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1. Munka elé6zményei, célkitiizések

Az antropogén tevékenységbdl a kornyezetbe keriild karos anyagok, mind az emberi
egészségre, mind pedig a vizi 0koszisztémakra karos hatdssal vannak. Az édesviz 6kologiai
rendszerébe egyre nagyobb koncentracioban kimutatott szennyezdanyagok az emberiség
legnagyobb ¢és legégetobb kornyezeti problémai kozé tartoznak. A kérnyezetben is jelenlévo
feltorekvd szerves szennyezdanyagok csoportjaba a gydgyaszatilag aktiv vegyiiletek
(PhACs) is beletartoznak. Az ezredfordulot kovetéen egyre nagyobb figyelem kiséri a
gyogyszermaradvanyok vizi kornyezetben valo eléforduldsat, kdrnyezeti hatdsukat és a
potencialis toxicitdsukat. A gyogyszermaradvadnyok legnagyobb mennyiségben a
kommunalis szennyviztelepek, a korhazi és az ipari gyartdsi folyamatok szennyvizeibol
szarmaznak. Mivel a mai szennyviztisztitasi eljarasok nem elegenddek és alkalmatlanok ezen
vegyiiletek  eltavolitdsira. Nem  4ll  rendelkezésiinkre  elég  informacié a

gyogyszerhatoanyagok lehetséges hosszu tavu természeti- és kozegészségiigyi hatasairdl.

crer

--------

kornyezeti sorsuk pontos meghatarozasa, a kockazatbecslések elvégzése, fenntarthato
innovativ modszerek kidolgozasa a gyorsabb eltavolitas érdekében. Ennek megfeleléen célul

tlztem ki:

e egy elézbleg mar széleskorben vizsgalt bakteridlis biofilmbdl szelektiven
felszaporitani, potencidlisan a diklofenak, ibuprofen és karbamazepin bontasara képes
autochton baktériumtorzsek izolalasa és azonositasa.

e a leghatékonyabb gybdgyszerhatdanyagbontd baktériumtorzsekbdl egy bakterialis
konzorcium kialakitasa, mely tesztelésre keriilt természetes vizmintdban €s szennyviz

effluensben egyarant.



2. Anyag és modszer

Celkitizéseimnek megfelelden hajtottam végre a kisérleteket. Elozdleg egy részletesen
beazonositott bakterialis biofilmbdl szelektiv dusitds sordan felszaporitottam potencidlis
gyogyszerhatdbanyag-bontd mikroorganizmusokat. A diklofendk, ibuprofen és karbamazepin
lebontasdban szerepet jatszo mikroorganizmusok dusitésa, izolaldsa és fajszintli azonositasa
lett elvégezve, valamint egy olyan bakterialis torzsgyljtemény létrehozasa, amely képes a
harom vizsgalt gyogyszerhatoanyag potencialis lebontasara. Azonositott izolatumokbdl egy
bakterialis konzorcium lett kialakitva, amelyet természetes vizmintaban és szennyviz
effluensben lett vizsgalva. A fenti célok eléréséhez tenyésztésalapu mikrobioldgiai
modszereket, valamint tenyésztéstdl fliggetlen molekularis bioldgiai technikdkat
alkalmaztam, és a gyogyszerhatoanyagok biodegradéacios mértékét nagymiiszeres analitikai

eljarasokkal hataroztam meg.
2.1 Biofilm minta és a mintavétel koriilményei

A vizsgalatok alapjat képez0 bakterialis biofilm filogenetikai és funkcionalis tekintetben nagy
diverzitassal jellemezhetd, egyszerli- (BTEX) és policiklusos aromés szénhidrogének
(naftalin) biologiai lebontdsara képes baktériumok izolalasi forrasanak bizonyult kordbban
(Benedek et al., 2016; 2018).

Feltételezhetd volt, hogy a magas filogenetikai és funkciondlis diverzitassal rendelkezd
biofilmben olyan baktériumok is jelen lehetnek, amelyek képesek lebontani a hasonlé aromas
gylrlis vegyiileteket, mint a diklofendk, ibuprofen és karbamazepin.

