusok a nanorészecskék tobb méretének,
illetve formdjanak vannak kitéve. A nTiO> altal kivaltott toxicitas jellemzéen ROS képzésen
keresztiil torténik fotokatalitikus reakcid révén, mely a lipidmembranok karosodasat okozza
(Battin és mtsai., 2009). Mivel kisérleteink soran s6tétben inkubaltuk a reaktorokat, ezért ez a
mechanizmus nem jatszhatott jelentds szerepet, ami magyardzatot adhat a mikrobidlis
kozosségre gyakorolt csekélyebb mértékii befolyasra.
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Ugyanakkor a vizsgalat korilményei alapjan nem valdszinisithetd, hogy a TiO>
nanorészecskék feloldédtak volna, igy a mikrobidlis kozosségre gyakorolt kicsi, am
szignifikdns mértékli hatasukat egyéb uton fejthették ki, mint példdul nagyobb sejtmembran
permeabilitas esetén kdzvetlen penetracidval a sejtbe jutva vagy a membranhoz val6 adszorpcid
révén intracellularis ROS-t generalva (Battin és mtsai., 2009). Tovabba a nanorészecskék
szerves molekulakhoz valo kotodési affinitdsa, a primer részecskék (<10 nm) sejtbe torténd
bejutasa a sériilt membranokon keresztiil, valamint a kdrnyezeti matrixhatdsok kiilonbozo
mértékil toxicitast indukalhatnak (Jiang és mtsai., 2008; Battin és mtsai., 2009; Jiang és mtsai.,
2009).

A nano cink-oxid és a nano titin-dioxid szuszpenziéo mikrobialis kozosségre gyakorolt
hatasanak osszehasonlito elemzése

A jelenleg elérhetd kutatdsi eredmények a fém-oxid nanorészecskék nyiltvizi mikrobalis
kozosségre gyakorolt hatdsanak felmérésére vonatkozolag rendkiviil sziikosek. Vizsgalataink
eredményei ramutatnak, hogy a magasabb trofikus szintrél szdrmazod, egy fajt alkalmazo
toxicitasvizsgalatok mellett sziikséges a mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatasok kutatésa is.
Biolog EcoPlate™ alkalmazasaval szignifikans eltéréseket allapitottunk meg a két tesztelt fém-
oxid nanorészecske (nZnO ¢és nTiOz) vizi mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatdsara
vonatkozolag, mely sordn a tesztelt nanorészecske koncentracio6 és expozicios idd azonos volt.

Kutatdsunk alapjan a TiO2 és ZnO nanorészecskék koncentracidjuktol és az expozicios idotol
fiiggden karos hatast gyakorolhatnak a mikrobidlis aktivitasra. A nZnO erdsebb hatast fejtett ki
a nTiOz-hoz képest minden vizsgalt végpont esetén, vélhetéen a nZnO oldodasa révén
felszabaduld Zn?" ionok kovetkeztében, mellyel szemben a nTiO> oldédasa nem jellemzd. A
vizsgalatok soran alkalmazott Biolog EcoPlate™ eredményei megerdsitették, hogy a fém-oxid
nanorészecskék mikrobidlis kozdsségre gyakorolt hatdsa jelentds mértékben fligg a részecske
tipusatol (Londono és mtsai., 2017; Chavan és Nadanathangam, 2020). A legtobb vizsgalt
végpont esetén szignifikdns csokkenés volt tapasztalhatd minden alkalmazott koncentracid
esetén, n¢hany esetben mar 0,8 mg/L dozisndl is. A legtobb esetben azonban a legkisebb
alkalmazott koncentracié (0,8 mg/L) nem okozott szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz
képest. Az irodalmi adatok alapjan a nZnO becsiilt kornyezeti koncentréacidja felszini vizekben
0,38 ng/L, mig a nTiO2-¢ 2,17 pg/L (Sun és mtsai., 2016), igy a jelenlegi informacidk alapjan
a nZnO ¢és nTiO» felszini vizek mikrobidlis kozdsségére nem gyakorolnak jelentds hatést a
kornyezetben eléfordulod koncentracidban.

A nZnO hatasa korrelacidban 4ll az alkalmazott koncentracidval és expozicids iddvel, igy 100
mg/L. dozis esetén a szubsztrathasznositasi aktivitds jelentosen csokkent 14 nap elteltével.
Eredményeink Osszhangban vannak Londono és munkatarsai (2017) altal leirtakkal, akik
megallapitottak, hogy a nZnO nagyobb befolyassal van a vizi mikrobialis k6zosségre, mint a
nTiO2. Megfigyeléseik szerint 700 pg/L nTiO2 nem okozott szignifikdns hatast, mig 70 pg/L
nZnO szignifikans mértékben moddositotta a mikrobidlis kozosség szerkezetét, genetikai
sokféleségét és eloszlasat. Hasonloképpen, Chavan és Nadanathangam (2020) tanulménya
szerint a talaj mikroflora metabolikus aktivitasat és diverzitasat jelentésen befolyasolta 500

crer

A Pearson-korrelacio eredményei alapjan, a n'TiO2 koncentracio és a vizsgalt végpontok kozott
enyhe korrelacio volt megfigyelhetd, mely a legtobb esetben nem volt szignifikdns mértékii (p
<0.05), de a korrelacio értékei (r-érték) a legtobb esetben novekedtek az inkubacios 1d6
hosszabbodasaval (M16. tablazat), ami szintén jelzi az expozicios id0 jelentdségét.
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A TiO> nanorészecskéknél tapasztaltakkal ellentétben, nZnO esetén a Shannon-egyenletesség
kivételével minden vizsgalati végpont esetén erds korrelacio (|r] > 0,80) volt megfigyelhetd a
nZnO koncentracidéval, melyek koziil a legtdbb szignifikans volt (M16. tablazat), fliggetleniil
az alkalmazott expozicids idotol.

A nZnO okozta erdsebb mikrobidlis aktivitast gatlo hatas egyik lehetséges oka az oldott cink
ionok jelenléte. A cink ionok felvétele csokkentett enzimaktivitast okozhat, ugyanis Sirelkhatim
¢s munkatarsai (2015) tanulménya szerint a ZnO nanorészecskék gatoltak a 1égzési lancban
résztvevo enzimeket. Eredményeink alatdmasztjak ezt, mivel a tetrazolium redukcion alapulo
vizsgalat sordn koncentracio-fliggd gatld hatast tapasztaltunk az enzimaktivitasban, melyre
magyarazatot adnak a Sirelkhatim és munkatarsai (2015) altal leirtak.

Osszegzés a vizsgalt nanorészecskék mikrobialis kozosségre gyakorolt hatasarol

A nanorészecskék alkalmazédsa gyakori és széles korben elterjedt, igy azok kdnnyen
megjelenhetnek a vizi 0koszisztéméaban. Ennek ellenére az édesvizi mikrobidlis diverzitasra
gyakorolt hatdsukrdl kevés informacio all rendelkezésre. Kutatdsom soran a Biolog EcoPlate™
technikat alkalmaztam, hogy felmérjem a fém-oxid és a grafén-oxid nanorészecskék hatasat az
¢desvizi mikrobidlis kozosség metabolikus aktivitdsara és fizioldgiai profiljara vonatkozolag.
A laboratoriumi koriilmények kozott végzett mikrokozmosz kisérletek soran nZnO-t és nTiO»-
t, és nGO-t alkalmaztam vizsgélataimhoz, melynek eredményei alapjdn a nTiO2 csak kis
mértékben befolyasolta a mikrobialis kozdsséget, a kiillonbozé nGO-knak nagyobb hatasa volt,
mig a nZnO erdteljes hatast gyakorolt a mikroflora metabolikus aktivitasra és a funkcionalis
diverzitasra. A nanorészecskék jelenléte, illetve koncentracidja mellett fontos tényezé az
expozicids idd, ugyanis a Biolog EcoPlate™ segitségével felmért végpontokra szignifikdns
hatasa volt ezen faktoroknak. Ugyanakkor az adatok alapjan kijelenthetd, hogy a hatas
mértékében, illetve milyenségében meghatarozd szerepe van a nanorészecske tipusanak. A
szénhidratok, karbonsavak €s polimerek bizonyultak az els6dleges indikator szubsztratnak nagy
nZnO koncentracio esetén.

Eredményeink igazoltak, hogy a vizsgalt indexek érzékenysége eltérd volt, tovabba egyidejii
alkalmazasuk javasolt, mert kiegészitd informacidkat szolgéltathatnak. A McIntosh-index, mint
diverzitasjelz6 mérdszam, jo érzékenységet mutatott a nanorészecskékkel kezelt vizminta
mikrobidlis kozosségének diverzitasvaltozasara. A mikrobafajok €s a szénforrashasznositasuk
eloszlasa is valtozott a kezelés hatasara, melyet a Gini-index, illetve a Shannon-egyenletesség
jol szemléltet. Mindezek alapjan, a nanorészecskék mikrobialis kdzosségre gyakorolt hatasdnak
felmérésére, illetve (elére)jelzésére javasolt a Biolog EcoPlate™ hasznélata, mint olcso,
egyszerl €s gyors technika.

A Biolog EcoPlate™ alkalmazhatésaganak jellemzése a nanorészecskék mikrobialis
kozosségre gyakorolt hatasanak vizsgalatara vonatkozolag

A Biolog EcoPlate™ egy olcsé ¢és egyszerli eszkdz mikrobidlis kozosségek és azok
aktivitasanak jellemzésére ¢&s Osszehasonlitdsara. Az optikai denzitas mérés alapjan
meghatarozott kiillonbozd végpontokon keresztiil nydjt informacidt a kozeg mikroflorajarol.
Mivel nTiO; esetén csupan néhany esetben volt tapasztalhatd szignifikéns eltérés a kezelések
soran, ezért elsésorban a nZnO-ndl észlelt hatasokat figyelembe véve jellemzem a Biolog
EcoPlate™ alkalmazhatosagat.
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Eredményeink alapjan az AWCD, AUC, SR értékek szignifikdns mértékben csokkentek
jelentésebb nZnO koncentracid esetén. Ezek a végpontok a nZnO karos hatasat igazoljak, noha
a végpontok nem teljesen fiiggetlenek egymastdl. Az SR és AWCD kapcsolatban allnak
egymassal: nagy AWCD érték esetén a legtobb szénforrds hasznositasra kertil, mig kdzepes
AWCD érték azt sugallja, hogy az Osszes szubsztratot gyengén vagy néhany szénforrast jol,
mig masokat nem hasznosit a mikroflora (Harch és mtsai., 1997). Az AUC értékek is az optikai
denzitas értékekbdl szarmaztathatok, igy hasonlé mintdzata van az AWCD-hez és SR-hez. Az
RMANOVA statisztikai analizis alapjan szignifikéns valtozas volt megfigyelhetd a mikrobialis
kozosség metabolikus aktivitasdban nZnO alkalmazéasakor az emlitett indexek vizsgalata soran,
mely kiilondsen SR és AUC esetén volt figyelemremélto.

A kiilonb6z06 szubsztratcsoportok hasznositasi aranya (SAWCD) ritkén alkalmazott végpont a
Biolog EcoPlate™ hasznalataval torténd mikrobialis aktivitas jellemzése soran, noha fontos
kiegészitd informdciot tud nydjtani. A metabolikus aktivitas soran els6dlegesen preferalt és
gyorsan hasznositott szubsztratok hasznos informacidt nyujtanak a kornyezet allapotarol
(Melita és mtsai., 2019). Erdekességképpen, a karbonsavak hasznositasi aranya nvekedett az
expozicidés 1dé ndvekedésével 20 és 100 mg/L nZnO alkalmazasakor, melyek kozil a
piroszdlosav-metil-észter esetén volt a legnagyobb mértékli szignifikans eltérés tapasztalhatd
14 nap elteltével. A Tween40 és Tween80 hasznositdsa ardnya szintén jelentds volt 20 és 100
mg/L nZnO esetén, mig a szénhidratoké joval kisebb mértékii volt a kontrollhoz képest.
Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy a mikrobidlis kozosség szerkezete megvaltozott
a hozzdadott ZnO nanorészecskék hatdsdra, ami miatt a meglévé mikrobidlis kdzOsség
anyagcsere-preferencidja a karbonsavak és a polimerek felé irdnyult, Wu és munkatarsainak
(2020) kutatasi eredményeihez hasonléan. Ebben szerepe lehet mind az oldott Zn** ionoknak,
mind a ZnO nanorészecskéknek.

Kutatdsom soran célom volt kiilonbozd diverzitds indexek Osszehasonlitdsa, igy a Shannon-
index, Shannon-egyenletesség, Simpson-index, McIntosh-index és Gini-index elemzése. Az
emlitettek koziil a Shannon-index és a Shannon-egyenletesség a leggyakrabban alkalmazott
végpontok a funkciondlis diverzitas jellemzésére. A Shannon-index a hasznositott szénforrasok
eloszlasardl nyujt informaciot. Nagy Shannon-index érték egyidejlileg utal kivald funkcionalis
metabolikus diverzitasra és a funkciondlis tipusok egyenletes eloszlasara. Nagy Shannon-
egyenletesség érték csak akkor érhetd el, ha az Osszes szénforras jol hasznositott, de ez
visszafelé nem igaz. Ha a legtobb szubsztrat hasznositasra kertil, akkor a Shannon-index értéke
nagy lesz (Harch és mtsai., 1997). Eredményeink alapjan a nZnO csokkentette a Shannon-index
értékét, ami a nZnO mikrobialis aktivitasra és diverzitasra gyakorolt negativ hatasat igazolja.
A Shannon-egyenletesség értékei kisebbek voltak 20 mg/L nZnO koncentracié alatt, mig 100
mg/L nZnO esetén matematikai probléma meriilt fel, mivel az SR értéke 0 volt, és a Shannon-
egyenletesség szamitdsa soran az SR természetes alapu logaritmusaval torténd osztés
sziikséges, emiatt jelentds csokkenés tapasztalhaté az eredményeknél. Ezek alapjan nem
ajanlom ezt a végpontot a mikrobialis k6zosség aktivitasdnak jellemzésére.

A Simpson-index — a Shannon-indexhez hasonléan — a nZnO negativ hatdsat igazolta. A ritka
fajokat nagyobb sulyban veszi figyelembe a kozonséges fajoknal a Shannon-index, igy a
Shannon-indexet erésen befolyasolja a fajgazdagsag. A Simpson-index a kdzonséges fajokat
nagyobb sulyban veszi figyelembe, mint a ritka fajokat, igy ez az index nagyobb sulyt fektet az
egyenletességre (Adams és mtsai., 2017). Kutatasunk sordn nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a két index (Simpson- és Shannon-index) kozott.

Eredményeink alapjan a McIntosh-index mutatja be legjobban atfogéan az AWCD, AUC és SR
végpontokat, mivel ennek az indexnek a szamitdsa is az optikai denzitas értékeken alapul. A
Mclntosh-index a dominancia mérészdma, 4m nem gyakran hasznalt végpont.
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Vizsgalataink soran a Mclntosh-index ¢€s a mikrobidlis aktivitds kozott korrelacio volt
megfigyelhetd, tovabba jelezte a kezelés és az expozicids id6 hatasat is. DeJong (1975) szintén
arrol szamolt be, hogy a Mclntosh-, és a Simpson-indexek jobban illeszkedtek a diverzitashoz,
mint a Shannon-index, mivel ezen indexeket elsdsorban az egyenletesség, mintsem a
szubsztratszam befolyasolja, a Shannon-indextdl eltérden.

Mindemellett megemlitendd, hogy a Gini-index ¢érzékenysége miatt jol tiikrozte a
nanorészecskék altal kivaltott metabolikus aktivitds valtozasokat (M3. abra). A Gini-index
értékei novekedtek a nZnO koncentracid novelésével, am az RMANOVA analizis nem mutatott
olyan erds szignifikans kiilonbséget, mint a Shannon-, Simpson- és McIntosh-indexek esetén.

A Biolog EcoPlate™ néhany korlatozé tényezdvel rendelkezik (Stefanowicz, 2006; Chavan és
Nadanathangam, 2020). A mikroflora kozosség szintli profilozésara (CLPP) konnyebb és
olcsobb modszer a Biolog EcoPlate™ hasznalata, mint a DNS vagy RNS alapu profilozas; sot
néhany tanulmany szerint a molekularis profilozds nem olyan érzékeny, mint a CLPP alapt
megkozelités (El Fantroussi és mtsai., 1999; Sutcliffe és mtsai., 2019).

Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek a nanorészecskékre leginkabb érzékeny
baktérium nemzetségek meghatarozasa céljabol, ugyanis a CLPP és a DNS-alapti modszerekkel
eltéré mintazatok figyelhetéek meg (Ros és mtsai., 2008; Llad6 és Baldrian, 2017). Az aerob
¢s anaerob mikrobidlis kozosség valtozasait egyarant sziikséges vizsgalni, melyet a 95
szénforrast tartalmazo Biolog AN (anaerob) mikrotitrator lemezzel végezhetiink el, igy
egyidejileg tobb szubsztrat hasznositasat is monitoringozhatjuk.
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6.1.4. Cink-oxid és titdn-dioxid nanorészecskék hatasa a bakterialis kommunikéciora

A cink-oxid és titan-dioxid nanorészecskék toxicitdsara vonatkozolag szdmos kutatas
eredménye rendelkezésre all, azonban olyan szubletalis végpontokra gyakorolt hatasukrdl, mint
a bakteridlis kommunikacié altal vezérelt biofilmképzés, pigmenttermelés, korlatozottak az
informaciok. Ez alapjan célom volt felmérni, hogy a nZnO és nTiO> miképpen befolyasolja a
Pseudomonas aeruginosa bakteridlis kommunikacié altal vezérelt folyamatait. Kiilonb6zo
végpontokat vizsgaltam annak feltérképezésére, hogy a nanorészecskék hasznalata ij modszert
jelenthet-e a baktériumok viselkedésének befolyasolasara és lehetoséget teremthet-e fertézések
megeldzésére.

6.1.4.1. A vizsgalt nanorészecskék toxicitasa a tesztorganizmusra

A nanorészecskék toxikus hatasadnak felmérésére kiilonbozo életképesség vizsgalatokat
végeztiink, igy mértiikk az optikai denzitast és a 1égzési lancban szerepet jatszd enzimek
aktivitasat, tovabba felmértiik a reaktiv oxigén szarmazék termelés intenzitasat.

6.1.4.1.1. Optikai denzitas és enzimaktivitas mérés eredményei

Az optikai denzitds mérése €s az enzimaktivitas tesztek mérési eredményei alapjan ebben
a tesztrendszerben nem tudtunk relevans kovetkeztetéseket levonni, mert a nanoanyagok
aggregacidja ¢és kililepedése jelentdsen befolyasolta az abszorbanciat és ezzel egylitt az
eredményeket. Igy ilyen kisérleti rendszerben ezekkel a végpontokkal kapott eredményeket
nem hasznaltuk fel a hatasvizsgalat jellemzéséhez.

6.1.4.1.2. Reaktiv oxigen szarmazék termelés intenzitasanak valtozasa

A ZnO nanorészecskék P.aeruginosa baktérium ROS termelésére gyakorolt hatasat a 35.
abra szemlélteti. Eredményeink alapjan a nZnO karos hatast fejtett ki a baktériumra, mely
koncentracio- és id6fliggd volt, vagyis a nagyobb dozis és a hosszabb expozicids idé ndvelte a
ROS termelést; habar 48 ora kontaktido elteltével 62,5, illetve 125 mg/L nZnO koncentracidonal
csokkenés volt megfigyelhetd. Az inkubacids id6 jelentdségét mutatja, hogy a legkisebb,
szignifikdns ROS termelés novekedést okoz6 nZnO koncentracid 7,81, 1,95, illetve 0,98 mg/L
volt 6, 24, illetve 48 Oora elteltével. A legintenzivebb ROS termelést 125 mg/L nZnO
koncentraci6 esetén, 24 oOra elteltével tapasztaltuk, ami 108%-os ROS novekedést
eredményezett.
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35. dabra: Cink-oxid nanorészecskek hatasa a Pseudomonas aeruginosa baktérium ROS termelésére.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A TiO: nanorészecskék ROS termelésre gyakorolt hatasat a 36. 4bra illusztralja. Noha a
hatas koncentraciofiiggd volt, a hatas mértéke kisebb volt, mint nZnO esetén. A legnagyobb
ROS novekedés 38%-0s volt, amit 48 ora elteltével, 125 mg/L nTiO. koncentraciénal
¢észleltiink. Ugyanakkor kisebb nTiO> koncentracié alkalmazasa esetén 24 o6ra kontaktido utan
volt tapasztalhat6 a legnagyobb ROS intenzitas. Tovabba 6 ora elteltével csak a 62,5 és 125
mg/L nTiO: koncentracidk esetén volt szignifikdns hatis (4,5%, illetve 7,2%-0s ROS
novekedés), mig 48 ora kontaktidd utdn 15,63 mg/L és ennél nagyobb nTiO: dozis esetén nott
szignifikdns mértékben a ROS termelés. Ebben az esetben a keletkezett ROS mennyisége
aranyos volt az alkalmazott nTiO: koncentracioval, ugyanis a ROS képzddés mérteke 5, 9, 17
¢s 38%-kal volt nagyobb a kontrollhoz képest.
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36. dabra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa a Pseudomonas aeruginosa baktérium ROS termelésére.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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Eredményeink alapjan mindkét tipusi nanorészecske az alkalmazott koncentracio
ndvelésével aranyosan fokozta a ROS képzést; habar 0,98 mg/L nTiO; esetén enyhe csokkenést
tapasztaltunk 48 ora elteltével. Tovabba kis koncentracié alkalmazasakor egyik nanorészecske
esetén sem észleltiink szignifikans hatast 6 6ra kontaktidd elteltével. Ugyanakkor szignifikans
ROS novekedést mértink 7,81 mg/L nZnO ¢és 62,5 mg/L nTiO» alkalmazisa esetén.
Eredményeink alapjan a TiO2 nanorészecskék kisebb mértékben befolyésoltak a P. aeruginosa
ROS termelését a ZnO nanorészecskékhez képest.