A biofilm mintakat 2019 decemberében gytijtottiik Magyarorszag kdzponti régidjabol, egy
gazolajjal szennyezett talajvizet kezel6 Pump & Treat rendszer BUT-1 kutjabol, 50 ml-es
sterilezalt csovekbe. A mintavételt kovetéen a biofilm mintakat jégen taroltam, majd a

laboratériumba torténd beérkezést kovetden feldolgoztam dket.
2.2 Bonté baktériumok szelektiv dusitasa a gyoégyszerhatéanyagok jelenlétében

A gyogyszerhatéanyag-bontd baktériumok szelektiv felszaporitdsdhoz vitaminokkal

kiegészitett asvanyi tdpoldatot alkalmaztam (100 ml), amelyek egyediili szén- ¢és



energiaforrasként diklofendkot (DIC), ibuprofent (IBU) vagy karbamazepint (CBZ)
tartalmaztak (100 mg/l). A harom parhuzamos dusitd tenyészetet 1-1 ml biofilm
szuszpenzioval oltottam be. A szelektiv dusitas harom honapon at tartott (145 rpm, 25°C), és
minden honap végén 10 ml dusitott tenyészetet friss dusitd tapoldatba (90 ml) atoltottam.
Tovabba, a dusitdé tenyészetekbdl minden honap végén higitasi sorokat készitettem, és a
higitasi sorok egyes tagjaibol 100 pl-t R2A agar (proteaz pepton 0.5 g; kazaminosavak 0.5 g;
¢lesztOkivonat 0.5 g; dextréz 0.5 g; oldhaté keményité 0.5 g; dikdlium-foszfat 0.3 g;
magnézium-szulfat 7H20 0.05 g; natrium-piruvat 0.3 g; agar 15 g; pH 7) lemezekre
helyeztem a baktériumok izolalasanak céljabol. A raoltas utan a Petri-csészéket 28 °C-on 48
ordn keresztiil inkubdltam. A kindvd, eltéré morfologidju telepeket tisztitd szélesztéses
technikaval tisztitottam. A hosszabb tavi megdrzes érdekében a tisztitott torzseket - 80 °C-ra

raktam el gilcerin-R2A oldatban (30% v/v).
2.3 Az izolalt baktériumtorzsek beazonositasa 16S rRNS alapjan

Az izoldtumok genomi DNS-ét elsd Iépésben a DNeasy® UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével lett kivonva. A kovetkezé 1épésben a
baktériumfajokra specifikus 16S rRNS géneket PCR 1tjan amplifikaltam. A PCR
amplikonokat NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Németorszag)
készlettel tisztitottam. A kapott 16S rRNS gének nukleotid szekvencidit Sanger-
szekvenalassal hataroztam meg BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies, USA) segitségével. A szekvenciakat ABI 3130 Genetic Analyzer-vel (Life
Technologies, USA) lett kielemezve. Az eredményiil kapott szekvenciak elektroferogramjait
MEGA 11 szoftver értékelte ki, majd homologia BLAST-olas lett elvégezve a GenBank
adatbazisaban. A szekvenalas soran hozzavetdlegesen 1500 bazisparnyi leolvasott 16S rRNS

szakaszok alapjan a prokariota mikrobak beazonosithatoak, akar fajszinten is.
2.4 HPLC mérések a bontasi arany meghatarozasa érdekében

Diklofendk, ibuprofen és karbamazepin koncentraciok mellett (1.5 mg/l) az asvanyi
tapoldatokat (50 mL) 50 ul OD600 = 1 optikai denzitast baktérium szuszpenzidkkal oltottam

be. Kometabolikus bontasi kisérletek is lettek végezve, melyek a gyogyszerhatdéanyagok



mellett konnyebben metabolizalhatd szén- €s energiaforrasokat is tartalmaztak, igymint
¢lesztékivonat (0.05 g/l vagy 0.3 g/l), gliik6z (0.5 g/l vagy 3 g/l), natrium-acetat (0.8 g/l) vagy
natrium-citrat (0.8 g/l). A bontasi kisérleteket harom parhuzamosban végeztem abiotikus
kontroll mintak kiséretében. A tesztoldatot 0.45 pm-es celluléz-acetdt (Whatman) sziirén
HPLC fiolakba atsziirtem ¢és direkt lett mérve Chromaster Hitachi HPLC késziilékkel
Ascentis C18-as oszlopon (150 x 0.46 mm) 0.02 M KH:POs-acetonitrilt hasznalva
oldészerként izokratikus elucioval (0:50%, v/v; 0.9 ml min-1). A vegyiiletek detektalasahoz
diddasoros detektort hasznaltam. A diklofendk 202 nm, az ibuprofen 196 nm, és a

karbamazepin 214 nm-en lett detektalva.
2.5 A bakterialis konzorcium kialakitasa és eltéré kozegekben valo tesztelése

A bontasi kisérletek eredményei alapjan kivalogatasra keriiltek azok a baktériumtorzsek,
illetve koriilmények, amelyek esetében laboratériumi vizsgalatok soran a konzorcium a
legnagyobb hatékonysaggal bontotta a cél gyogyszerhatdoanyagokat. A baktériumkonzorcium
sikerességének érdekében szamos egyiitt tenyésztéshez sziikséges vizsgalat lett elvégezve,
mint példaul: keresztcsikozas; agar difftizids lyukteszt; idealis hdmérséklet, tapkozeg, pH és
sokoncentracid meghatarozasa. A tovabbi bontasi kisérletek soran ezeket a koriilményeket

alakitottuk ki a konzorcium szamara.

Hérom eltérd kozegben valdsultak meg a bontasi kisérletek ugy, mint Bushnell-Haas asvanyi
tapoldatban, természetes vizmintaban (Rékos-patak), illetve egy szennyviz effluensben. A
tapkozegek 1:1:1 aranyban diklofenakkal, ibuprofennel és karbamazepinnel (1.5-1.5 mg/l)
lettek kiegészitve. Szamos beallitasban a kiindul6 tesztoldatot élesztékivonattal, (0.3 g/l),
glikozzal (3.0 g/l) és néhany esetben natrium-acetattal (1.0 g/l) egészitettem ki. A
tesztoldatokat 100 ul OD600 = 1 optikai denzitasi baktériumszuszpenzioval oltottam be,
amely 1:1 ardnyban tartalmazta a vizsgélt baktériumtorzseket. A vizsgalatokat 3
parhuzamosban végeztem, abiotikus kontrollokat is bedllitottam, mely a baktérium
szuszpenzion kivételével az Gsszes fent emlitett vegyiiletet tartalmazta. A 4 héten keresztiil
tartd inkubalas soran heti rendszerességgel tortént mintavétel az oldatokbol. Vizsgalatokhoz
a természetes vizmintat a Rakos-patak Godollo, Alsdparki szakaszan vettem 2022.03.16.-an,

mig a szennyviz effluenst a G6doll6i Szennyviztelep kifolyo, tisztitott szennyvize adta, ahol



a mintavétel 2022.08.15.-én tortént. A szennyviz effluens altalanos fiziko-kémiai
paramétereit a Wessling Hungary Kft. hatdrozta meg szabvanyositott modszerek alapjan. A
vizsgalat sordn a gydgyszerhatdanyagok koncentraciovaltozasanak nyomonkovetésére

nagyhatékonysagu folyadékkromatografidt hasznaltam (HPLC). A 3 gyodgyszerhatéanyag

crcr

2.6 Uj baktériumfaj leirasahoz sziikséges vizsgalatok

A dusitas soran sikeriilt a tudomany szdmara még ismeretlen baktériumfajt is tenyésztésbe
vonni. A fajleirashoz sziikséges vizsgalatok az alabbiak: baktériumtorzs izolalas, jellemzés;
16S rRNS gén szekvenalas, filogenetikai elemzések; filogenetikai fa rekonstrukciok;
pangenomikai vizsgalat; morfologiai, fiziologiai és biokémiai vizsgalatok (Barrow & Feltham,
2003); kemotaxonomiai elemzések (Schumann, 2011); teljes genom szekvenalas; torzs
gyogyszerhatdanyag-bontd képességének a vizsgalata. Ezeket mind a szakirodalomban
fellelhetd modon végeztem el (Cui et al., 2024).

2.7 A Stenotrophomonas humi DIC_5 torzs diklofenak biotranszformaciéja soran

keletkezo metabolit meghatarozasa és toxicitas vizsgalata

A bakterialis konzorcium egyik tagjat, a Stenotrophomonas humi DIC 5 torzset kiilon egy
részletesebb bontasi kisérletnek is aldvetettem, mely soran kivancsi voltam a keletkezd

metabolitra és annak toxikus hatasara.

A mintavételezés menete két héten keresztiil zajlott, mely soran minden nap két mintat vettem
8 oras kiilonbséggel. Egy minta 2 ml folyadékot tartalmazott, melyet a torzsoldatbol vettem
ki egy orvosi fecskendd segitségével és nylon fecskendésziirdvel (0.22 pum) sziirtem
(AIWSCI Corporation; Kina). A vizsgalatban a diklofenak metabolitok azonositasara és
szerkezetének tisztazasara HPLC-Q-TOF-MS-t, mig a tovabbi megerdsitésére UHPLC-TQ-
MS-t alkalmaztam. A nagy felbontasu vizsgalatokhoz egy Agilent 1100 HPLC (USA)
rendszer allt a rendelkezésemre, amely binaris oldoszer adagolo rendszerrel €s automatikus
mintavevovel volt felszerelve. Az elvalasztas Phenomenex Kinetec 2.6 um, C18, 150 x 4.6

mm-es kromatografias oszlopon tortént. Az injektalasi térfogat 20 pl volt. Az eluens 0.1%



HCOOH, 5 mM ammo&nium-formiat volt vizben (A) és MeOH (B), a teljes futasi id6 18 perc

volt, az aramlasi sebesség 0.6 ml/perc.