Ennek megfeleléen a legnagyobb ROS nodvekedés nTiO: esetén 38% volt 125 mg/L
koncentraci6 alkalmazésa soran 48 ora elteltével, mig nZnO esetén 108% volt 24 ora elteltével
azonos dozisban.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az expozicios id6 is jelentdsen befolyasolja a ROS
termelést, mivel nZnO esetén az inkubacios id6 novelésével a ROS mennyisége is nott (kivéve
62,5 és 125 mg/L esetén). Ezzel ellentétben nTiO» esetén a legnagyobb ROS novekedést 24 ora
elteltével mértiik az egyes kezeléseknél (kivéve 125 mg/L esetén).

Ebadi és munkatarsai (2019) szintén megndvekedett ROS képzésrdl szamoltak be P.
aeruginosa baktérium vizsgélata soran 500-2000 mg/L nZnO koncentracidt alkalmazva.
Eredményeik alapjan a fluoreszcencia intenzitas 250%-kal nagyobb volt a kontrollhoz képest
2000 mg/L nZnO dozis esetén.

Tobb tanulmany is vizsgalta a ZnO és TiO2 nanorészecskék ROS termelésre gyakorolt
hatasat; melyek tobb esetben arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a nZnO nagyobb mértékii
ROS képzést indukal a nTiO»-hoz képest azonos koriilmények kozott (Wang és mtsai., 2011b;
Khan és mtsai., 2015; Wang és mtsai., 2022). Ugyanakkor mas tanulméanyok arr6l szamoltak
be, hogy a TiO2 nanorészecskék okoztak nagyobb ROS novekedést a ZnO nanorészecskékhez
képest (Karlsson és mtsai., 2008; Barnes és mtsai., 2013).

Wang és munkatarsai (2022) megallapitdsa szerint, a Zn>" ionoknak vald hosszabb idejii
(24 ora) [Kkitettség  szignifikdns mértékben csokkentette a trikarbonsav  ciklus
transzkriptomjainak szdmat human tiido epitelidlis karcinoma sejtekben. Tovabbd a nZnO
novelte a gyulladasban szerepet jatszo gének expressziodjat, a hdsokk-fehérjék transzkripciojat,
mitokondrialis problémakat, és az apoptozist THP-1 makrofagokban. Ezzel szemben a nTiO2
nem okozott oxidativ stresszt €s nem fokozta a gyulladasos valaszreakciét (Wang és mtsai.,
2022).

Mindemellett a ZnO fotokatalitikus tulajdonsagai UV megvilagitasban még erdteljesebbek,
ami fokozza a ROS termelés indukalo képességét. A TiO:2 szintén rendelkezik fotokatalitikus
tulajdonsagokkal, azonban a ROS termelésre gyakorolt hatasa kisebb hasonlo koriilmények
kozott. Martorano és munkatarsai (2010) tanulmanya szerint az UV-B sugarzds a Zn>'
felszabadulaséhoz vezet a ZnO-ban, ami Zn*" ionok felhalmozdédasat eredményezi. Ez az
egyensulyhiany hozzéjérul a citotoxikus hatashoz és az oxidativ stresszhez.

Barnes ¢és munkatéarsai (2013) vizsgalatai soran a P. aeruginosa baktérium jelentds
rezisztenciat mutatott az UV-aktivalt ZnO és TiO> nanorészecskék altali inaktivacidval
szemben 10—1000 mg/L nanorészecske koncentracio esetén.

Eredményeink alapjan Gsszességében elmondhatd, hogy mindkét tipusti nanorészecske
novelte a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelését, €s a hatds mértékét befolyasolta az
alkalmazott koncentracio és expozicids idd. Ugyan a nTiO> kisebb hatast gyakorolt erre a
végpontra a nZnO-ndl, a hatds koncentracio- €s 1dofiiggd volt. Eredményeink felhivjak a
figyelmet arra, hogy a ZnO er6teljesebben fokozza a reaktiv oxigén szarmazékok képzését.
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6.1.4.2. A vizsgalt nanorészecskek kvorum-szabalyozott folyamatokra gyakorolt hatasa

A nanorészecskék bakterialis kommunikacidra gyakorolt hatasat ketté metodikai eljaras
szerint mértem fel, igy a P. aeruginosa pioverdin termelésének, valamint biofilm képzésének
intenzitasat vizsgaltam, melyek kvorum-vezérelt, szigndl molekulak altal szabalyozott
folyamatok.

6.1.4.2.1. Pioverdin termelés intenzitasanak valtozdasa

A P. aeruginosa pioverdin termelése egy QS-szabalyozott folyamat. Cink-oxid
nanorészecskék jelenlétében torténd pioverdin termelés intenzitasat szemlélteti a 37. dbra. Az
eredmények alapjan a nZnO-nak koncentracio-fiiggd pozitiv hatdsa van a pioverdin termelésre,
habar 62,5, illetve 125 mg/L nZnO dozis esetén enyhe csokkenés volt tapasztalhatd. A
legnagyobb pioverdin termelés intenzitast 24 ora kontaktidd utan észleltiik (kivéve 1,95 mg/L
nZnO koncentracio esetén), mig a legnagyobb intenzitas novekedést (98%) 31,25 mg/L nZnO
dozisnal mértiik. Minden kezelés szignifikans eltérést okozott a kontrollhoz képest, kivéve 0,98
mg/L nZnO koncentraci6 48 ora elteltével, amely minddssze 0,19%-os novekedést okozott.
Tovabba megemlitendd, hogy az 0sszes kezelés pozitivan hatott erre a végpontra, egyediil 0,98
mg/L nZnO koncentraciot alkalmazva tapasztaltunk gatlo hatast 24 ora elteltével.
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37. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatasa a Pseudomonas aeruginosa baktérium pioverdin
termelésére. A kiilonbozé betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A titan-dioxid nanorészecskék pioverdin termelésre gyakorolt hatasa eltérének bizonyult a
nano cink-oxidhoz képest, ugyanis minden kezelés — kismértékben, de — gatolta a sziderofor
képzést (38. dbra). Az Osszes alkalmazott nTiO2 dozis szignifikans mértékben fejtett ki negativ
hatast erre a kvorum-szabalyozott folyamatra, noha a hatds mértéke hasonld volt az 6sszes
kezelésnél. A legkisebb pioverdin termelést 15,63 mg/L nTiO2 koncentracio alkalmazésa esetén
mértiik 48 ora inkubdciods 1d0 elteltével, mely 25%-os gatld hatast okozott.
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38. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa a Pseudomonas aeruginosa baktérium pioverdin
termelésére. A kiilonbozé betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

Eredményeink alapjan a pioverdin termelés intenzitasat jelentés mértékben befolyasoltak
a nanorészecskék. Megfigyeléseink szerint a nanorészecske tipusanak jelentds szerepe van a
kifejtett hatasban, ugyanis a nZnO serkentd, mig a nTiO» gatl6 hatast mutatott erre a végpontra.
A ZnO nanorészecskék altal kifejtett hatds koncentracio- és 1id6fiiggd volt. Minden kezelés
novelte a pioverdin mennyiségét, mig a legnagyobb pioverdin termelés intenzitast 24 o6ra
elteltével tapasztaltuk. Ezzel ellentétben a TiO2 nanorészecskék enyhe gatlo hatast fejtettek ki
a pioverdin termelésére minden kezelés esetén. Eredményeink szerint ezt a nanorészecskét
alkalmazva kisebb szerepe van az alkalmazott dézisnak és kontaktidének, ugyanis az inhibicid
mértéke hasonld volt minden kezelés esetén.

Kutatdsunk bizonyitja, hogy a vizsgélt nanorészecskék szignifikdns mértékben
befolyésoljak a pioverdin termelés mértékét, és a kifejtett hatas, valamint annak mértéke
jelentds mértékben fiigg a nanorészecske tipusatol és koncentraciojatol, tovabba az expozicids
1d6 tartamatol.

6.1.4.2.2. Biofilmképzes intenzitasanak valtozasa

A cink-oxid nanorészecskék P. aeruginosa baktérium biofilm képzésére gyakorolt hatasat
a 39. abra szemlélteti. Ennek alapjan elmondhat6, hogy az alkalmazott kontaktidének és a
koncentracionak is szignifikans szerepe volt a megnyilvanuld hatasban. Jelentds biofilmképzés
csokkenést tapasztaltunk 6 oOra inkubacids id6 utan, mig 24 és 48 ora elteltével a gatld hatas
mértéke csokkent, s6t 62,5, valamint 125 mg/L nZnO koncentracidé esetén serkentd hatast
mértiink. A legnagyobb gatlo hatast (57%) 7,81 mg/L nZnO koncentracié alkalmazéasakor
mértiik 6 ora kontaktidé elteltével. Ezzel szemben a legnagyobb biofilmképzés novekedést
(60%) 125 mg/L nZnO koncentracio esetén 24 6ra inkubécios id6 utan tapasztaltuk.
Ezen eredmények azt mutatjadk, hogy mind a nanorészecskék koncentracidja, mind pedig az
expozicidés id0 hossza jelentdsen befolyasolja a P. aeruginosa biofilm képzésre gyakorolt
hatasat.
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39. abra: Cink-oxid nanorészecskék hatisa a Pseudomonas aeruginosa baktérium biofilm képzésére.
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A titan-dioxid nanorészecskék biofilmképzésre gyakorolt hatasat a 40. dbra illusztralja.

Ezen eredmények hasonldak a pioverdin termelésre gyakorolt hatasnal tapasztaltakkal, ugyanis
minden kezelés esetén szignifikans gatld hatast figyeltiink meg. Noha enyhén csokkent az
inhibicio mértéke a nTiO; koncentracidé novelésével, a kontaktido ndvelése is csokkentette a
hatas mértékét.
A legnagyobb gatlo hatast (50%) 6 ora expozicios id0 elteltével tapasztaltuk 3,91 mg/L nTiO:
koncentraci6 alkalmazéasa esetén. Ezen koncentracio esetén a gatld hatas mértéke 37, illetve
35%-ra csokkent 24 és 48 ora elteltével. Tovabba az inhibicié mértékének legnagyobb
csokkenését 15,63 mg/L nTiO; dozist kezelésnél észleltiik 24 ¢€s 48 ora elteltével, mely 24,
illetve 26%-0s hatas-csokkenés volt a 6 6ranal tapasztalthoz képest.
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40. dabra: Titan-dioxid nanorészecskék hatdsa a Pseudomonas aeruginosa baktérium biofilm
képzéeseére. A kiilonbozd betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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Eredményeink azt sugalljak, hogy a nanorészecskék biofilmképzés intenzitasara gyakorolt
hatasat elsésorban a nanorészecske tipusa befolyasolja, mivel a kiilonb6zo tipusu fém-oxid
nanorészecskék esetén eltérd hatast figyeltiink meg erre a végpontra vonatkozolag.

A nZnO minden kezelés esetén gatolta a biofilmképzést 6 6ra inkubacios 1d6 elteltével, és
a legnagyobb gatld hatast (57%) 7,81 mg/L koncentraci6 esetén mértiik. 24 ora kontaktidd
esetén a legtobb kezelés tovabbra is gatolta a biofilmképzést, kivéve a 125 mg/L nZnO dozisu
kezelést, ahol 60%-o0s serkentd hatast észleltiink. Mindemellett 48 6ra expozicios id0 elteltével
mind a gatld, mind a serkentd hatasok mértéke csokkent. S6t, 62,5 mg/L nZnO koncentracio
esetén 14%-os serkent hatast észleltiink 48 ora elteltével, mig korabban gatlot.

A kiilonb6z6 idopontokban tortént mérések soran a legnagyobb gatlo hatast 7,81 és 15,63
mg/L nZnO koncentracié esetén tapasztaltuk. Ezzel ellenkezdleg serkentd hatéast észleltiink
62,5, illetve 125 mg/L nZnO doézist kezelésnél 48 ora elteltével.

A nTiO; hatésa ellentétes, de konzekvens volt a P. aeruginosa biofilmképzésére a nZnO-
hoz képest. Az Osszes kezelés esetén gatolta ezt a végpontot minden mérési iddpontban, habar
a hatds erdssége csokkent az inkubacids id6 eldrehaladtaval. A legjelentésebb mértéki
biofilmképzés csokkenést kis nTiO2 koncentraciok (1,95-7,81 mg/L) esetén tapasztaltuk, mig
a legnagyobb inhibiciot (50%) 6 6ra utan, 3,91 mg/L nTiO; koncentracional mértiik.

Vizsgalatunk eredményeit dsszevetve mas kutatdsok eredményeivel, azok megerdsitették
tapasztalatainkat, illetve uj megvilagitasba helyezték észrevételeinket.

Li és munkatérsai (2018) kis koncentracidban (100 pg/L) vizsgéltdk a nTiO2 és nZnO
hatasat a P. aeruginosa PAO1 baktérium kvorum (QS) rendszerére. Megallapitottak, hogy a
vizsgalt nanorészecskék hatassal voltak a QS rendszerekre. Ugyanakkor megfigyelték, hogy a
fém-oxid nanorészecskék (nZnO, nTiO2) nem befolyasoltak szignifikans mértékben a P.
aeruginosa PAO1  QS-szabalyozott folyamatait. Ezt a kicsi zéta-potencialjaiknak
tulajdonitottdk, ami miatt aggregalddasra hajlamosabbak egyéb fém (Ag és Fe)
nanorészecskékhez képest. Eredményeik alapjan a nanorészecskék kémiai dsszetétele, alakja és
zéta-potencialja jelentds szerepet jatszik a nanorészecskék QS rendszerekre gyakorolt
hatasaban.

de Celis és munkatéarsai (2022) tanulmanyukban egy szennyviztisztito teleprdl izolalt P.
aeruginosa torzs eziist (Ag) és cink-oxid nanorészecskékre adott valaszreakcioit vizsgaltak.
Eredményeik alapjan a baktérium fenotipusos ¢€s transzkriptomban jelentkezd reakcioi
elsésorban a vas-homeosztazissal és a biofilmképzéssel vannak 6sszefliggésben, mivel ezekben
idézett eld valtozasokat a nZnO. Tovabba a ZnO nanorészecskék nagyobb dozist alkalmazasa
jelentdsen csokkentette a sejtek életképességét és megndvekedett ROS termelést okozott, ami
tovabbi, erdteljesebb valtozasokat eredményezett a transzkriptomban ¢és a biofilm
szerkezetében.

Ali és munkatarsai (2020) arr6l szamoltak be, hogy a bioszintetikus Uton eldallitott ZnO
nanorészecskék gatoltak a P. aeruginosa baktérium QS altal szabalyozott virulenciafaktorainak
(piocianin €s elasztaz) termelését 100 mg/L koncentraci6 esetén. Tovabba a hatas dozis-fliggd
volt 100-300 mg/L nZnO koncentraciotartomanyban. Habar kisérleteinkhez képest Ali és
munkatarsai (2020) nagyobb doézisban alkalmaztdk a ZnO nanorészecskéket, eredményeik
ellentétesek az altalunk tapasztaltakkal, ugyanis vizsgélataink alapjan a nZnO koncentracio-
aranyosan novelte a pioverdin termelést.

Lee és munkatarsai (2014) 8400 mg/L koncentraciotartomanyban vizsgaltdk a ZnO
nanorészecskék hatasat P. aeruginosa baktériumra vonatkozolag. Eredményeik alapjan a nZnO
dozis-fiiggden gatolta a biofilmképzést, a piocianin termelést, a Pseudomonas quinolone
signal (PQS) jelmolekula és a piohelin szintézist, tovabba a hemolitikus aktivitast, anélkiil,
hogy befolyésolta volna a planktonikus fazisban 1év6 sejtek ndvekedését, mindemellett novelte
a pioverdin termelést.
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Habar vizsgalataik soran nagyobb nZnO koncentraciot alkalmaztak, az altalunk tapasztaltaknak
megfelelden megnodvekedett pioverdin termelésrél szamoltak be nZnO alkalmazasa esetén.
Ugyanakkor vizsgalataink soran kisebb nZnO koncentracidknal (0,98—7,81 mg/L) csokkent
intenzitasu biofilmképzést tapasztaltunk. Az alkalmazott nZnO dozis ndvelésével a gatld hatas
mértéke csokkent, sét, nagy nZnO koncentracié esetén (62,5-125 mg/L) serkentd hatast
észleltiink.

Shome ¢és munkatarsai (2023) dsszehasonlitod vizsgalatokat végeztek ZnO nanorészecskék
¢és kurkumin-ZnO nanokompozitok P. aeruginosa baktérium biofilmképzésre gyakorolt hatasat
illetéen. Eredményeik alapjan a nZnO jelentdsen csokkentette a biofilmképzést 300, 500 és 700
mg/L koncentracioban, azonban szignifikans hatast csak 300 és 500 mg/L koncentracid esetén
értek el. Tovabba a 96 oras kontaktidd elteltével 42%-os biofilmképzés csdkkenést mértek 300
hatast tapasztaltak.

Eredményeink alapjan a nZnO biofilmképzésre gyakorolt gatlo hatasa kisebb koncentracid
esetén volt jelentdsebb 6 ora kontaktidd esetén (57%-o0s 7,81 mg/L nZnO do6zisnal), azonban az
inkubaciods 1d6 elérehaladtaval a hatas mértéke csdkkent, s6t 24 ora elteltével 60%-os serkentd
hatast mértiink 125 mg/L nZnO koncentracional.

Al-Momani és munkatarsai (2023) tanulmanyt végeztek a ZnO nanorészecskék hat klinikai
¢és egy standard (ATCC 27853) P. aeruginosa térzsre gyakorolt hatasar6l. Megallapitottak,
hogy a ZnO nanorészecskék szignifikans mértékben gatoltdk az Osszes torzs novekedését és
biofilmképzését 3000 mg/L koncentracid alatt, ami a biofilm metabolikus aktivitdsanak és
biomasszajanak csokkenéséhez vezetett. Eredményeik azt mutattak, hogy a nZnO szignifikans
hatast gyakorolt négy torzs biofilmképzésére 400 és 1000 mg/L kozbtti, mig a masik két torzs
esetében 500 és 1000 mg/L kozotti koncentracidtartomanyban.

Mivel kutatdsunk soran ugyanazt a P. aeruginosa torzset hasznaltuk, 6sszehasonlitottuk
eredményeinket az altaluk leirtakkal. Kisérleteink alapjan a vizsgalt baktériumtorzs
érzékenyebb volt az alkalmazott nanorészecskékre, ugyanis mar joval kisebb koncentracid
(0,96 mg/L) esetén is szignifikans hatést figyeltiink meg, mind nZnO, mind nTiO> esetében.

Ahmed ¢és munkatdrsai (2021) a TiO; nanorészecskék quorum quenching-re (QQ)
gyakorolt hatisat vizsgaltak 4 mg/L alatti koncentraciotartomanyban. Eredmények szerint a
nTiO; szignifikdns mértékben, 96%-kal csokkentette az alkalmazott P. aeruginosa térzsek
biofilmképzését, és mérsékelte a QS altal szabdlyozott gének expressziojat. Ezek az
eredmények aldtdmasztjdk a TiOz nanorészecskék hasznalatdban rejld potencialt a
biofilmképzés gatlasara. Habar az altaluk vizsgalt nTi02 do6zis a mi kutatasunkban alkalmazott
koncentracidtartomanyon beliill volt, mi nem tapasztaltunk ilyen jelentds gatlasi aranyt.
Ugyanakkor a legnagyobb biofilm csokkenést 3,91 mg/L-nél mértiik. Noha 0,98 mg/L nTiO:
koncentracional kisebb volt a biofilmképzés inhibicigjanak mértéke, eredményeink arra
utalnak, hogy a nagyobb nTiO; dozis alkalmazasa kisebb biofilm-gatlasi aranyt eredményezhet
a P. aeruginosa-val szemben, ahogyan azt Ahmed és munkatérsai (2021) is kimutattak.

Rajkumari és munkatarsai (2019) az Aloe barbadensis-bdl szintetizalt nTiO> hatasat
vizsgaltak a P. aeruginosa PAOI torzson. Eredményeik szerint 31,25 mg/L nTiO2 koncentracid
30,69%-kal gatolta a biofilmképzést. Tovabba arrdl is beszamoltak, hogy a mar kialakult
Vizsgalataink soran a 31,25 mg/L nTiO2 koncentracio alkalmazasa 25%-os gatld hatast
eredményezett, mig a legnagyobb gatlasi ardnyt (50%) 3,91 mg/L nTiO: koncentracional
figyeltiik meg 6 ora inkubéacios 1do elteltével.

Anupama ¢és munkatéarsai (2018) a P. aeruginosa PAO1 biofilmképzésének molekularis
mechanizmuséanak kutatasa soran vizsgaltdk, hogy az anataz TiO> molekuldk miként zavarjak
ezt a folyamatot. In silico vizsgaltdk a sejtek és fém-oxidok kozotti molekularis
kolesonhatasokat.
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A nTiO> jelentés biofilmképzést gatlo hatasat a sejtmembranban 1évd szulfhidril (—SH)
csoportok ¢és a TiO2 nanorészecskék kozotti reakcionak tulajdonitottdk, amelynek
kovetkeztében S—TiO, kotés jott 1étre. Ez a kotés valdsziniileg neheziti az elektrontranszport-
lancot és azoknak a kulcsfontossdgu enzimeknek a miikddését, melyek sziikségesek a biofilmek
kialakulasahoz (Abdulazeem és mtsai., 2019).

Az emlitett tanulmanyok igazoljdk a TiO> nanorészecskék jelentdés potenciallal
rendelkeznek a biofilmképzddés csokkentésére, s ennek a hatdsnak a mértékét mértiik fel
kutatasunk soran.

Tanulmanyunk kimutatta, hogy a ZnO és TiO: nanorészecskék hatékonyan képesek
befolyésolni a Pseudomonas aeruginosa biofilmképzését. A tovabbiakban a folyamat hatterét
¢s mas fém nanorészecskék biofilmképzésre gyakorolt hatdsat is vizsgalni sziikséges, mivel
azok hatdsanak mértéke eltérd lehet.

Osszefoglalva, a nanorészecskékben jelentds potencial rejlik a biofilmképzddés
mértékének befolydsolasaban.

Kutatasunk ramutatott, hogy a nanorészecskék — a sejtekre gyakorolt toxikus hatason til —
jelentdsen befolyasoljak a kvorum szabdlyozott folyamatokat is. Fontos megallapitas, hogy
eredményeink alapjan, adott nanorészecske tipus eltéré modon befolydsolhatja a kiillonbozo,
bakteridlis kommunikécid altal vezérelt folyamatokat, igy a biofilmképzést és a sziderofor
termelést.

Mindemellett a nZnO biofilmképzésre gyakorolt hatdsa fiigg az alkalmazott
koncentraciotol és expozicios idotol, melyektdl fliggden serkentd €s gatld hatdsa egyarant
megfigyelhetd. Ezzel szemben a nTiO2 minden kisérleti beallitas mellett egyértelmiien gatolta
a biofilmképzést és pioverdin termelést egyarant.

Tovabba fontos ¢és sziikséges a fiziologiai hatdsok, példdul az enzimaktivitas
méréstechnikdjanak tovabbfejlesztése; valamint figyelem ¢€s koriiltekintés sziikséges mas
tanulmanyok eredményeinek értelmezésekor.
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6.2. Enzim-alapt technoloégiafejlesztés policiklusos aromds szénhidrogénekkel

szennyezett talajok bioremediaciojara

Kutatasaim sordan PAH-okkal szennyezett talajok 0j enzim-alapi bioremediacios eljarasanak
fejlesztésén is dolgoztam, melynek eredményeit az aldbbiakban mutatom be.

6.2.1 Metagenomikai uton tervezett enzimek hatékonysaga talajremedidcié soran

Metagenomikai modszerekkel tervezett i) enzimek mitkodését mikrokozmosz kisérletek soran
mértiik fel. Ennek soran olyan talajmintdkat hasznaltunk, amelyek ismert mennyiségi PAH
szennyezOanyagot (12,5 mg/kg naftalin, 25,9 mg/kg fenantrén, 46,2 mg/kg antracén és 52,0
mg/kg pirén) tartalmaztak, és 7 nap inkubaciot kovetden a szennyezdanyagok koncentracioja
alapjan értékeltiik az enzimek hatékonysagat.

Az enzimek hozziadasa nélkiil is jelentés PAH eltavolitast észleltiink, ami a talajban 1évo
természetes mikroflora PAH-bontd képességére és aktivitasara utal (41.A. abra).
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41. abra: PAH-vegyiiletek koncentracioja (A rész) és mikrobiologiai aktivitas (B rész) az wj enzimekkel
kezelt talajokban. A kiilonbozé betiik az egymdastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

Az 1) kataldz-peroxidaz és gentizat 1,2-dioxigendz enzimek (E39, illetve E99 és E105)
hozz4adésa a talajhoz a naftalin és a fenantrén degradacidjanak intenzitasat jelentdsen novelte,
azonban az antracén és a pirén eltavolitdsat az enzimek hozzdadasa nem fokozta.

A talaj természetes mikrobidlis aktivitasara vonatkozo feltételezést tovabb erdsitette a Biolog
EcoPlate™ teszt eredménye (41.B. abra), melynek soran az AWCD értékek alapjan jellemeztiik
a mikrobidlis metabolikus aktivitast. Az enzimek hozzdadasa utdini AWCD értékek szignifikans
mértékii novekedése arra utal, hogy az enzimfehérjék pozitiv hatassal lehetnek a talajban 1&vo
mikrobékra.
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Mikrokozmosz kisérletiink alapjan az 0j enzimek jelentds degradacids aktivitasat allapitottuk
meg néhany, de nem minden vizsgalt PAH-vegyiiletre vonatkozolag (41.A. &bra). Mivel
vizsgalataink szerint az enzimfehérjék hozzaadasa novelte a természetes mikrobidlis aktivitast,
ezért nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy az 01j enzimek pozitiv hatasa a specifikus katalitikus
aktivitasuknak kdszonhetd, vagy annak, hogy szén- és nitrogénforrasként képesek stimulalni a
természetes mikrobidlis aktivitast.

Tovabbi kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy az enzimek hozzaadésa egy szervetlen oxidalo
molekulaval kombinalva noveli-e a PAH-degradaciora gyakorolt kedvezd hatast (42.A. abra és
42 B. éarba). Ennek érdekében kalcium-peroxidot (CaO-) alkalmaztunk, mivel ez a vegyiilet
stabilitas és koltségek tekintetében kedvezdbb mas oxidaloszerekhez képest.
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@Ca02 14.40 2743 48.95 55.10
BE99 + CaO2 3.31 15,15 19.70 2245
BE105 + CaO2 2.03 12,17 13.65 17,70
OE39 + CaO2 2.46 14.00 16.93 21.00
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A 03
o
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Kontroll CaO2 E99 + CaO2 E105 + Ca02 E39 +CaO2
IAWCD 0.62 0.02 0.00 0.00 0.00

42. abra: PAH-vegyiiletek koncentrdcioja (A rész) és mikrobiologiai aktivitas (B rész) a CaOs-dal
és/vagy uj enzimekkel kezelt talajokban. A kiilonbozé betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket
Jjelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

Egyes tanulmanyok szerint (Khodaveisi €s mtsai., 2011; Matachowska-Jutsz és Niesler, 2015)
a CaO; rendkiviil hatékony kdolajszdrmazékok és PAH szennyezdanyagok talajbol torténd
eltavolitdsara, mikrokozmosz-kisérleteink azonban ezt nem erdsitett¢k meg. A CaO:
hozz4adasa 4ltal a PAH vegyiiletek koncentracioja nem csokkent a kiindulasi koncentracidhoz
képest (42.A. abra) melynek oka valosziniisithetden az, hogy a CaO- elpusztitotta a talaj
természetes mikroflorajat, mivel a—kontroll talajnél is tapasztalt — metabolikus aktivitas a CaO:

hozz4adésara teljesen megsziint (42.B. ébra).

Ugyanakkor vizsgélataink szerint a CaO: és az enzimek egylittes alkalmazdsa novelte a
nehezebben bonthatd PAH-vegyliletek, igy az antracén €s a pirén degradacidjat (42.A. abra).
Az antracén koncentracidja megkdzelitdleg 57-70%-kal, mig a pirén koncentraciodja koriilbeliil
56—66%-kal csokkent az enzimek és a CaO: kombindlt hasznalata esetén. Ez az eredmény
erdsen arra utal, hogy az alkalmazott enzimek hatékonyan képesek degradalni a PAH
szennyezOanyagokat mikrobialis aktivitas hianyaban is.
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Ezzel 6sszhangban Wang ¢s munkatérsai (2014a) hasonlé eredményrdl szamoltak be, amely
szerint peroxidos kezelés altal sterilizalt kdrnyezetben is hatékonyabb volt a pirén eltavolitasa,
mivel megsziint az 6shonos mikrobakkal vald versengés.

Eredményeink alapjan a kezeletlen talajban 1évé mikroflora megfeleléen alkalmazkodott a
kornyezethez €s az 6shonos mikrobak altal végzett biodegradacionak tulajdonithaté a PAH
szennyezOanyag eltavolitasi hatékonysag csokkent az aromas gytlriikk szaméanak névekedésével.
Az alkalmazott enzimek novelték a remedidcid hatékonysagat, mig a CaO: jelenlétében
csokkent a szennyezOanyag eltavolitdsi hatékonysag a kisebb molekulatomegii PAH-
vegyliletek esetén (enzimek jelenlétében). Figyelemre méltd, hogy a naftalin esetén az enzimes
kezelések soran az eltdvolitasi hatékonysag koriilbeliil 95% volt CaO; nélkiil, mig az enzimek
¢s a CaO: kombinalt alkalmazasaval ez 73—83%-ra csokkent. Hasonlé eredményre jutottunk
fenantrén esetén is, ahol az enzimek hozzdadasaval a degradécio hatékonysaga 68—71% volt,
mig az enzimek és a CaO: egyiittes alkalmazéasaval 41-53%-ra csokkent.

Ezzel ellentétben antracén esetén a CaO: pozitiv hatdssal volt, mivel az enzimekkel elért 44—
46%-os eltavolitasi hatékonysag a kombinalt kezelés soran 57-70%-ra novekedett. A CaO:
legkedvezobb hatasat a pirén eltavolitasanal tapasztaltuk, ahol a degradécio hatékonysaga 56—
65% volt az enzimek és a CaO- egyiittes alkalmazésaval, mig az enzimek dnmagukban csupan
12—-17%-os eltavolitast értek el ennél a szennyezdanyagnal.

Mivel a degradacié mértéke altalaban negativ korrelacidt mutatott a szennyezdanyagok aromas
gylriiinek szdmaval, igy az eltdvolitasi hatékonysdg naftalin esetén volt a legnagyobb, mig
pirén esetén a legkisebb CaO, alkalmazasa nélkiil. Ez a tapasztalat 6sszhangban van azzal, hogy
a bonyolultabb, kondenzalt aromas gytirlis szerkezetek ellendllobbak a degradacioval szemben.

A CaO> és az enzimek kombinalt alkalmazasa a legkedvezdbb hatast a rendkiviil stabil, négy
Osszekapcsolt aromés gyliriit tartalmazo pirén esetén mutatta. Ezen enzimes kezelések koziil az
E105 (gentizat 1,2-dioxigenaz) enzim bizonyult a leghatékonyabbnak a CaO: jelenlétében.

rrrrrr

elokezelési modszer lehet hidrofob szennyezdanyagok eltavolitasara bioremediacio eldtt (Lin
¢s mtsai., 2004; Kakosova €és mtsai., 2017; Liao ¢és mtsai., 2019a), azonban ezeket a
modszereket még nem alkalmaztdk enzimatikus bioremedidcié soran. Liao és munkatarsai
(2019a) kimutattdk, hogy a kémiai oxidacié hatékony eldkezelési lehetdség, mely
bioremediacioval kombinalhaté a PAH-ok talajbol torténd eltavolitasara. Leirasuk alapjan a
kalium-permanganat alkalmazéasa novelte a lebontasi hatékonysdgot mas oxidaloszerekhez
képest (aktivalt perszulfat, Fenton-reakcié és modositott Fenton-reakcid); ugyanakkor a
permanganat csokkentette a mikrobidlis diverzitast €s késleltette a mikrobakozdsség
helyreallasat, mig a Fenton-kezelés soran alkalmazott hidrogén-peroxid csak csekély hatassal
volt az shonos mikrobdk diverzitasara.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az alkalmazott 0ij enzimek hatékonyan bontottik a
szennyezOanyagokat, melyek koziil az E105 enzim hatékonysaga kiemelendd, mivel az altala
elért pirén eltavolitas 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 eltavolitdsdban. Mig
jelentds karos hatast gyakorolt a talajban taldlhatd természetes mikrobialis aktivitasra, az
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enzimatikus lebontas — igy a PAH-vegyiiletek eltavolitasa — szignifikdns mértékben novekedett
a CaO; kezeléssel kombinalva.

Mindemellett fontos megemliteni, hogy kutatasunk bizonyitotta, a Biolog EcoPlate™ alkalmas
eszk6z PAH-vegyiiletekkel szennyezett ¢és remedialt talajok mikrobialis kozosségének
aktivitdsanak jellemzésére, sOt sziikséges kiegészitd6 moddszer a szennyezOanyagok

tagabb értelmezéséhez.

Ezen, 0j enzimekkel végzett bioremedidcidé hatékony lehetdség lehet tadpanyagban szegény,
alacsony biologiai aktivitas szennyezett talajok esetén PAH-vegyliletek eltavolitasara.

6.2.2. Cink-oxid nanorészecskék bioremediacios technologiara gyakorolt hatasa

A nanorészecskék segitségével torténd bioremediacids eljardsok kidolgozasa egyre nagyobb
szerepet kap, igy célom volt, a kordbban ismertetett PAH-bontéasra alkalmas enzimek és nano
cink-oxid segitségével torténd nano-bioremediacids eljarads alapjainak felmérése. Ennek
érdekében az E105 (gentizat 1,2-dioxigenaz) és E39 (katalaz-peroxiddz) enzimekkel folytattam
vizsgalataimat, mert ezen enzimek esetén tapasztaltuk a legnagyobb mikrobidlis aktivitast,
illetve szennyezdanyag eltavolitast. Az enzimek és a nZnO egyiittes alkalmazasanak célja a
PAH-vegyiiletek fokozott degradécioja, illetve a remediacioé hatékonysaganak novelése.

crer

analitikai mérések eredményei az aldbbiakban keriilnek bemutatasra.

6.2.2.1. Mikrobialis aktivitas a kezelések utan

A mikrobidlis kozdsség aktivitasanak és funkciondlis diverzitasanak vizsgalata Biolog
EcoPlate™ alkalmazaséaval tortént.

Az atlagos szinfejlodési értékek alapjan (43. abra) az alkalmazott enzimek hatdsara szignifikans
mértékben novekedett, mig a hozzdadott CaO; hatasara jelentdsen csokkent (0-hoz kozelire) a
mikrobialis aktivitds. Az E39 enzim nagyobb mértékben ndvelte az aktivitast, mint az E105
enzim. Mindemellett, a nZnO kedvezd hatast gyakorolt a mikroflérara, mivel minden nZnO-t
alkalmazo kezelés esetén nagyobb AWCD értéket mértiink a kontrollhoz képest. Noha mind a
200 mg/kg és az 1000 mg/kg nZnO koncentracio alkalmazasa novelte az aktivitast, a 200 mg/kg
nZnO dozist kezelés altal nagyobb aktivitds ndvekedést tapasztaltunk. A legnagyobb AWCD
értéket (1,05) az E39+200 mg/kg nZnO kezelés esetén mértiik, mely szignifikdns mértékben
nagyobb volt az E39 és a 200 mg/kg nZnO kiilon-kiilon torténd alkalmazéasakor mértekhez
képest.
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43. abra: Kiilonbozo kezelések hatasa az atlagos szinfejlodesi értékre (AWCD-re).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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44. abra: Kiilonbozo kezelések hatdsa a hasznositott szubsztratok szamara (SR).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).

A 44. dbra alapjan a hasznositott szubsztratok szdma (SR) az AWCD-hez hasonl6 tendenciat
mutatott, &m ebben az esetben az E105 kezelés eredményezett nagyobb SR értéket az E39
enzimes kezeléshez képest.
A CaO; kezelés hatisara a hasznositott szubsztratok szama 0 volt, mig a nZnO hozzaadasa

novelte a s

zubsztratszamot. Ennek megfelelden, a legnagyobb SR értéket (24) az E105 és a 200

mg/kg nZnO kombinalt alkalmazasa esetén mértiik; noha ez nem volt szignifikdnsan nagyobb
az E39+200 mg/kg nZnO kezeléshez képest, ahol az SR értéke 22,5 volt.
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Ugyanakkor mindkét emlitett kezelésnél tapasztalt SR érték szignifikdnsan nagyobb volt a csak
enzimet, illetve csak nZnO-t alkalmazo kezeléseknél mérthez képest.

A MclIntosh-index értékei (U) is meghatarozasra keriiltek, mivel a korabbi kutatasok alapjan ez
a végpont bizonyult a legérzékenyebbnek a nanorészecskék mikrobidlis kozdsségre gyakorolt
hatasanak felmérése soran (Németh és mtsai., 2021).

A Mclntosh-index értékei (45. abra) az AWCD-hez hasonlé mintdzatot mutattak, igy mindkét
enzimes kezelés szignifikdns mértékben novelte, mig a CaO, kezelés szignifikdnsan
csOkkentette a MclIntosh-index értékeket. Mindemellett a nZnO hozzaadasaval is ndvekedett a
mikrobialis aktivitast jelzd mérdszam. A legnagyobb Mclntosh-index értéket (6,96) az
E39+200 mg/kg nZnO kezelésnél mértiik, habar ez nem volt szignifikans mértékben nagyobb
az onalloan alkalmazott E39 enzim, illetve 200 mg/kg nZnO kezelésekhez képest.
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45. dbra: Kiilonbozo kezelések hatasa a McIntosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).

6.2.2.2. Szennyezo"anyag eltavolitasi hatékonysdg

crer

crer

crer

kezelések hatasara (46. abra). Ugyanakkor a visszamaradt naftalin koncentracié E39 enzim
alkalmazasa esetén kisebb, mig E105 enzim alkalmazisa esetén enyhén nagyobb volt a
kontrollhoz képest, azonban ezen kezelések kozti kiillonbség sem volt szignifikans mértékdi.
Tovabba a CaO; kezelés esetén tortént a legkisebb naftalin eltavolitas, mivel itt mértik a
legnagyobb visszamaradt naftalin koncentraciot (4,53 mg/kg).

96



Mindemellett a nZnO haszndlata eredményezte a legnagyobb naftalin eltavolitast, ennek
megfelelden a legkisebb naftalin koncentraciot (0,23 mg/kg) —vagyis a legnagyobb eltavolitast—
az E105 enzim és 1000 mg/kg nZnO egyiittes alkalmazasa esetén mértiik.

Erdemes megemliteni, hogy az E105 enzim és a nZnO kombinalt hasznalata kisebb naftalin
koncentraciot eredményezett az E39 és nZnO egyiittes alkalmazasahoz képest mind 200, mind
1000 mg/kg nZnO koncentracié alkalmazasa esetén. Ezzel ellentétben a csupan enzimes
kezelések vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az E105 enzim hatdsira nagyobb volt a
visszamaradt naftalin koncentracioja az E39 kezeléshez képest.
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46. dabra: A naftalin koncentracidja a kezelések utian. A kiilonbozaé betiik az egymastol valo szignifikans
eltéréseket jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

crcr

tapasztaltakhoz hasonléan, az E105 enzim kezelés enyhén csokkentette a szennyezGanyag
eltavolitas mértekét, mig az E39 enzim hatasara jelentdsen kisebb volt a fenantrén
koncentracidja a kontrollhoz képest. A legnagyobb maradék fenantrén koncentraciot
(22,9 mg/kg) CaO2 kezelés esetén mertiik. Habar az E105 enzim 1000 mg/kg nZnO-val
kombinalt alkalmazisa szignifikdns mértékli fenantrén csokkenést okozott, a legkisebb
fenantrén koncentraciot (13,05 mg/kg) 200 mg/kg nZnO és E105 enzim egyiittes hasznalataval
értiik el. Ugyanakkor a nZnO 6nmagédban nem okozott szignifikdns valtozast a fenantrén
eltavolitasat illetden, sem 200, sem 1000 mg/kg dozisban alkalmazva. Tovabba az E39+200
mg/kg nZnO kezelés nem eredményezett szignifikansan nagyobb fenantrén koncentraciot az
E105+200 mg/kg nZnO kezelésnél, mig Oonmagaban az E105 kezelés utan a fenantrén
koncentracidja nagyobb volt az E39 enzimes kezelésnél mérthez képest.
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47. abra: A fenantrén koncentracioja a kezelések utan. A kiilonbozo betiik az egymastol valo
szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

Az analitikai mérések alapjan a krizén koncentracidjaban szignifikans eltérések mutatkoztak a
kiilonb6z6 kezelések esetén (48. dbra). Az E39 enzim ¢€s a CaO; egyiittes alkalmazdsa, mely a
legkisebb krizén koncentraciot (0,03 mg/kg) eredményezte, valamint az E39+200 mg/kg nZnO
kezelés és az E105 enzim 200, illetve 1000 mg/kg nZnO-dal egyiitt hasznalva szignifikansan
kisebb krizén koncentraciot eredményezett a kontrollhoz képest.
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48. abra: A krizén koncentracioja a kezelések utan. A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans
eltéreseket jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

A kiilonboz0 kezelések utan visszamaradt pirén koncentracidt szemlélteti a 49. dbra.
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Ennek alapjén léthaté hogy az enzimes kezelések Onmagukban nem vezettek ~ezen

crer

crer

enzimes kezelésekhez képest, de a kontrollhoz képest nem szignifikans mértékben. Az E39
enzim ¢és a CaO, kombinalt alkalmazasa eredményezte a legkisebb pirén koncentraciot (22,6

mg/kg).
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49. abra: A pirén koncentrdcioja a kezelések utan. A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans
eltéeréseket jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

Az 6sszes PAH koncentracio valtozasat az 50. abra illusztralja. A kutatas eredményei alapjan a
CaO, gatolta a PAH-vegyiiletek eltavolitdsat, amit a kontrollhoz képest megemelkedett
visszamarado6 szennyezOanyag-koncentracio igazol azon kezelések esetén, melyeknél a CaO»-t
alkalmaztuk. Ennek megfelelden a legnagyobb PAH koncentraciot (79,8 mg/kg) — tehat a
legkisebb eltavolitast —a CaO; dnmagaban tortént alkalmazasa utdn mértiik.

Habar az E39 enzimes kezelés (tovabbi adalék nélkiil) kismértékben fokozta a PAH eltavolitast,
az E105 enzimes kezelés nem eredményezett hatékonysag novekedést, és egyik kezelés sem
okozott szignifikans eltérést.

A nZnO 1000 mg/kg koncentracidban torténd alkalmazésa serkentette a PAH
szennyezOanyagok eltavolitdsat, azonban a hatis csak az E105 enzimmel torténd egylittes
alkalmazas esetén volt szignifikans mértékii. Tovabba 200 mg/kg nZnO kezelés dnmagéaban a
kontrollhoz képesti nagyobb PAH koncentraciét eredményezett, azonban enzimekkel
kombinalt alkalmazasa esetén kisebb szennyezdanyag koncentraciot mértiink. Ugyanakkor, az
1000 mg/kg nZnO kezelésekhez hasonldan, csak az E105 enzimmel egyiittes alkalmazasa
okozott szignifikans eltérést. Mindemellett a legnagyobb szennyezdanyag csokkenés altali
legkisebb PAH koncentraciét (54,7 mg/kg) is ennél a kezelésnél (E105+200 mg/kg nZnO)
meértiik.
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50. abra: Az 6sszes PAH koncentracidja a kezelések utan. A kiilonbozo betiik az egymastol valo
szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05). A piros vonal a kezdeti értéket szemlélteti.