A diklofenak biotranszformacios végtermékeinek citotoxicitasat az ISO 11348-2 (2007)
szabvany szerint az akut Allivibrio fischeri biolumineszcencia méréssel hataroztam meg. A
toxicitast a sejtek lumineszcencidjanak gatlasaval mértem, 30 perces expozicio utan. Kiilonos
figyelmet forditottunk a kontroll koriilmények ellendrzésére. A tiszta diklofendk
gyogyszerhatdanyagra vonatkozo toxicitast is meghataroztam. A diklofenak 20 mg/ml
koncentracidju torzsoldatat dimetil-szulfoxidban (DMSO, CAS 67-68-5, tisztasag >99,99%,
Fisher Scientific, USA) készitettem, majd 1.00E+02 mg/L-t6l 6.25E+00 mg/L-ig higitottam
2 m/m%-os NaCl oldatban, amely 1 v/iv% DMSO-t tartalmazott. A bioldgiai lebomlasbol
szdrmazo6 mintdkat és a diklofendk altal okozott gatlast a kiindulési koncentracié szazalékos
aranyaban fejeztem ki, amely a kontroll minta lumineszcencia-intenzitasahoz képest 50%-0s

csOkkenést eredményezett.

A zebradéaniok tartisat és ikragytiijtését a Csenki és munkatarsai (2019) altal leirtak szerint
végeztem. A mikroinjektalast szintén a Csenki és munkatarsai (2019) tudomanyos cikk
alapjan végeztem el. Az injekcios térfogatok a kovetkezOk voltak: 75 pm cseppatmeérd esetén
0.22 nl, 100 um esetén 0.52 nl, 150 um esetén 1.77 nl, 200 um esetén pedig 4.17 nl, az
abiotikus kontroll, biotikus kontroll és DIC 5 mintdk esetén. Az embriok mortalitadsat 120
6raval a megtermékenyités utan (hpf) allapitottam meg, figyelembe véve a petesejtek
metilcelluldz oldatot tartalmazd Petri-csészékbe helyeztem at dket. A szubletalis tiineteket
digitalis fényképeken dokumentaltam a larvakrol, oldaliranybol, 30x nagyitassal
sztereomikroszkop alatt (Leica M205 FA, Leica DFC 7000T kamera ¢s Leica Application

Suite X szoftver, Leica Microsystems GmbH, Németorszag).



3. Eredmények és azok megbeszélése

3.1 A biofilm szelektiv dusitasa soran zajlo populacio dinamika valtozasok a bakterialis

kozosségben

A kiindulasi biofilm baktériumkozosségét tilnyomorészt a Betaproteobacteria osztaly
dominalta, amit az Alpha-, Delta- és Gammaproteobacteria, valamint a Flavobacteriia
kovetett. A nemzetségek szintjén a legnagyobb szamban a Thauera, Bdellovibrio,
Acidovorax, Azoarcus és Zoogloa nemzetségek képviseltették magukat.

A diklofenak dusitok mindegyikében az Alpha-, Delta- és Gammaproteobacteria osztalyok
dominaltak. Mig a DIC duasitokban a Gammaproteobacteria voltak talsulyban, addig az IBU
¢s CBZ dusitokban a Betaproteobacteria osztaly képviseldi voltak a leggyakoribbak. Ezen
kiviil az Actinobacteria osztaly csak az IBU és CBZ dusitasokban valt a kozosség jelentds

tagjava, 4-14%-os relativ abundanciaval.

Nemzetség szinten a DIC-dusitok baktérium kozosségét tilnyomo részben a Pseudomonas
nemzetség tagjai dominaltak, amelyet a Methyloversatilis, Azospirillum, Ferrovibrio,
Rhodanobacter és Flavobacterium nemzetségek kovettek. Ezzel szemben a Methyloversatilis
nemzetség tagjai voltak a legdominansabbak az IBU és a CBZ dusitdsokban, mig a
Pseudomonas nemzetség a masodik, illetve a harmadik helyen allt a szazalékos relativ
gyakorisdg alapjan a két dusitoban. Szintén az IBU ¢és CBZ dusitdé tipusok esetén az
Actinobacteria osztaly képvisel6i, mint a Nocardioides, Rhodoccocus és Pseudonocardia a
kozosség kulcsfontossagu tagjaiva valtak. Az utols6é két honapos CBZ dusitis esetén az

Azospirillum nemzetség is figyelemre mélto aranyt ért el, kozel 3.4-4%-os abundanciat.