A kiilonbo6z6

szennyezOanyagok kiindulasi

crer

képesti  eltavolitasi

hatékonysagot szamitottunk, ezen eredményeket a 9. tdblazat szemlélteti.

9. tablazat — A kiilonbozo kezelések atlagos szemnyezéanyag-eltavolitasi hatékonysdaga a kezdeti
szennyezoanyag koncentrdciokhoz képest GC-MS meérések alapjan. Minden oszlopban a piros (és
arnyalatai) jelzi a kicsi, mig a z6ld és arnyalatai a jelentés hatékonysagu kezeléseket.

Kezelés Eltavolitas mértéke [%] (atlag = szorés)
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 37,2+2,0 10,3+0,5 28,6 £1,2
E105 425+04 29,7+ 1,7 63,6 +0,0 199 +1,0
Ca0, 60,6 5,3 10,8 + 8,0

E39 + CaO, 429+52 20,9+0,3 72,7 +0,0 22,6 +0,0 229+1,7
E105 + CaO, 47,0+£124 | 17,3+£2,6 63,6 +0,0 19,5+6,3 232+35
nZn0-200 80,8 + 1,8 29,1 +£8,2 63,6 +0,0 19.2+39 24.5+94
E39 +nZn0O-200 91,4+09 437+14 69,7+53 152+0,2 355+1,2
E105 + nZn0O-200 93,5+04 47,0 £2,0 69,7+53 21,6 £3.9 39,2 +3.,5
nZn0-1000 84,7+0,8 343420 60,6 £5.3 11,8+5,6 29,1 +£4,7
E39 + nZnO-1000 924+0,2 32,7+2,6 63,6 £ 0,0 11,1 +£0,2 294+32
E105 + nZnO-1000 | 96,4+ 1,5 382+ 0,6 69,7+5,3 20,7+ 5,6 37,2+0,1

A 9. tablazatban bemutatott legkisebb és legnagyobb szennyezdanyag eltavolitasi hatékonysag
értekek Osszhangban 4allnak a kordbbiakban bemutatott szennyezdanyag koncentraciok

eredményeivel.
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Eredményeink alapjan a CaO> - a kontrollal dsszehasonlitva — jelentés mértékben gatolta a

crer

Bar néhany esetben a vizsgalt enzimek dnmagukban torténd alkalmazasa szintén kis eltavolitasi
hatékonysagot eredményezett a kontrollhoz képest (E39 enzim a krizén és E105 enzim a pirén
esetén), ugyanakkor a CaO» és az enzimek kombinalt alkalmazasa serkentette a degradaciot
ezen szennyezdanyagoknal.

A nZnO a legtobb esetben novelte a degradacié mértékét a kontrollhoz képest, mind 200, mind
1000 mg/kg koncentracioban alkalmazva. Enzimekkel torténd kombinélt haszndlata szintén
serkentOleg hatott a szennyezOanyagok eltavolitasara, kivéve a pirénnél E39 enzimmel
kombinalt kezelés esetén. Mindemellett a nZnO ¢és az E105 enzim egyiittes alkalmazasa minden
kezelés esetén ndvelte az eltavolitas hatékonysagat. Tovabba 1000 mg/kg nZnO alkalmazasa
fokozta az E105 enzim eltdvolitasi hatékonysdgat az E39 enzimhez képest minden
szennyezdanyag esetén. Hasonloképpen, 200 mg/kg nZnO E105 enzimmel torténd kombinalt
alkalmazasa nagyobb eltavolitasi hatékonysagot eredményezett (kivéve krizén esetén) az E39
enzimmel egyiittes hasznalatdhoz képest.

Ugyan a nZnO ¢és az enzimek kombinalt alkalmazasa a PAH szennyezdk hatékony lebontasat
eredményezi, és az E105 enzim 1000 mg/kg nZnO-dal térténd egyiittes alkalmazasa nagyobb
naftalin eltavolitasi hatékonysagot eredményezett, mint 200 mg/kg nZnO-dal valé6 kombinalt
hasznélata sordn, eredményeink alapjan a legnagyobb eltdvolitasi hatékonysagot az E105 enzim
¢s 200 mg/kg nZnO szimultan alkalmazasaval érhetjiik el.

6.2.2.3. A biologiai aktivitas és a szennyezéanyag-eltavolitas hatékonysdaganak atfogo
értékelése

A bioremediacios technologia tervezése €s fejlesztése egy Osszetett folyamat, amelyhez szdmos
biotikus ¢és abiotikus tényezd figyelembevétele sziikséges. Ezen tényezdk kiilonbozo
adalékanyagok, példaul peroxidok, nanorészecskék és bio-feliiletaktiv anyagok hozzaadasaval
torténd modositasa jelentds hatassal van a szennyezdanyag lebontas hatékonysagara (Nagy és
mtsai., 2024).

A kalcium-peroxidot gyakran alkalmazzak bioremediacids technikaknal, mivel oxigént biztosit
a mikrobdk szamara, igy stimulalva Oket. Az oxigénfelszabadulas végterméke az *OH, amely
roncsolja a szennyezOanyagok aromas szerkezetét (Mosmeri és mtsai., 2019; Jandoo és mtsai.,
2022). A CaO; rosszul oldodik, ezért hosszabb ideig €s tobb oxigént képes felszabaditani mas
adalékanyagokhoz képest, mint példaul a magnézium-peroxid vagy a hidrogén-peroxid.
Ezenkiviil a CaO, hasznalata a talaj pH értékének emelkedését eredményezheti (Jandoo é€s
mtsai., 2022). A kornyezeti tényezOk és a talaj jellemzdinek optimalizaldsa fokozhatja a
biodegradacié hatékonysagat (Wang €s mtsai., 2021a; Tang és mtsai., 2022; Nagy €s mtsai.,
2024).

Tapasztalataink alapjan azonban 10 mmol CaO; a mikrobidlis aktivitast nagymértékben
csokkentette, ami a szennyezOanyagok lebomldsanak gatlasat eredményezte. Az inkubacios id6
letelte utan a legnagyobb visszamaradt naftalin-, fenantrén- és teljes PAH-koncentraciot a CaO»
kezelés esetén figyeltiik meg. Ezek az eredmények 0sszhangban vannak Nagy és munkatarsai
(2024) megallapitasaival, akik leirtdk, hogy 20 mmol CaO; talajhoz val6 hozzdadésa teljesen
megsziintette a mikrobidlis aktivitast, az eredeti mikroflora elpusztitdsa miatt.

Az enzimek bioremediéacids folyamatokban torténd alkalmazasa tobb eldnnyel jar a mikrobiélis
sejtek hasznalatdhoz képest, mivel nagyobb specificitassal és mobilitassal rendelkeznek, és a
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szennyezOanyagok nagy koncentracidja esetén is aktivak, tovabba nincs sziikség alkalmazasuk
esetén tapanyag-kiegészitésre.

Mindemellett biologiailag lebomlanak, ami gatolja akkumulalodasukat és igy nem valnak
perzisztens szennyezOanyagokka (Gianfreda és Rao, 2004; Rao és mtsai., 2010; Kensa, 2011;
Eibes és mtsai., 2015; Saravanan és mtsai., 2021). Ugyanakkor alkalmazasuk szempontjabol
hatranyt jelent, hogy a szabad enzimek ¢letideje korlatozott, €és nagymértékben fiigg a
kornyezeti tényezOoktdl. A talajban €é16 mikroorganizmusoknak tdpanyagforrast is jelenthetnek.
Tovabba altalaban nem képesek a szennyezdanyagok teljes lebontasara, bar altalaban az elso
mtsai., 2016; Nagy és mtsai., 2024). Ezeket a hatraltato tényezoket azonban kikiiszobolhetjiik
az enzimek immobilizalasaval és/vagy génmodositassal, ami a rekombindns enzimek nagyobb
stabilitasahoz €s aktivitdsahoz vezet, igy lehetové valik a szennyezett teriiletek kornyezetbarat,
koltséghatékony remedidcios technikdval torténd kezelése (Sharma és mtsai., 2018; Bhandari
¢s mtsai., 2021; Saravanan és mtsai., 2021).

Vizsgélataink megerdsitették, hogy a Nagy és munkatarsai (2024) altal is alkalmazott enzimek
(E39 és E105) fokozzak a talaj mikrobiota metabolikus aktivitasat. Habar 6k 65, illetve 73%-
os AWCD novekedést irtak le, mig mi ezen kisérlet soran csak 36, illetve 25%-o0s ndvekedést
figyeltiink meg az E39 és E105 enzimek haszndlata éltal. S6t, eredményeink alapjan az E39
enzim gyakorolt nagyobb hatast az AWCD ¢értékekre az E105-hoz képest. Mindemellett ezen
kutatds soran tobb végpontot vizsgaltunk, megallapitottuk, hogy az E39 nagyobb hatéssal volt
a Mclntosh-indexre is, mig az E105 a hasznositott szubsztratok szdmat (SR) befolyasolta
nagyobb mértékben.

Eredményeink szerint a nZnO mindkét alkalmazott dozis esetében pozitiv hatast gyakorolt a
mikrobidlis aktivitasra, €s a hatds mértéke kozel azonos volt. Ugyanakkor, a nZnO hatasa kisebb
volt, mint az enzimeké. Eredményeink dsszhangban vannak mds tanulmanyokkal, amelyek a
nano fém-oxidok mikrobidlis aktivitdsra gyakorolt hatasat vizsgaltak €s elemezték, azonban
ellentmondasos megallapitasokat is tettek mar.

Liu és munkatarsai (2021) megfigyelték, hogy a CuO és a ZnO nanorészecskék serkentettek a
talaj mikrobialis kozosségét. Ezt a baktérium- €s gombafajok szaméanak novekedése €s a
kiilonboz6 indexek értékeinek emelkedése tiikrozte. Ugyanakkor a kedvezd hatas mérséklodott
250 mg/kg-nal nagyobb nanorészecske koncentracid esetén. Wu és munkatérsai (2020) nem
tapasztaltak nagyobb toxicitast 80 mg/L és 120 mg/L nZnO koncentracio6 esetén, mint 40 mg/L
dézisnal, amikor egy ar-apalyos vizes €l6hely mikrobidlis kozosségeének aktivitasat vizsgaltak
Biolog EcoPlate™ segitségével. Garcia-Gomez és munkatarsai (2018) szintén Biolog
EcoPlate™.-et hasznaltak két, nZnO-nak kitett mezdgazdasagi talaj mikrobidlis kozosségi
szintli fizioldgiai profilozasara (CLPP). Eredményeik szerint 1000 mg/kg nZnO fokozta a
bakterialis novekedést savas talajban anélkiil, hogy megvaltoztatta volna azok metabolikus
profiljat, mig meszes talajban a baktériumkozosség funkciondlis gazdagsadga jelentésen
csOkkent. Emellett kisebb nZnO koncentraciok (0—-100 mg/kg) alkalmazasa esetén stimulalo
hatést figyeltek meg mindkét talajtipusban. Ezzel szemben Dinesh és munkatérsai (2023) azt
tapasztaltak, hogy a nZnO csokkentette a talaj mikroflora enzimaktivitasat és 1égzését, valamint
a mikrobidlis biomasszat, aminek kovetkeztében az alfa-diverzitas csokkent, ahogy az
alkalmazott nZnO koncentracidja ndtt 1000 mg/kg-ig. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak Shen €s munkatdrsai (2015) altal leirtakkal, miszerint a dehidrogenéz és a fluoreszcens
diacetat-hidrolaz aktivitas inhibicioja d6zisfliggd volt mar 1; 5 és 10 mg/kg nZnO koncentracio
esetén is. Tovabba Ge és munkatarsai (2011b) kimutattdk, hogy mind a nTiO2, mind a nZnO
csOkkentette a talaj mikrobidlis biomasszajat és diverzitasat, valamint modositotta a talaj
bakterialis kozosségének Osszetételét mar 0,5 mg/kg koncentracional. Mindemellett a nZnO
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hatasa jelentdsebb volt, mint a TiO> nanorészecskéké. Strekalovskaya és munkatarsai (2024)
szintén a nZnO serkentd hatdsardl szamolt be a talaj mikrobiota aktivitasara vonatkozdlag kicsi,
legfeljebb 250 mg/kg nZnO dozis esetén, azonban ef6lotti nZnO koncentracid esetén toxikus
hatésok jelentkeztek.

Az enzim-alaptl bioremedidcios technikédkat széles korben alkalmazzak, és a nanoanyagok,
illetve nanorészecskék hasznalata a szennyezdanyagok eltavolitdsara az utobbi iddben nagyobb
megkozelités, amit a témahoz kapcsolodo sziikds szakirodalom is jol mutat. Tanulmanyunk
felhivja a figyelmet a nZnO ¢s a PAH-bont6 enzimek egyiittes alkalmazasanak ijdonsagara ¢€s
potencialis lehetdségére. Ennek megfelelden az enzimek és 200 mg/kg nZnO egyilittes
hasznalata eredményezte a legnagyobb mikrobidlis aktivitast. Az E39 + nZnO-200 kezelés
novelte a legnagyobb mértékben az AWCD ¢és a McIntosh-index értékeket, mig az E105 +
nZn0-200 kezelés vezetett a legnagyobb SR értékhez.

Masrészrol, az enzimek ¢és 200 mg/kg nZnO szimultan alkalmazasdhoz képest az enzimek és
1000 mg/kg nZnO kombinalt alkalmazisa kevésbé volt hatékony. Egyes esetekben még a
mikrobidlis aktivitads is kisebb volt a csak enzimeket alkalmazé kezelések eredményeihez
képest. Osszességében megallapitottuk, hogy az enzimek és 200 mg/kg nZnO kombinalt
alkalmazasa jelentdsen fokozta a mikrobidlis aktivitast, és az E39 enzim kedvezdbb hatast
fejtett ki.

Onmagaban a nZnO hozzidaddsa nem okozott jelentés valtozist a szennyezdanyagok
eltavolitasanak hatékonysagdban, kivéve naftalin esetén, ahol koncentraciofiiggd novekedését
figyeltiink meg a bontasi hatékonysagban, ennek megfeleléen a legnagyobb eltavolitasi aranyt
az E105 és 1000 mg/kg nZnO egyilittes alkalmazésa esetén figyeltiik meg. Ugyanakkor a nZnO
¢s az enzimek kombinalt alkalmazasa novelte a szennyezdanyagok eltavolitasi aranyat, azonban
nem észleltiink koncentraciofiiggd hatast a degradéacio hatékonysagara vonatkozolag, st tobb
esetben 200 mg/kg nZnO alkalmazasa nagyobb szennyezéanyag-eltavolitast eredményezett.
Tovabba a legtobb esetben a legnagyobb bontasi aranyt az E105 + nZnO-200 kezelés esetén
figyeltiik meg, annak ellenére, hogy az E105 6nall6 alkalmazéasa kevésbé volt eldny0ds, mint az
E39; s6t, bizonyos esetekben a kontrollhoz képest gatolta is a degradaciot.

A gentizat 1,2-dioxigenaz enzimek (GDO-k) a bicupin csaladba tartoznak (Fetzner, 2012). A
legtobb cupin aktiv helyén fémként vas szerepel, tovabba jellemz6é a cink-, réz-, kobalt-,
mangén- vagy nikkelionok kofaktorként torténd alkalmazasa (Dunwell és mtsai., 2004). Huang
és munkatarsai (2015) leirtik, hogy 0,25 mM Zn*" nem befolyasolta egy halofil Martelella
torzsbol szdrmazo GDO aktivitdsat, mig Feng és munkatérsai (1999) arrol szamoltak be, hogy
5 mM Zn*" gatolta a Pseudomonas alcaligenes NCIB 9867 és a Pseudomonas putida NCIB
9869 torzsek altal termelt GDO-kat. Ezen vizsgélatok alapjan a Zn** hatdsa a GDO-ra nemcsak
a Zn** koncentraciojatol, hanem a mikrobidlis forrastol €s az enzim szerkezetétdl is fligghet.

Eredményeink alapjan 200 mg/kg nZnO hozziadasanak pozitiv hatasa van az E105 enzimre (9.
tablazat), mivel ezek egyiittes alkalmazasa vezetett a legnagyobb fenantrén (47%) és Gsszes
PAH (39%) eltavolitasi aranyhoz. Tovabba ez a kezelés a leghatékonyabbak kozé tartozott mas
szennyezOanyagok esetében is, bar a legmagasabb eltavolitasi hatékonysagok és a hozzajuk
tartozo kezelések a kovetkezok voltak: naftalin: 96%, az E105 + nZnO-1000 kezeléssel, krizén:
72%, az E39 + CaO; kezeléssel, pirén: 22%, az E39 + CaO, kezeléssel.

Bér mas nanoanyagok €s enzimek kombinalt alkalmazasaval kapcsolatban végeztek kutatasokat
(Chauhan ¢s mtsai., 2022; Chai ¢és mtsai., 2023; Xue és mtsai., 2023), jelenlegi ismereteink
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szerint nincs mas tanulmany, ami a nZnO ¢s az PAH-bontasara alkalmas enzimek egyiittes
hasznalata altal tapasztalt eredményeket irta volna le.

Osszegzésként, kutatasunk eredményei alapjan a nehezen bonthaté PAH szennyezdanyagok
legnagyobb lebontasi aranyanak elérésére a leghatékonyabb modszer az E105 enzim és 200
mg/kg nZnO egyiittes alkalmazasa.

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 eltavolitasaban.

Osszefoglalva, a mikrobialis aktivitds és az analitikai mérések eredményei arra utalnak, hogy
az E39 és E105 enzimek, valamint 200 mg/kg nZnO egyiittes alkalmazasa kedvezo lehet a PAH-

.....

Az 6shonos mikroflora metabolikus aktivitasat leginkabb az E39 + nZnO-200 kezelés fokozta,
mig a legnagyobb PAH lebontast az E105 + nZnO-200 kezelés eredményezte.

Ugyanakkor 1000 mg/kg nZnO alkalmazésa is kedvezdbb lehet az dshonos mikroflora éltal
okozott természetes Ontisztuldshoz (kontrollhoz) képest, azonban gyengébb lebontasi aranyt
eredményezne, mint az enzimek és 200 mg/kg nZnO egyiittes hasznalata.

Annak ellenére, hogy az enzimek a leghatékonyabb bioremediacios eszkdzok kozé tartoznak és
képesek a szerves szennyezdanyagok lebontdsdnak eldsegitésére, kutatisom eredményei is
ravilagitanak az enzimek talajbioremedidcidban torténd alkalmazasanak néhany korlatjara. Bar
az enzimek alkalmazasa szignifikdns hatdssal volt a szennyezett talaj mikrobidlis aktivitasara,
nem tudtuk egyértelmiien bizonyitani, hogy az enzimek onmagukban torténd alkalmazasa
jelentds mértékli PAH lebontéast eredményezne. Ugyanakkor a peroxiddal kombinalt enzimes
kezelések jo hatékonysagot mutattak a kontrollhoz képest a nehezen bonthat6 krizén és pirén
esetén. Valamint az enzimek és a nZnO egylittes hasznalata hatékonyabb PAH eltavolitashoz
vezetett, ami tanulmanyunk egy 0j és fontos megallapitasa.

A nZnO 06nallo alkalmazasa a talajban hatékonynak bizonyult a konnyebben degradalhaté
naftalin eltavolitdsaban, feltehetfleg a megndvekedett mikrobialis aktivitas miatt. Az
mikroflora metabolikus aktivitdsaban, azonban az enzimek bontasi hatékonyséaga alacsonyabb
volt ennél a nZnO koncentracional a 200 mg/kg nZnO doézishoz képest, amely jelentosen
novelte a lebontasi hatékonysagot.

Ennek kovetkeztében az E39 (katalaz-peroxidaz), E105 (gentizat 1,2 dioxigenaz) enzimek €s
200 mg/kg nZnO kombinalt alkalmazésa javasolt a szennyezett talajokbol szarmazo PAH
szennyezOanyagok eltavolitidsara. Mindemellett azonban tovabbi vizsgélatok sziikségesek
annak érdekében, hogy atfogo képet kapjunk a nZnO kornyezetre, illetve tobb trofikus szinten

crer

elésegitd, sziikebb nZnO koncentraciotartomany meghatarozasahoz.
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7.  Osszefoglalas

A nanorészecskék felhasznalasa szamos teriileten egyre nagyobb volument, ezért a
kornyezetre, illetve ¢élovilagra gyakorolt hatdsuk és potencialis kornyezeti kockazatuk
felmérése nélkiilozhetetlen, ugyanakkor rendkiviil komplex feladat.

Bar bizonyos nanorészecskék egy-egy tesztorganizmusra gyakorolt hatdsar6l mar tobb
publikécié rendelkezésre all, ezek sok esetben eltéré eredményeket mutatnak, emellett az
ujonnan tervezett és eldallitott nanorészecskék hatasanak felmérése is kihivast jelent. Kevés
olyan tanulmény sziiletett, mely a nanorészecskék komplex ¢éldvilagra, mikrobialis kozdsségre
gyakorolt hatdsat irja le. A jovObeni kutatasoknak részletesebben foglalkozniuk kell a
nanorészecskék hatasfelmérésével szarazfoldi kdrnyezetben, tisztazniuk kell a fém- és fém-
oxid alapu, valamint a kiilonb6z6é szén- illetve grafén alapu nanoanyagok okotoxicitasat.
Emellett a jovobeni kutatasi célok kozott szerepel a nanoanyagok kornyezettoxikologiai
vizsgalatanak multidiszciplinaris megkdzelitése, figyelembe véve azok valtozo viselkedését.

Mindezekhez kapcsolodva célom volt a cink-oxid (ZnO) és titdn-dioxid (TiOz), tovabba grafén-
oxid (GO) nanorészecskék kornyezetre gyakorolt hatdsanak felmérése kiilonbozd trofikus
szintekrdl szarmazé organizmusokkal eltérd végpontokat alkalmazva.

Kutatdsaim soran felmértem a nGO vizi 6koszisztémara gyakorolt hatasat, melynek soran tobb
trofikus szintrél szarmazo tesztorganizmus (baktérium, protozoa, fonalféreg, ndvény) eltérd
vélaszreakcioi alapjan vizsgaltam két kiilonb6z6 tipust GO nanorészecske toxicitasat.
Eredményeim alapjan a vizsgalt tesztrendszerek koziil a Tetrahymena pyriformis protozoa
szaporodasgatlasa bizonyult a legérzékenyebb tesztrendszernek, melynél mar 0,004 mg/L
koncentracié esetén is szignifikdns gatld hatast kaptunk. Az ECyo értékek alapjan a
novénytesztek bizonyultak a legkevésbé érzékenynek. Biolog EcoPlate™ alkalmazasaval
kivitelezett vizi mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatas felmérése soran koncentraciofiiggd
mikrobidlis  aktivitas  novekedést  tapasztaltunk a  vizsgalt  0,8—100 mg/L
koncentracidtartomanyban. Arra a megallapitasra jutottunk a worst-case szcenaridt alkalmazé
kockazatértékelés alapjan, hogy a vizsgalt GO nanorészecskék nem jelentenek kornyezeti
kockazatot.

A nano fém-oxidok hatasfelméréshez kapcsolddo kutatasomban a nano cink-oxid és a nano
titdn-dioxid vizsgalataval foglalkoztam. Jelenlegi ismereteink hidnyosak ezen anyagok
mikrobialis kozdsségre gyakorolt hatdsarol, igy célom volt felmérni, hogy miként befolyasoljak
¢desvizbdl szarmazd mikroflora metabolikus aktivitasat és funkciondlis diverzitasat.
Eredményeim alapjan a nZnO jelentOsebb gatld hatast gyakorol a mikroflorara a nTiO»2-hoz
képest, de a hatast befolyasolja az alkalmazott nanorészecske koncentracidja és az expozicids
id6. A Biolog EcoPlate™ hasznalataval mar a nZnO kis koncentracidja esetén (0,8 mg/L) is
szignifikans hatdsokat mutattunk ki; emellett kiilonb6z6 vizsgalati végpontokat hataroztunk
meg a tesztrendszerben, melyek eltérd érzékenységet mutattak. A McIntosh-index bizonyult az
egyik legérzékenyebb és a mikrobialis aktivitas és funkcionalis diverzitas valtozasat leginkabb
reprezentalo mérdszamnak, igy javasoljuk ennek hasznalatat a késobbiekben. Ugyanakkor a
tobbi végpont egyiittes vizsgalata sokszor kiegészitd informaciot hordoz magaban. Mindezek
alapjan elmondhatd, hogy a Biolog EcoPlate™ technika jol alkalmazhat6 a nanorészecskék vizi
mikrobakozosségekre gyakorolt hatasanak felmérésére.

A nZnO ¢és nTiOz élévilagra gyakorolt hatasat egyéb teriileten is vizsgaltam, a bakterialis
kommunikéciora gyakorolt hatdsat mértem fel Pseudomonas aeruginosa baktérium kiilonb6z6
vélaszreakcioi alapjan. A baktériumra gyakorolt toxikus hatas elkiilonitése céljabol a reaktiv
oxigén szarmazek termelés mértékét is vizsgaltam. Fluoreszcencia intenzitas mérésén keresztiil
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vizsgaltam a virulencia faktorként is szamontartott pioverdin termelés mértékét, melynek soran
koncentracio- és idofiiggd hatast allapitottunk meg. Ugyanakkor a nanorészecske tipusa
jelentdsen befolyasolta az okozott hatast, mivel nZnO esetén serkentd, mig nTiO» esetén gatld
hatast tapasztaltunk. A koncentracio- és id6fiiggd hatas még jelentdsebb befolyassal birt a
biofilmképzEs intenzitasara, melyet kristalyibolyas festési eljarassal vizsgaltunk. Habar nTiO»
esetén minden esetben gatlo hatast tapasztaltunk, kisebb nTiO> koncentracid esetén nagyobb
volt az inhibici6 mértéke, mint nagyobb koncentracid esetén. Ezzel szemben nZnO alkalmazasa
soran rovidebb kontaktidonél (6 ora) minden vizsgalt koncentracid esetén gatld hatast
tapasztaltunk, mely hosszabb expozicios idonél (48 6ra) kisebb mértékii volt, s6t nagyobb dozis
esetén serkentd hatast tapasztaltunk. Mindezek tlikrében elmondhatd, hogy a vizsgalt
nanorészecskék jelentds potenciallal rendelkeznek a bakterialis kommunikacié altal vezérelt
folyamatok befolydsolasara, melynek elonye szdmos teriileten kiaknazhato, de az alkalmazasi
paraméterek meghatarozasa tovabbi kutatast igényel.

Kutatdsom masik részében a nZnO alkalmazési lehetdségét térképeztem fel egy nano-
bioremediacios technologia fejlesztése soran. Ennek keretében policiklusos aromas

------

crer

vizsgaltam. Kalcium-peroxidot adtam a mikrokozmosz rendszerekhez, melynek hatdsara a
talajban 1évd természetes mikroflora aktivitisa megszlint, igy lehetdségem nyilt csak az
enzimek muikodését felmérni. Igazolast nyert, hogy az enzimek hatékonyan bontottdk a
kiilonboz6 PAH-vegyiileteket dnmagukban és CaO»-dal egyiitt alkalmazva Oket egyarant. A
Ca0; alkalmazasa egy j6 modszer lehet kiilonb6z6 enzimek aktivitasanak kimutatdsara
relevans kornyezeti koriilmények kozott.

A mikrokozmoszokhoz 200 és 1000 mg/kg koncentracidban nZnO-t adtam és vizsgaltam a
hatasat. A nZnO mindkét vizsgalt koncentracidban novelte a mikrobidlis aktivitast és
szennyezOanyag eltavolitast, enzimekkel egyiitt adagolva nagyobb mértéki PAH degradaciot
eredményezett, kiilonosen a nagyobb molekulatomegii, nehezen degradalhatdé vegyiiletek
(fenantrén, pirén) esetén. A pozitiv hatds mértéke azonban nem volt koncentracioval aranyos,
sot, esetenként gatlo hatést is eredményezett 1000 mg/kg nZnO a 200 mg/kg dozisnal tapasztalt
szennyezOanyag eltavolitashoz képest. Mindezek tiikrében a nZnO 200 mg/kg koncentracioban
torténd alkalmazasa kedvezd lehet PAH szennyezett talajok karmentesitése soran, amely Uj
nano-bioremediacios eljarasok kidolgozasanak alapjaul szolgélhat.

Osszességében elmondhatd, hogy kutatdsom soran a nanorészecskék toxikus hatasdnak
felmérése és jellemzése mellett azok kedvezd hatdsait is vizsgaltam tovabbi alkalmazasi
tertiletek megalapozasa céljabol.
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8.

1.

Uj tudoményos eredmények

Grafén-oxid nanoanyagok esetén elsOként végeztem kornyezeti kockazatfelmérést édesvizi
Okoszisztémara. A nano grafén-oxidok (nGO) kornyezeti kockazatfelmérése soran
kimutattam, hogy a Tetrahymena pyriformis tesztorganizmus szaporodasgatlasanak
vizsgalata kiemelkedden érzékeny moddszer, és akar korai figyelmeztetd rendszerként is
alkalmazhat6 grafén-oxid tipusu szennyezOanyagok hatasfelmérésében.

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

b. A szakirodalomban a grafén-oxid nanorészecskék hatasat a Tetrahymena
pyriformis tesztszervezeten elsdként vizsgaltam.

Kapcsolodo publikdcio: Németh, 1., Laszlo, K., Bulatko, A., Vaszita, E., Molnar, M. 2023.
Ecotoxicity assessment of graphene oxides using test organisms from three hierarchical

trophic levels to evaluate their potential environmental risk. Nanomaterials, 13, 2858.
https://doi.org/10.3390/mano13212858

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

crer

hogy a tesztelt nGO szarmazékok (AF 96/97 és PM 995) nem jelentenck kornyezeti
kockézatot az édesvizi 6koszisztémara.

A széles-spektrumt hatasfelmérés érdekében kidolgoztam egy moédszeregylittest, aminek
alkalmazasaval kiilonb6z6é trofikus szintekrél szarmazo tesztorganizmusok eltérd
végpontjainak vizsgélata alapjan értékelhetd a nano grafén-oxidok kornyezeti kockézata.

Kapcsolodo publikacio: Németh, 1., LaszIo, K., Bulatko, A., Vaszita, E., Molnar, M. 2023.
Ecotoxicity assessment of graphene oxides using test organisms from three hierarchical
trophic levels to evaluate their potential environmental risk. Nanomaterials, 13, 2858.
hitps://doi.org/10.3390/nano 13212858

. A Biolog EcoPlate™ rendszerrel kapott kisérleti adatok atfogd elemzésével kimutattam,

hogy a metabolikus aktivitds és funkciondlis diverzitds indexek egyiittes alkalmazasa
javasolt a mikrobidlis kdzosségek 0kologiai vizsgalataihoz nanoanyagok hatasfelmérése
soran. A MclIntosh-index, mint érzékeny €s reprezentativ diverzitdsmutaté meghatarozasa
javasolt a Biolog EcoPlate™ altalanosan alkalmazott végpontjainak kiegészitéseként.

Kapcsolodo publikacio: Németh, 1., Molnar, S., Vaszita, E., Molnar, M. 2021. The Biolog
EcoPlate™ technique for assessing the effect of metal oxide nanoparticles on freshwater
microbial communities. Nanomaterials, 11, 1777. https://doi.org/10.3390/manoll071777
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4. Enzim-alapu bioremediacids technolodgiafejlesztés soran kimutattam, hogy 20 mM

kalcium-peroxid (CaO2) oxidaléoszer hozzdadédsa a technoldgia monitoring ¢és
hatékonysagvizsgalat szempontjabol is eldnyos.
A CaOs hatésara a talaj természetes mikroflordjanak aktivitdsa megsziint, igy a mikrobialis
befolydsold hatas nélkiil a kiilonb6z6 enzimek degradacios hatékonysaga jol vizsgalhatod
¢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 uj, katalaz-peroxidaz,
gentizat 1,2-dioxigenaz enzimek képesek ezen nehezen bonthatdé PAH vegyiiletek hatékony
lebontasara.

Kapcsolodo publikacio: Nagy, K. K., Takacs, K., Németh, L., Varga, B., Grolmusz, V.,
Molnar, M., Veértessy, G. B. 2024. Novel enzymes for biodegradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons identified by metagenomics and functional analysis in short-term soil
microcosm experiments, Scientific Reports, 14, 11608. https://doi.org/10.1038/s41598-
024-61566-6

5. Kimutattam, hogy a policiklusos aromas szénhidrogének eltavolitasara fejlesztett innovativ
enzim-alapt bioremediacios technoldgia hatékonysaga novelhetd kis mikrobiologiai
aktivitasu, kedvezdtlen mechanikai Osszetételli talajban enzimek (kataldz-peroxidaz,
gentizat 1,2-dioxigenaz) és 200 mg/kg nZnO egyiittes alkalmazasaval, f6ként naftalin és a
nehezebben bonthaté fenantrén ¢és krizén esetén kozepes szennyezettségli kozegben,
potencialis karos hatasok észlelése nélkiil.

Kapcsolodo publikacio: Németh, L., Vaszita, E., Molnar, M. 2025. Influence of nZnO on
enzyme-mediated PAH-removal from contaminated soil. Periodica Polytechnica Chemical
Engineering, https://doi.org/10.3311/PPch.41649
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11.

Mellékletek

11.1. Irodalmi 6sszefoglald mellékletei

A nanorészecskék élovilagra gyakorolt hatdsara vonatkozoé irodalmi adatok az aldbbiakban
kertilnek bemutatasra.

MI. tablazat — A nZnO mikroorganizmusokra gyakorolt hatasa (Sirelkhatim és mtsai., 2015 nyoman)

nZnO mérete nZnO
koncentracio Mikrobafaj Hatas Hivatkozas
[nm]
[mg/L]
E. coli ndvekedésének teljes
~13 0-813 me/L Escherichia coli, gatlasa 3,4 mM felett Reddy és mtsai.,
(atlag) & Staphylococcus aureus| S. aureus ndvekedésének (2007)
teljes gatlasa 1 mM felett
Koncentraciofiiggd
szaporodas gatlas, , .
37-47 125’£S?i 500 Escherichia coli 500 mg/L esetén 120 perc Jalal(zeg lrg‘;sal.,
& elteltével 21%-os tilélési
arany
Campylobacter jejuni, MIC:
~30 100, 300, 500 Escherichia coli C. jejuni esetén 25-50 mg/L | Xie és mtsai.,
(atlag) mg/L O157:H7, E. coli és S. enterica esetén (2011)
Salmonella enterica 400 mg/L
Pseudomonas Chitra és
200, 500, 1000 aeruginosa, Koncentracio-aranyos gatld .
100-146 > . . Annadurai
mg/L Escherichia coli hatas
) ' (2013)
Aspergillus niger

M2. tablazat — A nZnO novényekre gyakorolt hatasa (Strekalovskaya és mtsai., 2024 nyoman)

nZnO mérete nZnO
koncentracio Novényfaj Hatas Hivatkozas
[nm]
[mg/L]
Pozitiv hatasok
~37 100 Zea mays Serkenti a csirazast és Itroutwar ¢€s
(atlag) novekedést mtsai., (2020)
‘smeretlen 750 Capsicum annuum Serkenti a csirazast és Afrayeem és
novekedést Chaurasia (2017)
Fokozza a magok csirazasat
. . és vizfelvételét, noveli az a- | Rai-Kalal és
20-30 10 Triticum aestivum amilaz aktivitast és a klorofill| Jajoo (2021)
tartalmat
Serkenti a csirazast és a Awasthi és
9-13 10, 25,50, 100| Triticum aestivum palantak morfologiai .
adottsagainak fejlodését misai., (2017)
Serkenti a gyokér- és .,
40-50 250-500 Triticum aestivum szérni‘)veglz]edést, S"langloelzLaura
noveli a klorofilltartalmat ( )
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M?2. tablazat

— A nZnO névényekre gyakorolt hatasa (Strekalovskaya és mtsai., 2024 nyomdan)

(folytatas)
nZnO mérete nZnO
koncentracio Novényfaj Hatas Hivatkozas
[nm]
[mg/L]
Serkenti a magok csirazasat,
~25 . elOsegiti a korai hajtasok és |Prasad és mtsai.,
(atlag) 1000 Arachis hypogea | . 40745 megielenését, noveli (2012)
a levelek klorofill tartalmat
~25 Serkenti a csirazast és Subbaiah és
(étlag) >0-1500 Zea mays novekedést mitsai., (2016)
~20 500 Ted mavs Serkenti a csirazast és Salam és mtsai.,
(atlag) Y novekedést, noveli a (2022)
~100 sze,:mtt')meget., lféliun.ltgr’tallmat Alhammad és
(étlag) 100 Zea mays és az a-amilaz akt-1V1’ta.sat, misai., (2023)
fokozza a fotoszintézist
35 - Serkenti. a nt')vekefiést, Péveli Afzal és Singh
(atlag) 25 Oryza sativa a pigment-, cink- és (2022)
vastartalmat
Serkenti a csirazast és a
gyokérnovekedést, fokozza a Pandev és misai
20-30 2000 Cicer arietinum novekedést serkentd y v
o, (2010)
hormonok szintézisét a
hajtasokban
Serkenti a csirazast és
novekedést, fokozza a Iziy és mtsai.,
=50 10,100 | Portulaca oleracea | ) a1l ¢ a karotinoid y(2019)
tartalmat
Tymoszuk és
20-60 50-1600 Allium cepa Stimulélja a csirazast Wojnarowicz
(2020)
Noveli a gyokér- és , .
~50 500, 1000, . , L . Bala és mtsai.,
(étlag) 5000 Oryza sativa szarhosszt, klorofill- és cink (2019)
tartalmat
~20 20 Vigna radiata Serkenti a novények Mahajan és
(atlag) Cicer arietinum fejlédését és gyokérképzését | mitsai., (2011)
Fokozza a novényi
. biomasszat, a gyokér- és .,
1,2-6,8 10 Cyamopsis hajtashosszt, gyé;glzlérfelﬁletet, Raliya és
tetragonoloba 1 , Tarafdar (2013)
noveli a klorofill- és a
fehérjetartalmat
Serkenti a novekedést,
fokozza a ndvények és a
~51 Triticum aestivum, .termesek k’loroﬁll— ©s Mazhar és
(atlag) 7 Oryza sativa c1nktartalrl}at? fokozza a mtsai., (2023)
névények abiotikus stresszel ?
(sotartalommal) szembeni
ellenalloképességeét
1 Serkenti a'cgi'rézést ésa Pandya és mtsai
(atlag) 0,1-5 Triticum aestivum morfologiai jellemzok (2024) ?
fejlédését
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M?2. tablazat

— A nZnO névényekre gyakorolt hatasa (Strekalovskaya és mtsai., 2024 nyomdan)

(folytatas)
. nZnO
nZnO mérete koncentracio Novényfaj Hatas Hivatkozas
[nm]
[mg/L]
Serkenti a morfologiai
ismeretlen 25, 50, 100, Triticum aestivium jellemzok fejlodését, noveli a| Nazir és mtsai.,
200 floém és xilém vastagsagat és (2024)
a klorofilltartalmat
90 Noveli a talaj feletti- és alatti Wei és mtsai
(atlag) 100-700 Salvia miltiorrhiza | biomasszat, a gyokératmérot (2021) v
¢és a gyOkerek cinktartalmat
Fokozza a gyokerek , .
<50 25, 50, 100 Oryza sativa felszivoképosségét s | CPen Cs misai,
. b (2018)
cinktartalmat.
Noveli a ndvényhosszasagot,
a terméstomeget €s az Jiang és misai
16-31 500 Solanum lycopersicum antioxidans enzimek °
P N (2022)
aktivitasat, igy csokkentve a
ROS tartalmat
Negativ hatasok
. . Gatolja a magok csirazasat és| Afrayeem és
ismeretlen 250, 500 Capsicum annuum a nJE)Vényei novekedését Chaura};ia (2017)
. . Gatolja a magok csirazasat és| Chanda és
375 1000-2000 Triticum aestivum a njévényelg< novekedését | mtsai., (2020)
Gatolja a gyokerek Boonvaniti
ismeretlen 100-500 Oryza sativa morfoldgiai jellemzbinek |, oonyaniupons
e ¢és mtsai., (2011)
fejlédését
Roncsolja a sejtmembrant,
csOkkenti a kloroplasztiszok | Iziy és mtsai.,
=50 500 Portulaca oleracea || e ok deformitisit y(2019)
okozza
ismeretlen 10 Cicer arictinum L var. Gatolja a gyokérnovekedést B“‘fman &
HC-1 mtsai., (2013)
~19 1.5 10 Lolium verenne Csokkenti a biomasszat, Lin és Xing
(atlag) > P gatolja a gyokérzet fejlodését (2008)
~20 2000 Vigna radiata, Lassitja a gyokér- és Mahajan és
(atlag) Cicer arietinum szarhossz novekedését mtsai., (2011)
Gatolja a gyokér- és
szarhossznovekedést,
~50 . . . csokkenti a klorofilltartalmat | Wang ¢és mtsai.,
(atlag) 200-300 Arabidopsis thaliana és a fotoszintézis intenzitasat, (%01621)
a sejtek kozotti CO, tartalmat
¢és a parologtatas sebességét
Gatolja a novények szar-
. Okérnovekedését, csokkenti| Chen és mtsai.,
<30 500 Oryza sativa ® a biomasszat és a (2018)
klorofilltartalmat
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M3. tablazat — A nTiO; mikroorganizmusokra gyakorolt hatasa (Hou és mtsai., 2019 nyoman)

nTl(?:lﬁle rete Mikrobafaj Hatas Hivatkozas
~16,2
(afggg) Escherichia coli K12 22;‘ th: LLCCS‘?:36386n;gé /LL Erdem és mtsai., (2015)
~ s . 50.
(atlag)
~16,2
(afggg) Bacillus subtilis 22;‘ th: LLCCS‘?: 49061 Tngé /LL Erdem és mtsai., (2015)
~ s . 50.
(atlag)
_ . 30 min: ECso: >20000 mg/L . , .