Azonositasra kertiltek azok a baktériumtorzsek is, amelyek >0.5%-o0s és legalabb 100x-0S
szazalékos relativ abundancia novekedést mutattak legalabb az egyik dusitasi kulturdban a
kiindulasi biofilm baktériumkozosségében mért kezdeti értékekhez képest. A DIC-dusitasok
esetében a harmadik honap végére a Ferrovibrio, a Hydrocarboniphaga, a Zavarzinia és a
Sphingopyxis mutatta a legnagyobb szdzalékos relativ abundancia valtozast, ami 1005-, 957-
, 811- és 628-szoros novekedést jelentett. Az IBU gydgyszerhatdanyagot tartalmazod
dusitokban a legnagyobb szazalékos relativ abundancia novekedést a Starkeya (1022-szeres),

a Methylibium (314-szeres) és egy eddig még tenyésztésbe nem vont, metagenom alapjan leirt

10



SCN 62-11-jelii baktérium (350-szeres) mutatta. Figyelemre mélto, hogy a Pimelobacter
nemzetség legnagyobb szazalékos relativ abundancidja az IBU dusitokban mindossze 0.18%
volt, azonban mégis 1000-szeres novekedést mutatott az IBU dusitdsok végére. A CBZ
tartalmt dusitokban az egyik legszembetiindbb szazalékos relativ abundancia ndvekedés a
Pseudonocardia, Sphingopyxis és a Rhodoccocus nemzetségek esetében volt tapasztalhato,
amelyek 505-, 435-, illetve 220-szoros novekedést mutattak a 3. honap végére.

Meglepé modon a legdominansabb baktérium nemzetség, mint példaul a Pseudomonas, a
Methyloversatilis és az Azospirillum a duasitasok végére csak 11- és 60-szoros novekedést

mutattak a szazalékos relativ abundanciaban.

3.2 A dusitott kulturak baktériumdiverzitasa a tenyésztésfiiggé megkozelités alapjan

Osszesen 31 baktérium izolatumot sikeriilt tenyésztésbe vonni, melyek koziil 10 izolatum a
DIC, 9 az IBU, és 12 a CBZ dusitokbol szarmazott. Osztalyszinten az izolatumok a kdvetkezd
csoportokba tartoztak: Gammaproteobaktériumok (14 izolatum), Alphaproteobaktériumok
(7), Betaproteobaktériumok (7), Actinobaktériumok (4) és Bacillus (2). Az izolatumok
tobbsége (13 izolatum) a Pseudomonas nemzetséghez tartozott (DIC 4, IBU 5, CBZ 4). A
Pseudomonas-t kdvetéen a Rhizobium (DIC 3, IBU 2), Methyloversatilis (minden dusitobol
1-1 izolatum), Nocardioides (CBZ 2), Variovorax (CBZ 2) és Bacillus (IBU 1, CBZ 1)
nemzetségek képviseldi kovetkeztek. Tovabba, egy-egy izolatumot sikeriilt tenyészteni a
Stenotrophomonas (DIC dusitd), Ancylobacter (IBU), Brevundimonas (CBZ) és
Rhodococcus (CBZ) nemzetségekb6l. Az izolatumok tobbsége Gram (-) baktérium (26

izolatum), mig 5 Gram (+) baktériumot tartalmaztak.

A baktériumizolaciok egy baktériumfajt eredményezet, mely a CBZ dusitoban sziiletett: ez a
Nocardioides nemzetségekbe tartozik. Az izolatum 16S rRNS génje a Nocardioides sp.
CBZ_1, amely 98%-nal alacsonyabb szekvencia hasonldsagot mutatott a legkozelebbi, mar
tenyésztett rokon 16S rRNS génjével. A CBZ_1T izolatumot a szerzok nemrégiben a
Nocardioides nemzetségen beliil egy 11j leszarmazasi vonalként irtak le, mely a Nocardioides

carbamazepini nevet kapta (Benedek et al., 2022).
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3.3 Gyogyszerhatéanyag biodegradaciojara képes izolatumok Kisziirése HPLC méréssel

A HPLC mérések az alabbi eredményeket igazoltak a S. humi DIC 5 és az R. daejeonense
IBU 18 izolatumok gyogyszerhatoanyag-bontd képességét illetden. Négy hét inkubacid utdn
aDIC_5 torzs gliikoz (3 g/l) jelenlétében szinte teljes eliminaciot mutatott a diklofenak (DCF)
esetében (91 £ 0.034%-o0s koncentraciocsokkenés); mas beallitasi koriilmények kozott nem
sikerlilt magasabb biodegradacios aranyt elérni. Ugyancsak négyheti inkubacié utdn az
IBU 18 izolatum mutatta a legmagasabb, 90.7 + 0.098%-o0s eliminacios aranyt ibuprofen
(IBU) esetén, ¢élesztokivonat (0.3 g/l) jelenlétében. A karbamazepin (CBZ) bontasaban a
CBZ 1 izolatum 20%-ot meghalado bontast mutatott élesztdkivonat (0.3 g/l) jelenlétében,
mig a CBZ 3 izolatum szintén élesztOkivonat hozzdadasaval 22.9 + 0.042%-0s bontasi
hatékonysagot ért el. A 31 tagl torzsgyljteményben taldlhaté egyéb potencialis
gyogyszerhatoanyag-bont6 baktériumtorzsek mindossze 10%-os bontasi hatékonysagot értek

el.