25-70 Vibrio fischeri 72 h: MIC: > 20000 mg/L Heinlaan és mtsai., (2008)
62-74 Escherichia coli 24 h: MIC: 40 mg/L Raj ak“‘g(‘)rlgs) misat.,
62-74 Pseudomonas aeruginosa 24 h: MIC: 80 mg/L Raj akur(r;e(t)rlzs) misat.,
62-74 Staphylococcus aureus 24 h: MIC: 40 mg/L Raj akul(gz(l)rlzs) mitsat.,
62-74 Klebsiella pneumoniae 24 h: MIC: 70 mg/L Raj akur(r;e(t)rlzs) misat.,
62-74 Bacillus subtilis 24 h: MIC: 45 mg/L Rajak“‘(g%rlzs) mitsat.,
10-50 Escherichia coli 1,5 h alatt teljes gatlas Vijay és mtsai., (2010)
25-70 Saccharomyces cerevisiae | 24 h: ECso: > 20000 mg/L  |Kasemets és mtsai., (2009)
~ — - VAP,
iy | Dol S08 Ao 08 100 | g s, oo
~66 Bacillus subtilis 20 h alatt 75%-os gatlas 1000 . .

atla CB310 mg/L koncentracional Adams és misai., (20062)

g g

— O e oArlA
(étlsaog) Bacillus subtilis 24h ala{(to(ilé)er?tsrég;tc’l)isélz 0 mg/L Jiang és mtsai., (2009b)
~ % e oAtlA

, 50 Escherichia coli 24 h alatt 0%-os g.a.t!as, 20 mg/Ly Jiang és mtsai., (2009b)
(atlag) koncentracional

~50 24 h alatt 0%-os gatlas 20 mg/L| . . .
(atlag) Pseudomonas fluorescens Koncentraciondl Jiang és mtsai., (2009b)
~40,5 . i . Jayaseelan és mtsai.,
(atlag) Aeromonas hydrophila 24 h: MIC: 25 mg/L (2013)

~40,5 o . . . Jayaseelan és mtsai.,
(atlag) Escherichia coli 24 h: MIC: 20 mg/L (2013)

~40,5 . i . Jayaseelan és mtsai.,
(atlag) Pseudomonas aeruginosa 24 h: MIC: 30 mg/L (2013)

~40,5 . . Jayaseelan és mtsai.,
(étlag) Streptococcus pyogenes 24 h: MIC: 10 mg/L (2013)

~40,5 ) ] Jayaseelan és mtsai.,
(étlag) Staphylococcus aureus 24 h: MIC: 10 mg/L (2013)

~40,5 . ) ) Jayaseelan és mtsai.,
(atlag) Enterococcus faecalis 24 h: MIC: 15 mg/L (2013)
( aiNtfa()g) Escherichia coli 18 h: MIC: 62,5 mg/L Ahmad és mtsai., (2015)
( é;lsaog) Staphylococcus aureus 18 h: MIC: 62,5 mg/L Ahmad és mtsai., (2015)
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M3. tablazat

— A nTiO, mikroorganizmusokra gyakorolt hatdasa (Hou

és mtsai., 2019 nyoman)

(folytatas)
nTl(?:lﬁle rete Mikrobafaj Hatas Hivatkozas
24 h ZOI: 1,8 cm 200 mg/L
~33 . koncentracional . , .
(étlag) Streptococcus pneumoniae 24'h ZOI: 2,1 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentraciénal
24 h ZOI: 1,6 cm 200 mg/L
~33 koncentracional . , .
(étlag) Staphylococcus aureus 24'h ZOI: 2,1 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentraciénal
24h ZOI: 1,4 cm 200 mg/L
~33 . - koncentracional . . .
(atlag) Bacillus subtilis 24'h ZOT: 1,6 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentracional
24 h ZOI: 1,6 cm 200 mg/L
~33 . koncentracional . . .
(atlag) Proteus vulgaris 24'h ZOT: 1,7 em 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentracional
24h ZOI: 2,2 cm 200 mg/L
~33 . koncentracional . . .
(atlag) Pseudomonas aeruginosa 24 h ZOT: 2.4 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentracional
24h ZOI: 1,3 cm 200 mg/L
~33 . . koncentracional . . .
(atlag) Escherichia coli 24'h ZOT: 1,6 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentracional
24 h ZOI: 2,0 cm 200 mg/L
~33 . . koncentracional . , .
(atlag) Candida albicans 24'h ZOI: 2,1 cm 250 mg/L Priyanka és mtsai., (2016)
koncentracional
30 min: LCsp: 1,68 mg/L
~42,3 o . fényben . .
(étlag) Escherichia coli 30 min: LCs: 583 mg/L. Dasari és mtsai., (2013)
sOtétben
~10
(aflzasg) 3 h: LCso: 17 mg/L
(étlag) Escherichia coli 3 h: LCso: 59,2 mg/L Lin és mtsai., (2014)
Y 3 h: LCso: 304 mg/L
(atlag)
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MA. tablazat — A nTiO; algakra és novényekre gyakorolt hatasa (Hou és mtsai., 2019 nyoman)

nTiO: mérete Faj Hatas Hivatkozas

[nm]

25-70 Pseudokzrcﬁnerzella 24 h: ECso: 5,83 mg/L Aruoja és mtsai., (2009)

subcapitata

5-10 Skeletonema costatum 72 h: ECso: 7,37 mg/L Li és mtsai., (2015)

5-10 Karenia brevis 72 h: ECso: 10,69 mg/L Li és mtsai., (2015)

o TS TT)
ismeretlen Spinacia oleracea 48 h alatt 38%-os cotfazas gatlds 8% Zheng és mtsai., (2005)
koncentracional
~21 Chlamydomonas Fotoszintetikus aktivitas jelentésen . .
(atlag) reinhardtii csokkent 1 mg/L koncentracio felett Chen és misai., (2012)
<21 Nicotiana tabacum Masodlag(())s gyokerek’m.e'g]elenese Cox és mtsai., (2016)
2,5% koncentracioig
Biomassza csokkenés:
5 hét: 65%-kal csokkent 0,5 mg/mL Szvmanska és mtsai
>20 Arabidopsis thaliana koncentracional Y (2016) °
5 hét: 55%-kal csokkent 1 mg/mL
koncentracional
~5,3 Pseudokirchneriella ) ) , .

(atlag) subcapitata 96 h: ECso: 113 mg/L Metzler és mtsai., (2011)
<25 Scenedesmus sp. 72 h: ECso: 71,2 mg/L Sadiq és mtsai., (2011)
<25 Chlorella sp. 72 h: ECso: 16,12 mg/L Sadiq és mtsai., (2011)
~15 Phaeodactylum . . , .

(atlag) fricorntum 72 h: ECso: 167,79 mg/L Wang és mtsai., (2016)

MS5. tablazat — A nTiO; gerinctelen, illetve gerinces dllatokra gyakorolt hatasa (Hou és mtsai., 2019

nyoman)
nTl(?Izlﬁ]e rete Faj Hatas Hivatkozas
91 Oncorhvnchis 14 nap alatt a Na'/K* ATP-az aktivitas
(atlag) " Ig)'ss jelentésen csokkent, a glutation aktivitas |Federici és mtsai., (2007)
& VA 65%-kal novekedett 1 mg/L koncentracional
48 h: ECsp: > 100 mg/L
. 21 napos NOEC érték . , .
20-30 Daphnia magna mortalitasra: 30 mg/L Wiench és mtsai., (2009)
utodképzésre: 3 mg/L
25-70 | Daphnia magna 48 h: LCso: 20000 mg/L Hemla(*;%g;)mtsal"
- - " . o
24210 | Danio rerio | 241 1 m@/LnTiO: csdkkentia Hg™ ionok | g oo icai | 2016)
felvételét
~30 Thamnocephalus . ) Heinlaan és mtsai.,
(atlag) platyurus 48 h: NOEC: >20000 mg/L (2008)
7 Caenorhabditis 24 h: 21%-kal csokkent a ndvekedés, 30%-
(étlag) eleoans kal csokkent a termékenység 1 mg/L Roh és mtsai., (2010)
g 8 koncentracional
90 Caenorhabditis 24 h: nem valtozott jelentésen a ndvekedés,
(étlag) eleoans 10%-kal csokkent a termékenység 1 mg/L | Roh és mtsai., (2010)
& & koncentracional
( é~ﬂsaog) C“ezloezg’nid’”s 24 h: LCso: 79,9 mg/L Wang és misai., (2009)

162



MS5. tablazat — A nTiO; gerinctelen, illetve gerinces dllatokra gyakorolt hatasa (Hou és mtsai., 2019
nyoman) (folytatas)

nTiO, mérete

koncentracional, tovabba koncentracioval
aranyos hatasok 30 mg/L-ig

Faj Hatas Hivatkozas
[nm]
~25
(atlag) Mus musculus JelentGsen npvekedett az alal}m/ aszpartat Wang és mtsai., (2007)
~80 aminotranszferaz arany
(atlag)
8 nap: a szuperoxid diszmutaz, katalaz,
~50 . . peroxidaz aktvitas novekedett, a lipid . .
(atlag) | CPTIMUS carpiol o oxidaci6 csokkent 100 & 200 mg/L, | 1120 €8 misai, (2009)
koncentracional
Y 170/ -
<10 Danio rerio | ©n0nap: a mortalités 17%-kal ndvekedett 7/ o o oo pcai - (2011)
mg/L koncentracional
~15 Tetrahymena | 24 h: a telitett zsirsavak mennyisége nott, a | Rajapakse és mtsai.,
(atlag) thermophila | telitetlen zsirsavak mennyisége valtozatlan (2012)
( z;fazg) Eisenia fetida 4 hét: gatlo hatas a szaporodasra Cafias ¢és mtsai., (2011)
oy 96 h: szuperoxid diszmutaz aktivitas nott 1
Haliotis mg/L koncentréciénal; lipid peroxidécio
<10 diversicolor & L - IPIC P Zhu és mtsai., (2011)
koncentracié aranyosan nétt 1-10 mg/L
supertexta P
koncentracional
Carassius 5 nap: testtomeg 1,8%-kal n6tt 10 mg/L
10-30 koncentracional, mig 19,7%-kal csokkent | Ates és mtsai., (2013)
auratus
100 mg/L koncentracional
~4,78 Xenopus laevis | 96 h: nincs jelent0s hatdsa a mortalitisra 5— | . . .
(atlag) embrio 320 mg/L koncentraciénal Birhanli és mtsai., (2014)
11 nap: nagyobb mértékben keltek ki a
~21 Orvzias latipes larvak 14 mg/L koncentracio esetén, Paterson és mtsai.,
(atlag) g4 P azonban az ezt kovetd 15 nap elteltével (2011)
nagyobb volt a halalozasi aranyuk is
Pimephales 48 h: 1égzbszervi problémak 0,1 mg/L Jovanovi¢ és mtsai.,
<25 .,
promelas koncentracional (2011)
2 hét: novekedett a majenzimek aktivitasa és
a malondialdehid koncentracio, csokkent a
~21 glutation koncentracio, és gyulladasos . .
(atlag) Mus musculus folyamatok jelentkeztek a tumor nekrozis Azim és misai., (2015)
faktor-a és interleukin-6 szintjének novelése
altal 150 mg/ttkg/nap kezelésnél
A kikelés mértéke koncentracid aranyosan
Drosophila csokken, tovabba késleltetett fejlodés . .
+
305 melanogaster figyelhetd meg 200 és 250 mg/L Sabat és misai., (2016)
koncentracional
~86 Drosophila |24 h: kozépbél és DNS karosodasa 0,8 mg/L| Carmona és mtsai.,
(atlag) melanogaster koncentracional (2015)
4 nap: sejtek ¢életképességének 12,8%-os,
Rattus rattus hosszanak 6,9%-os csokkenése, glutation
5.6 hinDocampus 7,75%-0s novekedése, Na*/K* ATP-az Hong és mtsai.. (2015)
PP P aktivitas 12,96%-o0s csokkenése 5 mg/L & °
neuronsejtek
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MS5. tablazat — A nTiO; gerinctelen, illetve gerinces dllatokra gyakorolt hatasa (Hou és mtsai., 2019
nyoman) (folytatas)

nTiO, mérete

kezelésnél

Faj Hatas Hivatkozas
[nm]
90 nap: csokkent testtomeg, spermium
5-6 Mus musculus | mennyiség és mozgékonysag 2,5 mg/ttkg | Gao és mtsai., (2013)

Me6. tablazat — A nZnO talajmikroflorara gyakorolt hatasa (Strekalovskaya és mtsai., 2024 nyoman)

nZnO mérete nZnO
[nm] koncentracié| Talaj pH Serkenti Gatolja Hivatkozas
[mg/kg]
. . . Ge és mtsai.,
20-30 500 6,0 - Biomassza, diverzitas (2011b)
Azotobacter,
foszfor- és kalium-oldo
~15 balftenumokl, Chai és mtsai.,
(atlag) 1000 7.5 - ureaz-, katalaz (2015)
enzimaktivitas,
fluoreszcein-diacetat
hidrolizis
Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria,
Bacillales, Actinobacteria,
Burkholderiales, Actinomycetales, Chavan és
ismeretlen 500 6,9 Lactobacillales, Desulfivibrionales, |Nadanathangam
Pseudomonadales, Alteromonadales, (2019)
Pseudomonas, Oceanospirillales,
Streptococcus, Halomonas
Dialister
20-50 550 7,5 Rhizobiales Sphingomonadales Colhr(lzg 1S 21;1tsa1.,
. Rhizobiales,
Sphingomonadacea, Bradyrhizobiaceae Ge és mtsai
20-30 50-500 6,0 Streptomycetaceae, yrmzobiaceae, ”
Streptomyces Bradyrhizobium, (2012)
Methylobacteriaceae
P’;;;(;iagsza’ Bacteroidetes,
~25 100, 79.82 Ascomp o ta, Acidobacteria, Chen és mtsai.,
(atlag) 500 v yeoud, Actinobacteria, (2021)
Zygomycota, .
> Firmicutes
Basidiomycota
0,5 .
~65,8 ; . e 1 Verma és mtsai.,
(étlag) 12,255 8,58 - Mikrobialis biomassza (2022)
Pro.teobacterl'a, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Torrimonas
~50 00, | 756 | Spemcter Flavitalea, Shi és misai.,
(atlag) 1000 ’ Burkholderiales Ohtackwangia, (2021)
’ Pseudomonas,
Altererythrobacter, .1, iy
- fenol-oxidaz aktivitas
Massilia
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MG6. tablazat — A nZnO talajmikroflordara gyakorolt hatdasa (Strekalovskaya és mtsai., 2024 nyoman)

(folytatas)

nZnO mérete
[nm]

nZnO
koncentracio

[mg/kg]

Talaj pH

Serkenti

Gatolja

Hivatkozas

~50
(atlag)

<250

7,24

Proteobacteria,
Ascomycota,
Sphingomonadales

Solirubrobacterales,
Catenulisporales,
Armatimonadetes

Liu és mtsai.,
(2021b)

~50
(atlag)

30

6,4

Bacteroidetes,
Actinobacteria,
Streptomycetaceae,
Rhizobiaceae,
Oxalobacteraceae,
Chitinophagaceae,
Solibacteraceae

Gemmatimonadaceae,
Sphingomonadaceae,

Haliangiaceae

Chen és mtsai.,
(2023)

~35
(atlag)

25

7,4

Diverzitas

Afzal és Singh
(2022)

~20
(atlag)

5 kg/ha

7,7-7,8

Bacillus,
Acinetobacter,
Pedobacter,
Massilia,
Lysobacter,
Pseudomonas

Saleem és mtsai.,
(2023)

~20
(atlag)

100-700

7,12

Proteobacteria,
Methylobacillus,
Humicola,
Aminobacter,
Arenimonas,
Thiobacillus,
Metarhizium

Wei és mtsai.,
(2021)

~90
(atlag)

0,1,
10,
100

7,2

Cyanobacteria, Nostoc,
Scenedesmus,
Xanthomonas,
Galbibacter,
Burkholderia

Xu és mtsai.,
(2018)

16-31

500

ismeretlen

Chloroflexi,
Sphingomonadaceae,
Rhizobiaceae,
Rhodanobacteraceae,
Xanthomonadaceae,
Nitrosomonadaceae,
Methylophilaceae,
Microscillaceae,
Gemmatimonadaceae

Proteobacteria,
Patescibacteria,

Actinobacteria

Jiang és mtsai.,
(2022)

~30
(atlag)

250-1000

5,59

Proteobacteria,
Chloroflexi,
Gemmatimonadota,
Bacteroidota,
Myxococcota,
Cyanobacteria,
Tausonia,
Chaetomium,
Mrakia

Firmicutes,

Acidobacteriota,

Nitrospirota,

Verrucomicrobiota,
Neocosmospora,

Gibberella,

Fusarium

Wolinska és
Stepniewska
(2012)
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M7. tablazat — A nTiO; talajmikroflorara gyakorolt hatdsa

nTiO; mérete nTiO;
2 koncentracio| Talaj pH Serkenti Gatolja Hivatkozas
[nm]
[mg/kg]
500 Biomassza csokkenést Ge és misai
15-20 1000 6,0 - és diverzitas valtozast (2011b) "
2000 okozott
Szerves
szennyezOanyagok Nitrogén-fixalok
500 degradaciojat (Rhizobiales,
15-20 1000 6.0 (Sphingomonadaceae) | Bradyrhizobiaceae, Ge és mtsai.,
’ ¢és fehérjek bontasat | Bradyrhizobium) és (2012)
2000 . i1
(Streptomycetaceae, metan-oxidalok
Streptomyces) (Methylobacteriaceae)
végz0 fajok
5-10, Modositotta a Shah és mitsai
~55 0,0625 4,349 - fajgazdagsagot és (2014) °
(atlag) Osszetételt
" . Csokkent a proteaz-, , .
<100 100 7.36 Novek;dett AZUCAZ | | o é peroxidaz Du és mtsai.,
enzimaktivitas . o (2011)
enzimaktivitas
Csokkent a . .
( o : 1000 7,46 - funkeionalis diverzitas Chagg lrg;sal"
& és uredz aktivitas
Ammonia oxidald
~28,7 372 77 B baktériumok és Simonin és
(atlag) ’ nitrifikacids enzimek | mitsai., (2016)
gatlasa
Nitrit-oxidalo Amménia oxiddlo |-
~28.7 . : . baktériumok és a nitrit-|  Simonin és
. 0,05-500 7,7 Nitrospira fajokra nem C1i1a ar .
(atlag) . ’ . oxidalé Nitrobacter | mtsai., (2017)
volt jelentds hatas . . .
fajok csokkenése
Nincs jelentOs hatdsa a| Az arbuszkularis Burke és misai
40-60 200 - rhizoszféraban 1év6 mikorrhizaban 1évo b (2014) ”
baktériumkozosségre | kozosséget gatolta
Dehidrogenaz,
alkalikus foszfataz,
5 Dehidrogendz, ureaz enzimaktivitas-

10 alkalikus foszfataz, |és biomasszacsOkkenés
<50 20 75 ureaz enzimaktivitas- |20 mg/kg koncentracio | Bhattacharjya és

40 ’ és biomasszandvekedés felett mtsai., (2021)

80 20 mg/kg Mikrobialis 1égzés

100 koncentracioig koncentracid aranyosan

nott, ami szubletalis
stresszt jelez.
Fokozott mikrobialis E}atolt mlkrob1a11s
1 R , ) novekedés 20 mg/kg
novekedés, elsdsorban . .

2,5 . koncentracidban. , .
~11 gombak és . - i1x Kaur és mtsai.,
, 5 6,4 . L. Ammonia-oxidalokra

(atlag) aktinobaktériumok . . . (2022)

10 . jelentésebb hatas a

esetén 10 mg/kg ) . 1
20 Lo nitrogén-fixalokhoz
koncentracioig .
képest.
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M7. tablazat — A nTiO; talajmikroflorara gyakorolt hatasa (folytatas)

nTiO;
nTiO: mérety konc.e n tra Talaj pH Serkenti Gatolja Hivatkozas
[nm] cio
[mg/kg]
A mikrobialis kozosség
~29 1 Osszetétele elsésorban
(atlag) 100 77 B baktériumok esetén | Moll és mtsai.,
~92 ’ valtozott, gombak (2017)
. 1000 .
(atlag) esetén nem volt
jelentds hatas
1 nap elteltével 1
mg/kg koncentracioban
a mikrobak6z0sség
gatlasa figyelhetd meg,
mely 60 nap utan nem
5 1, észlel}}et_é. Ellenben Zhai és mtsai.,
(atlag) 500, 6,2 - nagy flOleban 69 nap (2019)
2000 elteltével taxondémiai
valtozast okozott, de a
funkcionalis
diverzitasra nem
gyakorolt jelentds
hatast.

11.2. A vizsgalatok soran alkalmazott modszerek leirasa

11.2.1. Kiilonboz6 tesztorganizmusokra gyvakorolt hatas felmérése

11.2.1.1. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia és enzimaktivitds vizsgadlat

Az Aliivibrio fischeri Gram-negativ, biolumineszcens baktérium gyakran alkalmazott
tesztorganizmus kornyezettoxikologiai vizsgalatok soran, ugyanis az altala kibocsatott fény
intenzitasa csokken, ha szamara karos, toxikus kornyezetbe keriil. A mddszer kivitelezése soran
az ISO 21338:2010 (ISO, 2010) ¢és az ISO 11348-3:2007 (ISO, 2007) szabvanyokat vettem
alapul.

Kisérleteim soran Aliivibrio fischeri NRRL B-111 77 tdrzset hasznaltam, melyet a tesztek
kezdete el6tt 18 oraval 40 mL folyékony fototap kozegbe (30 g NaCl, 6,1 g NaH>PO4*H»O,
2,75 g KoHPOy4, 0,204 g MgSO4*7H20, 0,5 g (NH4)HPO4, 5 g pepton, 0,5 g élesztékivonat, 3
mL glicerin, 1 L desztillalt viz, pH=7,2) (Fekete-Kertész és mtsai., 2017) oltottam at, és 24 °C-
on, 160 rpm fordulatszdmon razatva inkubaltam, igy készitve overnight (O/N)
baktériumtenyészetet.

A tesztet mikrotitrator lemezben végeztem el, melynek sordn 50 pL nanoszuszpenziot mértem
a lemez celldiba majd 200 pL O/N baktériumtenyészetet adtam hozza. Minden kezelést 6
parhuzamosban ismételtem. Negativ kontrollként desztillalt vizet (DV), mig a baktériumkultira
érzékenységének ellendrzése céljabol pozitiv kontrollként réz-szulfait (CuSO4) oldatot
hasznaltam.
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11.2.1.1.1. Aliivibrio fischeri biolumineszcencia intenzitas vizsgalata

A lemezek elkészitését kovetden 24 °C-on, sététben inkubaltam azokat, majd 30 és 120 perc
elteltével Fluostar Optima (BMG Labtech, Ortenberg, Germany) lemezleolvaséval mértem a
lumineszcencia intenzitas mértékét.

A nanorészecskék altal okozott, kontrollhoz képesti hatds mértékének jellemzésére gatlasi
szazalékot (G [%]) szamoltam a kdvetkezd egyenlet alapjan:

K

ahol K a kontroll cellak értéke, M a nanorészecske mintat tartalmazo cellak értéke.