Az el6zdekben kivalasztasra keriilt gyogyszerhatdanyag-bonté izolatumok (DIC 5, IBU 18,
CBZ 1 és CBZ_3) optimalis tenyésztési koriilményeinek a meghatarozasa is megtortént. A
torzsek késobbi tenyésztéséhez semleges vagy enyhén lugos R2A téaptalaj hasznéalhato. A
kivalasztott torzsek tenyésztésének optimalis homérséklete 27 °C. Az agardiffuzios
egylittenyésztési kisérlet soran nem volt tapasztalhatd jelentds gatlasi teriilet egyik torzs
vizsgélatanal sem. A keresztcsikozdsos modszer sordan a vizsgalt izolatumok kozott gatld
hatast nem lehetett megfigyelni egyik minta esetében sem. Ezen eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy sikeres bakterialis konzorcium alakithatd ki az aldbbi négy baktérium
torzsbol:

Stenotrophomonas humi DIC_5

Rhizobium daejeonense IBU_18

Nocardioides carbamazepini CBZ_1

Brevundimonas bullata CBZ_3
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3.4 A Kkialakitott bakterialis konzorcium gyégyszerhatéanyag-bonté képességének

tesztelési eredményei kiilonbo6zé vizes kozegekben

Az elso tesztoldat egy asvanyi sokkal kiegészitett steril kozeg, amely mas mikroorganizmust
a konzorciumon kiviil nem tartalmaz. A vizsgalat sordn egy hét elteltével az asvanyi
tapoldatban a konzorcium az ibuprofent 93%-ban, mig a diklofenakot 39%-ban bontotta. A
lebontds iiteme minden héten nétt, és a negyedik hét végére a konzorciumban [évo
baktériumok a diklofenak 72,6%-at, az ibuprofen teljes mennyiségét (100%-at), valamint a
karbamazepin 30,6%-at bontottak. Az ibuprofen esetében mar a harmadik hét végére teljes
mértékben eltlint, mig a karbamazepinnél a koncentracio jelentds csokkenése a harmadik és

negyedik hét sordn volt megfigyelhetd. Az abiotikus kontrollokndl nem tortént szamottevo

crer

A masodik tesztoldat egy természetes vizforrasbol (Rakos-patak) vett minta, amely nem lett
szlirve a felhasznalasa soran. Az egyes gyodgyszerhatdanyagok lebontasanak elemzése soran
anegyedik hét végére a diklofenak koncentracioja 51,1%-kal csokkent gliikoz/élesztékivonat
jelenlétében, mig gliikdz/élesztokivonat/ammonium-nitrat keverékével kdzel 86%-os bontasi
eredményt ért el. Az ibuprofen esetében a gliikoz/élesztOkivonat tartalmu oldatban a
diklofendkhoz hasonléan 50,9%-o0s koncentracidcsokkenés volt tapasztalhatd. Azonban
amikor az oldatot ammonium-nitrattal egészitették ki, az ibuprofen két hét alatt teljesen eltiint
a tesztkozegbdl. A karbamazepin molekulaszerkezete jelentds ellenallast mutat a
biodegradacidval szemben, ami a kisérletek sordn is jol lathaté volt. Ennek megfelelden a
karbamazepin bomlasa a kiilonb6zd beallitasoknal alacsony szinten maradt. A konzorcium,
fiiggetleniil a tesztoldat tipusatol, 25%-os bontasi eredményeket ért el természetes
vizmintakban, 1,5 mg/l kezdeti koncentracio mellett. A kiilonb6zé beallitasok
alkalmazasakor, természetes vizmintaban, a kialakitott konzorcium az autochton
baktériumkozosség jelenlétében is jol bontotta a diklofendkot és az ibuprofent, bizonyos
bedllitasoknal, mig a karbamazepin koncentracidcsokkenését enyhe mértékben sikertilt

detektalni.

Az utolso esetben egy szennyviz effluens adta a tesztoldat alapjat, amely szintén nem lett

szlirve, szintén jelen van a kisérlet sordn az autochton baktériumkozosség is. Az
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¢lesztokivonatot és gliikozt tartalmaz6 mintakban az ibuprofen bontasa volt a legnagyobb
mértékii, ugyanakkor a konzorcium jelenlétében a diklofendk bontasa is megfigyelhetd volt.
A négyhetes inkubacios idészak végére, a szennyviz kifolyd vizébe oltott konzorciummal
76,2%-0s ibuprofen bontast mértem. Ugyanebben a mintdban a diklofenak kezdeti intenziv
koncentracidcsokkenését stagnalas kovette a vizsgalat masodik felében, igy végiil 38,2%-0s
bontasi eredményt mutatott a negyedik hét végére. A jelenség mogott valdsziniileg a
szennyvizben talalhato egyéb szénforrasok allhatnak, amelyek konnyebben hozzaférhetdek,
igy zavarhatjdk a diklofendk bontasat. Az élesztékivonatot, gliilkdzt és ammonium-nitratot
tartalmazo szennyviz effluens mintakban, a konzorcium jelenlétében mind az ibuprofen, mind
a diklofenak koncentraciocsokkenése megfigyelhetd volt. Ebben a beéllitasban az ibuprofen
79,3%-0s csokkenést mutatott a vizsgalat végére, mig a diklofenak 30,85%-o0s bontast ért el
ugyanebben a kornyezetben. Az eredmények Osszefoglalasaként megallapithatd, hogy a
konzorcium a szennyviz effluensben a diklofendk ¢és az ibuprofen bontidsaban a
leghatékonyabb, kiilondsen az élesztékivonatot, gliikdzt és ammonium-nitratot tartalmazé
beallitasban, ahol kdzel 80%-os ibuprofen és 30%-o0s diklofenak bontast figyeltiink meg. A
harmadik gydgyszerhatdanyag, a karbamazepin esetében viszont nem volt jelentds

koncentraciovaltozas tapasztalhato egyik beallitas esetén sem.

3.5 A Nocardioides carbamazepini CBZ_1T ij baktériumfaj leirasa

A kutatasi idészak alatt megvalosult a karbamazepin dusito tenyészetekbdl izolalt CBZ_1-es
izolatum, mint 0 baktériumfaj jelolt fajleirdsa az érvényben 1évd fajleirdsokra vonatkozo
szakirodalmi kovetelményeknek megfelelden. Az atfogd filogenetikai, fenotipikai és
biokémiai vizsgalatok alapjan az 0j fajjelolt a Nocardioides nemzetségbe tartozik és a
Nocardioides carbamazepini nevet kapta. Bioinformatikai modszerek segitségével
beazonositottuk azokat a géneket, amelyek a Nocardioides fajok koziil kizardlag az 0j
Nocardioides fajban talalhato meg. A CBZ 1-es izolatum jo ibuprofen bontd képességgel
rendelkezik. A fajleirasra vonatkoz6an bovebb informacié Benedek és munkatarsai (2022)

publikécidjaban talalhatéak meg.
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3.6 A bakterialis konzorcium egyik tagja, a Stenotrophomonas humi DIC_5 izolatom

biotranszformacios metabolitja és annak okotoxicitas vizsgalatai

A nagyfelbontasi HPLC eredmények alapjan megallapithatd, hogy gliikoz jelenlétében a S.
humi DIC_5-6s izolatum a diklofenak kezdeti koncentracidjat 75%-kal csokkentette 6 nap
alatt. A keletkezett intermedierek koziil a nitro-diklofendkot sikeriilt beazonositani. A nitro-
diklofenak koncentracioja a diklofendk koncentracié csokkenését kovetden novekedett, €s a
6. naptol kezdédbéen szignifikans koncentracidemelkedést mutatott. Ezzel szemben az
abiotikus mintdban a diklofenak koncentracidja nem csokkent. A biomassza vizsgalatok
alapjan megallapithatd, hogy a diklofendk nem kotédott a sejtfelszinhez, igy a koncentracio

csOkkenése ténylegesen a bioldgiai 4talakulasnak és lebontasnak kdszonheto.

Az dkotoxikologiai vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy az A. fisheri és a zebradanié embrio
alapu tesztek szerint a diklofenak bioldgiai lebontasabol szdrmazé melléktermékek nem
toxikusabbak a tesztszervezetek szamara, mint maga a diklofenak. Az A. fisheri 6kotoxicitasi
tesztje alapjan a toxicitas szinte azonos értéket mutatott az abiotikus és a baktériumtorzzsel

beoltott mintak esetén, €s nem volt szdmottevo kiillonbség a toxicitas mértékében.