G [%] = X 100

11.2.1.1.2. Aliivibrio fischeri enzimaktivitas vizsgadlata

A nanorészecskék toxikus hatdsdnak vizsgalata céljabol egy Palomino €s munkatarsai (2002)
altal leirt metabolikus aktivitds tesztet modositva hajtottam végre. Ez az eljaras a sejtek
¢letképességét vizsgalja a mitokondridlis 1égzési lancon keresztiil, ugyanis a gyengén
fluoreszcens, kék szinii rezazurin (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid, Alamar blue) festék
redukélodik a mikrobidlis 1€gzés sordn, és igy az erdsen fluoreszcens, rozsaszin szinii rezorufin
keletkezik. A fluoreszcencia intenzitas mérésével az é16 sejtek szamarol kaphatunk informaciot,
koszonhetden annak, hogy a reakcio az €16 sejtek mitokondridlis 1égzési lancaban megy végbe.
majd 15 percig sotétben, szobahdmérsékleten inkubdltam a lemezt. Ezt kovetden Fluostar
Optima (BMG Labtech) lemezleolvasdval mértem a fluoreszcencia intenzitast excitacio: 544
nm, emisszid: 590 nm hulldmhossz bedllitdisok mellett; majd az értékek alapjan gatlasi
szazalékot szamoltam a fent ismertetett egyenlet szerint.

11.2.1.2. Escherichia coli szaporodas, enzimaktivitas, ROS termelés vizsgalat

A nanorészecskék Gram-negativ baktériumokra gyakorolt hatasat Escherichia coli ATCC
11775 Vitroids™ térzs szaporoddsan, enzimaktivitasin, valamint ROS termelésének
vizsgalatan keresztiil is felmértem. A torzs laboratoriumban torténd fenntartasara LabM Luria-
Bertani (LB) agart alkalmaztam. A kisérletek kezdete eldtt 18 oraval egy oltokacsnyi
sejtkultarat 30 mL folyékony LB tapkozegben szuszpendaltam, majd 30 °C-on, 160 rpm
fordulatszdmon razatva inkubdltam, igy készitve O/N tenyészetet. Az O/N kultara optikai
denzitasat SANYO SP 55 UV/VIS spektrofotométerrel mértem 600 nm hullamhosszon, majd
LB tapkozeggel higitottam, hogy 0,1 ODsoo kezdeti értéke legyen a tesztekhez felhasznalt
kiindulasi sejttenyészetnek. Ezt kovetden kdzvetleniil a teszt el6tt még 100-szorosara higitottam
a baktériumkultarat LB tapkozeggel.

Kisérleteim kivitelezéséhez mikrotitrator lemezt hasznéltam, hasonléan az A. fischeri
baktériumnal leirt modszer szerint. Ennek megfeleléen 50 pL nanoszuszpenzid mintat
pipettdztam a lemez cellaiba, majd 200 pL baktériumszuszpenzidt adtam hozza. Kontrollként
desztillalt vizet alkalmaztam, mig pozitiv kontrollként antibiotikum oldatot (10 pg/mL
tetraciklin és sztreptomicin) hasznaltam, hogy meggy6zddjek a baktériumtenyészet
érzékenységérdl. A lemezeket 30 °C-on inkubéltam 24 6ran keresztiil.

11.2.1.2.1. Escherichia coli szaporodds vizsgdlata

A nanorészecskék citotoxikus hatasanak felmérése céljabol DIALAB ELISA EL800 (Dialab
GmbH, Wiener Neudorf, Austria) lemezleolvasdval 630 nm hullimhosszon mértem az optikai
denzitast kozvetleniil a lemezek elkészitését kdvetden majd az inkubdacios 1d6 (24 ora) letelte
utan, egy¢b vizsgalatok (enzimaktivitas mérés, ROS termelés) elott.
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11.2.1.2.2. Escherichia coli enzimaktivitas vizsgalata

Az enzimaktivitds mérést az A. fischeri tesztrendszernél ismertetett moédon végeztem.

11.2.1.2.3. Escherichia coli reaktiv oxigen szarmazek (ROS) termelés vizsgalata

A reaktiv oxigén szarmazék (ROS) képzddés mértékét Van Acker és munkatarsai (2016) altal
alkalmazott mddszer modositasaval vizsgaltam annak érdekében, hogy a nanorészecskék
citotoxikus hatdsat felderitsem. Ezen vizsgalati metodika azon alapszik, hogy a 2’,7’-dikloro-
dihidro-fluoreszcein diacetat (H.DCFDA) egy nem fluoreszcens vegyiilet, melyet, ha az
intracellularisan képz6dott ROS molekuldk oxidalnak, akkor egy erdsen fluoreszcens vegyiilet,
2’,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein (DCF) keletkezik beldle. Ennek érdekében 30 pL 10 uM
sOtétben inkubaltam 30 percig. Ezt kovetden Fluostar Optima (BMG Labtech)
lemezleolvaséval mértem a cellak fluoreszcencia intenzitdsat 485 nm hullamhosszisagu
excitacids, 520 nm hulldmhosszisadgl emisszids beallitassal. A képzddott ROS mértékét a
kontroll és a nanoszuszpenzidkat tartalmazo celldk fluoreszcencia intenzitdsanak aranyabol
hataroztam meg.

11.2.1.3. Genotoxicitas vizsgdlata SOS ChromoTest™ tesztrendszerrel

A potencidlis toxikus vegyiiletek genotoxikus hatassal rendelkezhetnek, vagy karosithatjak a
DNS-t. Ennek detektalasara alkalmazott gyors eljards az SOS ChromoTest, melyet én is
alkalmaztam a nanorészecskék hatdsanak vizsgéalata sordn. Ez a tesztmoddszer egy
génmodositott Escherichia coli torzset alkalmaz a genetikai karosodasra adott elsédleges
valaszreakciok felmérésére (Escobar és mtsai., 2013).

Az Environmental Bio-Detection Products cégtél szarmazo teszt kit (5031 SOS-ChromoTest™
Kit) hasznélata sordn a gyarto altal leirt modszert (Environmental Bio-Detection Products Inc.
(EBPI)) alkalmaztam. Kisérletem sordn a gyartoktdl szarmazé eredeti, valamint autokldvozott
nanorészecske szuszpenzidkat is vizsgaltam, melyekbdl 10 pL-t mértem a mikrotitrator lemez
cellaiba és 100 pL E. coli szuszpenziot adtam hozzajuk. Negativ kontrollként 10%-os dimetil-
szulfoxidot (DMSO) alkalmaztam. Ezt kovetden 2 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam a
lemezt, majd 100 uL kromogén reagenst adtam hozza és 30 percig inkubaltam 37 °C-on. A
tapasztalt szinvaltozast szabad szemmel is vizsgaltam, tovabba DIALAB ELISA ELS800
lemezleolvasé segitségével mértem 630 nm hullamhosszon az abszorbancia értékeket, melyek
alapjan gatlasi szazalékot hataroztam meg.

11.2.1.4. Tetrahymena pyriformis szaporodas és enzimaktivitas vizsgalat

A Tetrahymena pyriformis vizben €16 protozoa, mely nevét korte alakjardl kapta. Gyors
reprodukcios képessége miatt gyakran alkalmazott tesztorganizmus Okotoxikologiai
vizsgalatok soran. A tesztek kivitelezése soran Leitgib és munkatarsai (2007) cikkét vettem
alapul.

Kisérleteim soran 100 mL térfogatq, steril Schott iivegekbe 34,8 mL tapkozeget (10 g tripton,
1 g élesztékivonat, 1 L desztillalt viz) mértem, melyhez 200 pL antibiotikum-mixet (2%
sztreptomicin, 0,2% penicillin, 1% nisztatin) és 4 mL nanoszuszpenzidt (kontroll esetén
desztillalt vizet) adtam, ezt kdvetden 1 mL T pyriformis szuszpenziot (10° sejt/mL
koncentracioban) pipettaztam hozza. Minden kezelés soran 3 parhuzamos reaktort alakitottam
ki, melyeket 22 °C-on, 160 rpm fordulatszdmon rdzatva inkubdltam 48 o6rdn keresztiil és 24
oranként 2 mL mintat vettem beldliik steril kémcsovekbe.
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11.2.1.4.1. Tetrahymena pyriformis szaporodas vizsgalata

A gylijtott mintakbol 2 pl-t pipettdztam Biirker-kamrara (4 alkalommal egy mintabol) annak
érdekében, hogy megszamoljam a sejtek szdmat NIKON Eclipse E400 mikroszkop
segitségével. Sziikség esetén 10 puL formaldehid hozzdadéasaval pusztitottam el az €16 sejteket
a konnyebb sejtszamlalas céljabol. A mért és feljegyzett adatokbdl gatlasi szazalékokat
hataroztam meg.

11.2.1.4.2. Tetrahymena pyriformis enzimaktivitas vizsgalata

A gytjtott mintakbol 200 pL-t pipettdztam (3 parhuzamosban) egy steril mikrotitrator lemez
celldiba, majd DIALAB ELISA EL800 (Dialab GmbH,Wiener Neudorf, Austria)
lemezleolvasdval mértem az optikai denzitast 630 nm hulldmhosszon. Ezt kovetéen rezazurin
oldat segitségével torténd enzimaktivitds mérést végeztem az A. fischeri tesztorganizmusnal
ismertetett mdodon. Tovabba, a metabolikus aktivitas vizsgalata céljabol MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromid) oldattal is végeztem kisérleteket. Ennek
menete tobbnyire egyezik a rezazurin modszernél leirtakkal, itt azonban 30 pL. 1 mg/mL
inkubaciot kovetden 490 nm hulldmhosszon mértem a celldk abszorbancia értékét DIALAB
ELISA EL800 lemezleolvasoval, majd gatlasi szazalékot szamoltam.

11.2.1.5. Panagrellus redivivus mortalitas vizsgalat

A Panagrellus redivivus fonalféreg haldlozasi aranyanak vizsgalata elterjedt modszer az
okotoxikologiai vizsgalatok soran.

Kisérleteimet mikrotitrator lemezben végeztem, melynek soran 200 pL higitott
nanoszuszpenzidt mértem a cellakba, kontrollként desztillalt vizet, mig pozitiv kontrollként
cink-szulfatot alkalmaztam. Ezt kdvetden 10 db P. redivivus fonélférget tettem a mikrotitrator
lemez celldiba pipetta segitségével (2 pL fenntartd kozeggel). A lemezt 22 °C-on, alufdlidba
csomagolva sotétben inkubaltam 72 6ran keresztiil, mig 24 és 72 ora elteltével NIKON SMZ800
sztereomikroszkop segitségével megszamoltam az ¢l6, immobilis, illetve halott egyedek
szamat, mely értékek alapjan gatlasi szdzalékot szamoltam.

11.2.1.6. Sinapis alba és Triticum aestivum csirazas, gyoker- és szarhosszfejlodés vizsgalat

A nanorészecskék novényekre gyakorolt hatasat fehér mustar (Sinapis alba) és kozonséges buza
(Triticum aestivum) csirazoképességének, valamint gyokér- ¢és szarhosszfejlédésének
vizsgalatan keresztiil mértem fel az OECD 208 (2006) szabvanyt alapul véve. A teszt soran
3,5 mL nanoszuszpenziot mértem Petri-csészébe helyezett szilirOpapirra (ligyelve arra, hogy ne
legyen buborék a papir alatt), majd 20 db mustarmagot vagy 16 db buzaszemet helyeztem ra
kozel azonos tavolsagra egymastol. Minden kezelésnél 3 parhuzamost alkalmaztam,
kontrollként desztillalt vizet hasznaltam. Ezt kovetOen a Petri-csészékre fedot helyeztem majd
alufoliaba csomagolva 22 °C-on inkubaltam Oket 72 6ran keresztiil. Az expozicids 1d6 letelte
utan vonalz6 segitségével milliméteres pontossaggal mértem meg a fejléddott gyokerek és szarak
hosszat, mely adatokbol gatlasi szazalék értékeket hataroztam meg.

11.2.2. Bakterialis kommunikaciéra gyakorolt hatas felmérése

A nanorészecskék mikrobidlis kommunikaciora gyakorolt hatasdt — a korabban emlitett 4.
fischeri biolumineszcencia intenzitasanak mérése mellett — a Pseudomonas aeruginosa
baktérium kiilonb6z6, kvérum vezérelt folyamatain keresztiil is vizsgaltam, igy a biofilmképzés
és pioverdin termelés mértékét is meghataroztam.
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Kisérleteimhez Pseudomonas aeruginosa DSM 1117 (ATCC 27853; WDCM 00025; NCTC
12934) torzset hasznaltam, melynek laboratériumi fenntartdsa és a tesztekhez készitett O/N
kultara készitése az E. coli tesztnél ismertetett modszernek megfeleld modon tortént.

A teszt kivitelezését mikrotitrator lemezben végeztem, melynek sordn 50 pL nanoszuszpenzidt
mértem a lemez celldiba, majd 150 pL baktériumtenyészetet adtam hozza. Kontrollként
desztillalt vizet alkalmaztam, tovabba minden kezelést hat paArhuzamos mérésben végeztem. Az
elkészitett lemezeket alufolidba csomagolva, sotétben inkubaltam 30 °C-on 6, 24, illetve 48
oran keresztiil.

A kordbban részletezett moddon vizsgaltam a nanorészecskék sejtszaporodasra,
enzimaktivitasra, & ROS képzodésre gyakorolt hatidsat. Ugyanakkor a bakteridlis
kommunikécio altal szabalyozott biofilmképzés €s pioverdin termelés befolyasolasat is nyomon
kovettem.

11.2.2.1. A Pseudomonas aeruginosa biofilmképzésének vizsgalata

Az inkubacids id6 letelte utan 150 pL feliiliszot atpipettdztam — ligyelve arra, hogy a pipetta
hegye csak a felsd folyadékfazist érje — egy masik lemezbe, majd optikai denzitist ¢és
enzimaktivitast mértem annak érdekében, hogy a biofilmet nem képezd sejtek mennyiségérdl
tovabbi informéciot szerezzek.

A biofilmképzddés intenzitdsdnak meghatarozasara O’Toole €s munkatarsai (2010), valamint
Berkl és munkatérsai (2022) altal leirt, modositott eljarast alkalmaztam. igy a cellakban maradt
feliiluszot kiontottem, majd egy csapvizet tartalmazd kadban gyengéden mostam kétszer a
lemezt, ligyelve arra, hogy ne sértsem a képzddott biofilmet. Mosast kdvetden papirtorlon
szaritottam a lemezt, majd 250 pL 0,1%-o0s kristalyibolya oldatot mértem a cellakba és 15
percig szobahOmérsékleten inkubaltam a lemezt, hogy megfessem a biofilmet alkot6 sejteket.
Ezutan kiontottem a festéket a lemezbdl, majd ismét csapvizben mostam kétszer a lemezt. Ezt
kovetden 250 pL 30%-os ecetsavat pipettaztam a cellakba és 15 percig allni hagytam
szobahdmérsékleten, hogy oldatba vigyem a (biofilmet képezd) sejtek altal megkotott festéket.
Az inkubacids 1d0 letelte utan a cellak tartalmat pipettaval homogenizaltam, és a kristalyibolyat
tartalmazd ecetsavas oldatbol 250 pL-t atpipettdztam egy Uj, tiszta lemezbe. Ezt kdvetden
Fluostar Optima (BMG Labtech) lemezleolvasoval mértem a celldk abszorbancia értékét 544
nm hullamhosszon. A mért adatok alapjan a kontrollhoz képesti relativ biofilmképzddés
intenzitast hatdroztam meg.

11.2.2.2. A Pseudomonas aeruginosa pioverdin termelésének vizsgalata

A pioverdin egy P. aeruginosa altal termelt fluoreszcens sziderofor, igy a fluoreszcencia
intenzitds mérésén keresztiil informaciot kaphatunk a pioverdin mennyiségérdl, igy a
nanorészecskék ezen kvorum-vezérelt folyamatra gyakorolt hatdsarol.

A teszt elvégzése soran LB tapkozeg helyett King-B tapkozeget (20 g protedz-pepton, 1,5 g
K2HPO4, 1,5 g M SO4*7H20, 15 g glicerin, 1 L desztillalt viz, pH=7,2) alkalmaztam, mivel ez
a médium eldsegiti a pioverdin termelést (Lee és mtsai., 2018). Ennek megfelelden a lemezek
Osszeallitdsat megeldzden, a baktériumtenyészet 100-szoros higitasahoz is King-B tapkozeget
hasznéltam.

megeldzden és azt kovetden Fluostar Optima (BMG Labtech) lemezleolvasoval mértem a
kovetkezd bedllitassal: excitdcid 485 nm ¢és emisszid 520 nm hullamhosszon. A relativ
fluoreszcencia intenzitds ndvekedést a kontrollhoz képest szamitottam.
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11.2.3. Mikrobialis kozosséere eyakorolt hatas felmérése

A mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatdsok vizsgalatdhoz mikrokozmosz rendszereket
alkalmaztam, é¢s minden kezeléshez 3 parhuzamos reaktor allitottam 0ssze. A kisérletek soran
kontrollként desztillalt vizet hasznaltam a nanorészecskéket tartalmazé szuszpenzio helyett.

11.2.3.1. Vizi kozosségre gyakorolt hatds felmérése

A vizben ¢l6 mikrofléra metabolikus aktivitdsanak valtozasanak felmérése €16 vizbol szdrmazd
vizminta hasznalataval tortént. Vizsgalataimhoz a Balaton sekély, partmenti vizébdl vettem
Révfiilopon (46°49'36.5" E 17°37'50.5" K) steril {ivegbe mintat, melyeket felhasznalasig (24
oran beliil) hiitve taroltam.

Balaton viz fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése

A pH és a vezetoképesség (EC) nem valtozott jelentds mértékben a vizsgalat soran. Titan-dioxid
esetén a pH 8,69 £+ 0,03, az EC 632,0 £ 9,5 uS, mig cink-oxid esetén a pH 8,97 £ 0,12 az EC
693,8 £32,9 uS volt 14 nap elteltével.

A grafén-oxid hatasanak felmérésére gylijtott vizminta analitikai vizsgélatdnak eredményei az
MS. tablazatban lathatoak.

MS. tablazat — A kisérlethez hasznalt édesviz jellemzoi

Vizmintika pH EC NO;(NO2)-N K* Na* Ca* Mg® CI' CO;* HCO; SO

Balatonbol (D @ ©)] @ o) o) ) ) 6) )

- uS/cm mg/L mg/L mg/LL. mg/L mg/L mg/L mg/l mg/L mg/L

Mintavétel 8,3 707 0,22 6,7 364 339 588 384 279 2334 1342
ideje: julius

+0,2 16 +0,10 +0,2 +04 +0,1 =+0,1 +2,6 =+132 +26,8 =02

Mintavétel 8,8 664 0,14 72 374 27,6 603 403 46,5 211,3 141,5
ideje: oktober

+0  £20 +0 +0,6 +13 +£2,7 +£2,1 +0,0 4,4 +40,1 4,6

b 2

() HS 21470-2:981 moédszer szerinti mérés alapjan.

) HS EN 27888:1988 modszer szerinti mérés alapjan.

3 ISO 7890-3:1988 modszer szerinti mérés alapjan.

& ICP-OES, HS EN 11885:2005 moédszer szerinti mérés alapjan.
) EPA 9253:1994 modszer szerinti mérés alapjan.

© HS EN ISO 9963-1:1998 modszer szerinti mérés alapjan.

() HS 448-13:1983 moédszer szerinti mérés alapjan.

A mikrokozmoszok Osszeallitdsa soran (nZnO és nTiO; esetén) 100 mL térfogatu Schott-
iivegekbe mértem 45 mL Balaton vizet, majd 10 mL nanoszuszpenziot pipettaztam hozza gy,
hogy a nanorészecskék végsd koncentracioja 0,8; 4; 20; 100 mg/L legyen. Ezt kdvetden 120
rpm-n razatva, szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltam 6ket, majd 3, 7 és 14 nap elteltével
mintat vettem beldliik, mellyel végeztem tovabbi vizsgalataimat.

Grafén-oxid esetén 250 mL térfogatti Schott-livegbe mértem 190 mL vizmintat, majd szintén
10 mL nanoszuszpenzidt adtam hozza ugy, hogy a GO végsé koncentracidja 0,16; 0,8; 4; 20;
100 mg/L legyen. Az inkubécid hasonlo koriilmények kozott tortént, mig mintavételre 7, 14 és
28 nap elteltével keriilt sor.
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A mikroflora kdzosségi szintii fizioldgiai profilozasa (CLPP — Community-Level Physiological
Profiling) céljabol 125 pL mintét pipettaztam Biolog EcoPlate™ celldiba. A Biolog EcoPlate™
egy 31 szénforrast és tetrazélium indikatort tartalmazé mikroplate, mely indikator szinvaltozéasa
jelzi, ha az adott szubsztrat metabolikus hasznositasra kertil.

A lemez Osszeallitasat kovetden azonnal, majd 24 6ranként mértiik az optikai denzitast (OD)
490 nm hullamhosszon DIALAB ELISA EL800 mikrotitrator lemez leolvaso segitségével. A
lemezek inkubacidja 25 °C-on, alufolidba csomagolva, sotétben tortént nZnO és nTiO; esetén
120, mig GO esetén 168 oran keresztiil.

A mért adatok alapjan kiilonboz6 vizsgalati végpontokat, diverzitas indexeket hataroztunk meg,
melyeket az M9. tdblazat szemléltet.

Az atlagos szinfejlddési érték (AWCD) a mikrobakdzdsség teljes metabolikus aktivitdsat méri,
¢s az Osszes szubsztrat hasznositasanak atlagos intenzitasan alapul. Ez jol 6sszegzi a kozosség
altalanos aktivitasat, de nem ad informaciot a diverzitasrol.

A hasznositott szubsztratok szdma (SR) azt mutatja meg, hogy hany szubsztratot hasznositott a
kozosség az EcoPlate-en. Ez az érték a funkcionalis diverzitasra utal, de nem veszi figyelembe
a szubsztratok hasznositdsanak intenzitasat.

A gorbe alatti teriilet (AUC) a szinfejlddési érték gorbéje alatti teriiletet integralja, amely a
metabolikus aktivitds idobeli mértékét jellemzi. Emiatt szorosan korrelal az atlagos
szinfejlodeési értekkel, ezért kiilon szamitasa redundans lehet. Mivel az atlagos szinfejlodési
értek konnyebben szamithato, ezért inkabb annak hasznalata javasolt.

A Shannon-index (H) a kozosség funkciondlis diverzitasinak mérésére szolgal, figyelembe
véve mind a szubsztratok szamat, mind a szubsztratok hasznositdsdnak egyenletességét.

A Shannon-egyenletesség (E) azt méri, hogy a szubsztratok hasznositdsa mennyire egyenletes
(fliggetleniil a hasznositott szubsztratok szamatol).

A Simpson-index (D) a dominanciat méri: vagyis, hogy a mikrobialis aktivitds néhany
szubsztratra koncentralodik-e, vagy egyenletesen oszlik el. Gyakran korreldl a Shannon-
indexszel, de inkabb a dominans szubsztratok aktivitasat emeli ki.

A Mclntosh-index (U) a kozdsség funkciondlis diverzitasat €s egyenletességét méri, de

érzékenyebb a valtozasokra, mint a Shannon- vagy Simpson-index, mert figyelembe veszi a
mikrobialis aktivitas relativ er@sségét.

A Gini-index (G) az egyenl6tlenségeket méri a szubsztratok hasznositdsdban, hasonléan az
egyenletességi mutatokhoz. Altalaban a Shannon-egyenletességgel korrelal, ezért oGnmagaban
ritkén hasznaljak.

A szubsztritcsoportonként atlagos szinfejlddési érték (SAWCD) az atlagos szinfejlodési
értékhez hasonld, de szubsztratcsoportonként mutatja az aktivitast. Ez hasznos lehet specifikus
szubsztratcsoportok (példaul szénhidratok, aminosavak) metabolizmusanak vizsgélatéra.
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M. tablizat — A Biolog EcoPlate™ adatai alapjan meghatdrozott végpontok

Végpont neve

Szamitas modja

Magyarazat

Szubsztratszam (SR)

N
SR = Z oD; > 0,5
i=1

IN: szubsztratok szama (jelen|
esetben N=31)

OD:;: korrigalt OD érték, minden
szubsztratot tartalmazo cellanak]
120h, illetve 168h elteltével

(SAWCD)

; e taaa s g IN: szubsztratok szama (jelen|
Atlagos szinfejlodési érték WD N 0D, esetben N=31)
(AWCD) N OD:: korrigalt OD érték, minden|
szubsztratot tartalmazo cellanak
N:  szubsztratok szama 4
Szubsztratcsoportonkénti . )
atlagos szinfejlodési érték SAWCD = X, 0D; szubszirdtesoporton belil
- N OD;: korrigalt OD értéke a

szubsztratoknak
szubsztratcsoporton beliil

a

Gorbe alatti tertilet (AUC)

0D;, + 0D,

In+1

N n
)
i=1 L=j=12 - (&, — &)

IN: szubsztratok szama (jelen|
esetben N=31)

n: mérések szama

OD:;: korrigalt OD érték, minden
szubsztratot tartalmazo
cellanak, két egymast koveto,
kiildnb6z6 mérési idopontban

_ ) IN: szubsztratok szama (jelen|
H= i=1Pi In Py esetben N=31)
Shannon-index (H) 0D; Pi: relativ szinfejlodési értéke
P = SN_oD. egy adott cellanak az Osszes
=1 cella szinfejlodéséhez képest
H . :
Shannon-egyenletesség (E) E = In(SR) H: Shannon-index

SR: szubsztratszam

Simpson-index (D)

N
D= —lnz (P)?
i=1

IN: szubsztratok szama (jelen|
esetben N=31)

Pi: relativ szinfejlodési értéke
egy adott cellanak az Osszes
cella szinfejlodéséhez képest

Mclintosh-index (U)

N: szubsztratok szama (jelen|
esetben N=31)

Pi: relativ szinfejlodési értéke
egy adott cellanak az 0Osszes
cella szinfejlodéséhez képest

Gini-index (G)

?]=1Z§y=1|0Di - ODfl
2N2 - (AWCD)

IN: szubsztratok szama (jelen|
esetben N=31)

OD:;: korrigalt OD érték, minden
szubsztratot tartalmazo cellanak

AWCD: atlagos szinfejlodési

érték
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A metagenomikai modszerekkel tervezett PAH-bonté enzimek mukodésének és
hatékonysaganak vizsgalatdra mikrokozmosz rendszereket alakitottunk ki.

Ennek sordan az ELGOSCAR Kornyezettechnologiai Zrt.-t6l szarmazo, mesterségesen
szennyezett aleuritos homoktalajt hasznaltuk, amely ismert mennyiségli PAH
szennyezOanyagot (12,5 mg/kg naftalin, 25,9 mg/kg fenantrén, 46,2 mg/kg antracén ¢és 52,0
mg/kg pirén) tartalmazott.

A bioremedidciés  mikrokozmosz  kisérletekhez a  kozeget az ELGOSCAR
Kornyezettechnoldgai Zrt. biztositotta szdmunkra. A technoldgiai mikrokozmoszokban
kézetlisztes homokot (aleurit) alkalmaztunk. A kozeg szennyezés eldtti fobb mérési
paramétereit az M10. tablazat mutatja. A kdzetlisztes homok lugos kémhatast volt, alacsony
Osszes nitrogén tartalommal rendelkezett. A kdzeg oldott szerves szén (Dissolved Organic
Carbon; DOC) tartalma — ami a talajban €16 és elpusztult mikroorganizmusok maradvéanyair6l,
illetve azok bomlastermékeinek mértékérdl is ad informaciot — 21 mg/L volt, ami kdzepesnek
mondhat6. A kozeg nem tartalmazott szennyezOanyagot, minden mért komponens
kimutathatdsagi hatarérték alatt volt.

M10. tablazat — A kozetlisztes homok fobb vizsgalati eredményei

Paraméter Mért érték
Kémbhatas 8,97
Nitrition (oldott) mg/kg sz.a. <1,00
Nitration (oldott) mg/kg sz.a. <10,00
Kjeldahl-nitrogén mg/L 1:10 vizes kivonatbodl 1,4
Osszes nitrogén mg/L 1:10 vizes kivonatbol 1,4
DOC mg C/L 1:10 vizes kivonatbol 21
Naftalinok mg/kg sz.a <0,01
PAH-ok naftalinok nélkiil mg/kg sz.a. <0,01
Osszes PAH mg/kg sz.a. <0,01
VPH C5-C12 mg/kg sz.a. <5,0
EPH C12-C40 mg/kg sz.a. <5,0
TPH C5-C40 mg/kg sz.a. <10,0
Egyéb alkilbenzolok &sszesen sz.a. mg/kg sz.a. <0,01

A mikrokozmoszok 0Osszeallitasa soran 500 mL térfogati Schott iivegekbe mértem 200 g
szennyezett kozeget, majd kezeléstdl fliiggden tovabbi adalékanyagokat adtam hozzajuk (M11.
tablazat). Minden kezelést harom parhuzamosban végeztem el.

MI1. tablazat — Az uj tipusu enzimek miikédoképességének és PAH-degradalo hatékonysaganak
felméréséhez készitett mikrokozmoszok dsszeallitasa

Kezelés Osszetevok
Kontroll 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer
Ca0O, 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer + 1,44 g CaO»
E99 200 g talaj + 5 mL E99 enzimet tartalmazé puffer
E105 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmazo puffer
E39 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmaz6 puffer
E99 + Ca0» 200 g talaj + 5 mL E99 enzimet tartalmazo puffer + 1,44 g CaO,
E105 + CaO, 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmazo puffer + 1,44 g CaO,
E39 + Ca0O, 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmazé puffer + 1,44 g CaO,
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Az °E99°, valamint ’E105’ jelii gentizat 1,2-dioxigenaz, ¢s az 'E39’ jelt katalaz-peroxidaz
enzimekbdl 1 mg-t adtam a talajokhoz 5 mL pufferben (140 mM NaCl, 30 mM Tris/HCI;
pH=7,5) (Nagy és mtsai., 2024).

Mivel a CaO, tobb tanulméany szerint elosegiti PAH degradaciot, igy kisérleteimet
kiegészitettem 20 mmol CaO; jelenlétének vizsgalataval, mely eléréséhez 1,44 g-ot adtam a
mikrokozmoszokhoz a Sigma-Aldrich Merck cégtdl beszerzett CaOx-bol (CAS 78403-22-2)
(cikkszadm: 466271).

Egyéb tapanyagforrast (pl. nitrogén vagy foszfor) nem adtunk hozza a mikrokozmoszokhoz.

A mikrokozmosz rendszerek 0sszeallitasat kovetden szobahomérsékleten, sotétben inkubaltam
Oket, majd a 7 napos inkubécios id6 elteltével mintat vettem bel6liik, és vizsgaltam a
szennyezOanyag tartalmat, illetve mikrobialis aktivitast.

A nano cink-oxid PAH biodegradacio hatékonysagara gyakorolt hatasat a korabbi kisérletek
alapjan legigéretesebb, vagyis legnagyobb mikrobidlis aktivitast, illetve szennyezdanyag
eltavolitast eredményezd "E39° €s ’E105° enzimek (Nagy és mtsai., 2024) hasznélatdval mértem
fel. Ennek soran a korabbiakhoz hasonldéan kialakitott mikrokozmosz rendszereket hoztam
létre, amikhez 588 puL nZnO szuszpenzidt adtam, hogy 200, illetve 1000 mg/kg végsé nZnO
koncentraciot érjek el. Kontrollként desztillalt vizet (DV), valamint enzim-mentes puffert
alkalmaztam, tovabba az Gsszehasonlithatosag, illetve a nZnO szennyezOanyag degradaciora
gyakorolt hatdsanak felmérése érdekében 10 mmol koncentracidban alkalmaztam CaO»-t (M12.
tablazat).

Ezen kisérletek soran a szennyezett kozeg kiindulasi PAH koncentracidja a gazkromatografias
mérések alapjan az alabbi volt: 6,31 mg/kg naftalin, 24,6 mg/kg fenantrén, 21,9 mg/kg antracén,
29,2 mg/kg pirén, 0,11 mg/kg krizén, tovabba az dsszes PAH koncentracidja 89,9 mg/kg.

M12. tablazat — A PAH-degradacio hatékonysaganak felméréséhez készitett mikrokozmoszok
osszeallitasa

Kezelés Osszetevok
Kontroll 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer + 588 uL DV
E39 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmazé puffer + 588 uL. DV
E105 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmaz6 puffer + 588 pL DV
Ca0O, 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer + 588 uL DV + 0,72 g CaO,
E39 + CaO, 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmazé puffer + 588 uL. DV+ 0,72 g CaO,
E105 + Ca0O» 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmaz6 puffer + 588 uL DV+ 0,72 g CaO,
nZn0-200 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer + 588 pL nZnO szuszpenzio

E39 + nZn0-200 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmazé puffer + 588 pL nZnO szuszpenzid

E105 + nZn0O-200 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmazé puffer + 588 uL. nZnO szuszpenzid

nZn0-1000 200 g talaj + 5 mL enzim-mentes puffer + 588 uL nZnO szuszpenzid

E39 + nZn0O-1000 200 g talaj + 5 mL E39 enzimet tartalmazé puffer + 588 uL nZnO szuszpenzid

E105 +nZn0O-1000 200 g talaj + 5 mL E105 enzimet tartalmaz6 puffer + 588 uL. nZnO szuszpenzid

11.2.4.1. Talajlako mikrobidlis kozosségre gyakorolt hatds felmérése

A mikrobialis kozdsség metabolikus aktivitas-véaltozasanak céljabol Biolog EcoPlate™-et
alkalmaztam. Ehhez 5 g talajmintat mértem 100 mL térfogatu steril tivegbe, majd 45 mL steril,
0,85%-0s NaCl oldatot adtam hozza. Ezt kdvetéen 30 percig 180 rpm fordulatszamon razattam
a szuszpenziot, majd 10 percig lilepedni hagytam, majd 1 mL feliiltszot pipettaztam 9 mL steril,
0,85%-0s NaCl oldathoz, melybdl rendszeres homogenizalas kozben 125 pL mintat pipettdztam
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a Biolog EcoPlate™ cellaiba. A tovabbiakban az inkubacid, mérés, illetve indexek
szamolasanak menete megegyezett a korabban ismertetett eljarassal.
11.2.4.2. Szennyezbéanyag koncentraciojanak mérése

Az inkubdciés id6 letelte utdn a kozegben visszamaradt PAH vegyliletek koncentracidjat
Agilent 6890 5973N tipusu gazkromatograffal (GC-MS) hataroztuk meg a 21470-84:2002
szabvany modszer szerint.

11.3. Az értekezés targyahoz tartozo kiegészitd eredmények €s informaciok

A kisérletek soran nyert adatokbol szarmaztatott tovabbi eredmények, melyek fontos és hasznos
kiegészitd informacidt nyujtanak a korabban bemutatott adatok értelmezéséhez, illetve

crer

11.3.1. A grafén-oxid szuszpenziok fizikai-kémiai jellemz6i

10 ——Go AF96/97
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Részecskeméret [um]

ML1. abra: A ket grafén-oxid minta szemcsemeéret-eloszlasa, melynek mérése higitott vizes
szuszpenziokbol tortént lézer-szordson alapulo szemcseméret-eloszlas analizatorral (HORIBA LA 950
A2, Horiba, Franciaorszag).
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a b

M2. abra: A grafén-oxid mintak alacsony hémérsékletii (-196 °C) nitrogénadszorpcios izotermdi (a),
valamint a hozzdjuk tartozo porusmeéret-eloszldas (OSDFT, rés geometria) (b) (Nova 2000e,
Quantachrome, Boynton Beach, FL, USA).
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M3. dabra: A fagyasztva szaritott grafén-oxid mintak por-réontgendiffrakcios (XRD) gorbéi (a) és
Raman-spektrumai (b)

M13. tablazat — A grafén-oxid mintak jellemzdi a nitrogén adszorpcios izotermak alapjan

. Fajlagos feliilet Teljes porustérfogat
Tpus [m?/g] femg]
AF 96/97 84 0,071
PM 995 40 0,051

M14. tablazat — A grafén-oxid mintak feliileti kémiai ésszetétele rontgen-fotoelektron-spektroszkopia
(XPS) valamint a C1 és Ol régiok bomlasa (%)

Minta C (0] S [C1|]C2|C3[C4|C5(01]02(O3

atom %

AF96/97 | 66,5 32 | 1,5 23 | 5,6 [30,2| 53 | 23 | 11,1 17,8 3,1

PM 995 |65,6(33,1| 1,3 [19,8] 5,5 (33,2 5,1 2 ]10,2(19,2] 3,7

Kémiai allapotok hozzarendelése

Komponens Kotési energia (eV) Kémiai allapot

Cl 284,3+0,1 sp? C=C aromas

C2 285,1£0,2 sp? C-C amorf, alifés

C3 286,4 +£0,2 C-0O-C éter, epoxi, C—OH hidroxil

C4 287,7+0,2 C a C=0 karbonil csoportban

C5 288,7+0,2 C az O=C-O csoportban

Ol 531,5+0,2 O a karbonil csoportban

02 532,6 £0,2 O éterben €s epoxiban, OH alkoholban, C=0 észterben
03 533,5+0,2 C-O-C észterben, OH karboxil csoportban
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11.3.2. Grafén-oxidot alkalmazo kisérletek eredménvei

M1S5. tablazat — A nano grafén-oxid hatasa az Escherichia coli ROS termelésére

Végpont ROS gatlas [%]
Koncentracio ) ¢ 313 6.25 12,5 25 50 100 200
[mg/L]
AT 0607 848 12,66 1777 2277 3053 387 4775 6288
(£128) (£096) (£0,74) (£0,61) (£029) (£0,83) (£122) (+237)
7.44 824 1188 178 2719 3875 5279  69.67
PM 995

(£0,91) (£038) (*0,77) (£0,83) (1,05 (£1,11) (£1,66) (+1,08)
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=
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E Kontroll 0,16 0,8 4 20 100 0,16 0,8 4 20 100
w
E AF 96/97 PM 995
nGO koncentracié [mg/L]
OStart @7nap @14nap O28nap

MA4. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa a hasznositott szubsztratok szamara (SR).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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MS5. abra: Grafén-oxid nanorészecskék hatasa a Mcintosh-indexre (U).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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Kontroll AF 96/97 PM 995
nGO koncentracié [mg/L]

M Polimerek M Szénhidratok ™ Karbonsavak Aminosavak ™ Aminok ™ Fenolok

M6. abra: Grafén-oxid nanorészecskek hatasa a szubsztratcsoportonkénti atlagos szinfejlodési értékre
(SAWCD,).
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M16. tablazat — Pearson-korreldcio (r) analizis eredménye a nano cink-oxid (nZnQO) és nano titan-dioxid (nTiO;) koncentracio, valamint a diverzitas indexek
kozotti kapcsolat felmérésére. A felkover szamok jelzik a szignifikans korrelaciot p<0.05 szignifikancia szinten

r
Végpont AWCD AUC SR H
1d6 3nap 7nap l4nap 3nap 7nap l4nap 3nap 7nap 14nap 3nap 7nap I14nap
nZnO, ., -0997 -0,999 -0,989 -0,999 -1,000 -0,985 -0,993 -0,999 -0,972 -0,997 -0,971 -0,990
koncentracio
nTlO% .. -0,193 -0,380 -0,364 -0,614 -0,479 -0,748 -0,011 0,451 0,850 0,803 0,188 0,582
koncentracio
r
Végpont E D U G
1d6 3nap 7nap l4nap 3nap 7nap l4nap 3nap 7nap 14nap 3nap 7nap I14nap
nZnO, .. -0,600 -0,723 -0,614 -0,0641 -0,887 -0,849 -0,835 -0,838 -0,808 0,894 0,824 0,903
koncentracid
nTlO% .. 0226 -0,379 -0,647 0,538 0434 0377 -0,425 -0,529 -0,474 -0,809 -0,676 -0,665
koncentracio

AWCD — Atlagos szinfejlédési érték, AUC — Gorbe alatti teriilet, SR - Szubsztratszam, H— Shannon-diverzitas index, E — Shannon-egyenletesség
index, D — Simpson-index, U — McIntosh-index, G — Gini-index
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M?7. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa a gorbe alatti teriiletre (AUC).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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MS. abra: Titan-dioxid nanorészecskek hatasa a Shannon-egyenletességre (E).
A kiilonbozd betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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M9. dabra: Titan-dioxid nanorészecskék hatasa a Simpson-indexre (D).
A kiilonbozo betiik az egymastol valo szignifikans eltéréseket jelzik (p<0.05).
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M10. abra: Titan-dioxid nanorészecskék hatisa a Gini-indexre (G).

A kiilonbozd betiik az egymastol valo szignifikans elteréseket jelzik (p<0.05).
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12. Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném kifejezni koszonetemet és halamat témavezetomnek, Dr. Molnar Ménika
egyetemi docensnek, aki szakmai irdnymutatdsaval, emberi tdmogatidsaval és Onzetlen
segitségével meghatiroz6 modon jarult hozza kutatisom és disszertaciom elkészitéséhez.
Szemlélete és elhivatottsdga nemcsak tudomanyos munkamat alakitotta, hanem kutatoi
attitidomet is formalta.

Halas koOszonettel tartozom tovabba a Kornyezeti Mikrobiolégia és Biotechnolégia
Kutatdécsoport valamennyi munkatarsanak a mindennapi tamogatasért, egyiittmiikddésért €s a
szakmai légkorért. Az egylitt toltott évek, a kdzos munka és az elért eredmények nemcsak
tudomanyos fejlddésemet segitették eld, hanem emberileg is maradand6 élményt nyujtottak
szamomra. Kiemelten fontosnak tartom a kdzOs kutatdsi eredményeket és publikacidkat,
amelyek a csapatmunka erejét tiikkrozik.

Ehhez kapcsolodoan szeretnék koszonetet mondani azoknak a szakdolgozatot ¢és
diplomamunkat készitd hallgatéknak is, akiknek munk4jat konzulensként kisérhettem végig.
Kozremukodésiik jelentds szerepet jatszott kutatdsom eredményeinek formalasaban.

Tovabba szeretném kifejezni halamat esaladomnak, akik tanulményaim minden szakaszaban
tamogattak ¢s mellettem alltak. Megértésiik, tiirelmiik és biztatasuk nélkiil e dolgozat nem
jOhetett volna létre.

Végezetiil kdszonom a kdvetkezd projektek és 6sztondijak tamogatasat:

* a Kulturdlis és Innovaciés Minisztérium, valamint a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési €s
Innovaciés Hivatal ,,Versenyképességi €s kivalosagi egyiittmiikodések (VKE 17)”
programjanak NKFIH 4283-1/2017 VKE_17 palyazat,

* a Kulturdlis és Innovaciés Minisztérium, valamint a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési €s
Innovaciés Hivatal K128410 és K143571 kutatasi témapalyazatai,

* a Kulturdlis és Innovéacidos Minisztérium, valamint a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és
Innovécios Hivatal TKP2021 palyézati programjanak BME-EGA-02 palyazat,

* a HORIZON-MSCA-2022-SE-01-0 CLEANWATER (#101131382) palyazat,

* aBudapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyeszmérnoki és Biomernoki
Kar Varga Jozsef Alapitvanyanak Pungor Erné Doktorvaromanyosi Osztondija.
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13. Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

Alulirott Németh Imre kijelentem, hogy ezt a doktori értekezést magam
készitettem és abban csak a megadott forrasokat hasznaltam fel. Minden olyan
részt, amelyet szo szerint, vagy azonos tartalomban, de atfogalmazva mas
forrasbol atvettem, egyértelmiien, a forrds megadéasaval megjeloltem.

Budapest, 2025.07.25.

Németh Imre
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