A zebradanié embrid alapu toxicitasi vizsgalatok is azt mutattak, hogy az abiotikus és a S.
humi DIC-5-6s torzzsel beoltott mintak toxicitasa kozott nem volt jelentds eltérés. Ebbol
kovetkezden kijelenthetd, hogy a biodegradacidé folyaméan nem keletkeztek a kiindulasi
anyagnal toxikusabb bomlastermékek. Az abiotikus mintakkal injektalt embridk fenotipusos
vizsgélatai alapjan a kovetkezd elvaltozasokat figyeltik meg a kontrollhoz képest:

testrovidiilés, enyhe perikardialis 6déma, szikfelszivodasi zavarok és zart uszohdlyag.
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4, Kovetkeztetések és a javaslatok

A jelen vizsgalatok célja a diklofendk, ibuprofen ¢és karbamazepin aktiv
biodegradacios képességiik vizsgalata volt a kiinduld biofilmbdl. A kiindulé biofilm mar
szdmos sokoldalu baktériumkozosség dusitdsdnak alapjaul szolgalt (Benedek et al., 2016;

2018; 2020; 2021).

A harom gybgyszerhatdanyaggal kiegészitett dusitdo tenyészetekbdl egy 31 tagbdl allo
bakteridlis torzsgyljtemény jott 1étre (10 db DIC, 9 db IBU és 12 db CBZ), amelyben az
egyes torzsek potencialisan képesek lehetnek a diklofenak, ibuprofen vagy karbamazepin
lebontasara. A bakteridlis torzsgylijtemény azokat a baktérium taxonokat tartalmazza,
amelyek a dusitas soran végzett felmérések alapjan magas relativ abundanciat, vagy annak
novekedését mutattdk. Ezen baktériumtorzseket sikeriilt tenyésztésbe vonni. A dusitasi
idészak alatt két nemzetség, a Pseudomonas és a Methyloversatilis dominanciaja volt
megfigyelhetd, azonban ezek relativ abundancidjanak a novekedése ezen iddszak alatt
elhanyagolhatd mértékli volt. A diklofendk dusitasok sordan az alabbi baktérium
nemzetségeket sikerlilt azonositani, amelyek vagy magas relativ abundanciat, vagy
kiemelked6 novekedést mutattak a relativ abundanciajukban: Azospirillum, Rhodanobacter
(Navrozidou et al., 2019), Ferrovibrio, Hydrocarboniphaga, Zavarzinia, Sphingopyxis (Zhou
et al., 2013) és Prosthecobacter. Az ibuprofen tartalm dusitokban a kovetkez6 nemzetségek
voltak jelen: Starkeya (Bessa et al., 2017), és a Rhodococcus. A karbamazepin dusitd
tenyészetekben a legnagyobb relativ abundancia novekedését a Pseudonocardia,

Sphingopyxis, Rhodococcus és Achromobacter (Liang et al., 2021) nemzetségek mutattak.

A 31 baktérium izoldtumbol allo, potencidlisan gydgyszerhatéanyagokat biodegradalo
torzsgytjtemény diklofendk, ibuprofen ¢és karbamazepin lebontd képességét is
meghataroztam. A bontasi képességek feltérképezése utan egy bakteridlis konzorciumot
alakitottam ki, amely mindharom gydgyszerhatdoanyagot képes hatékonyan bontani. A
méréseket nagy teljesitményti folyadékkromatografidss (HPLC) miszeres analitikai
modszerrel végeztem. Az eredmények azt mutattdk, hogy csak kevés izolatum képes a

vizsgalt gydgyszerhatdanyagok lebontasara. Az elvégzett kisérletek alapjan a diklofenak
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biologiai atalakitasara a Stenotrophomonas humi DIC_5-6s izolatum volt képes gliikoz (3.0
g/l) jelenlétében, két hét inkubacio alatt. A legnagyobb ibuprofen bontast a Rhodococcus
daejeonense IBU_18-as izolatum produkalta, élesztd kivonattal kiegészitett tapoldatban. A
legintenzivebb karbamazepin bontast a Brevundimonas bullata CBZ 3 és a Nocardioides
carbamazepini CBZ_1-es izolatumok mutattak gliikoz (3.0 g/l) és éleszt6 (1.0 g/l) kivonat
jelenlétében. A szakirodalom is beszdmolt arrdl, hogy a szénforrasok energiat biztosithatnak
a sejtek novekedésének tamogatasahoz, eldsegitve a mikroszennyezd anyagok lebontasat

(Assiaoui et al., 2017).

Az eltérd tapkozegben végzett vizsgalatok eredményei alapjan a kovetkezd bontasi
hatékonysagok figyelhetoek meg. BHB dasvanyi tapoldatban gliikoz ¢és élesztokivonat
jelenlétében 72%-os diklofendk, 100%-os ibuprofen és 30%-os karbamazepin biodegradaciot
tapasztaltunk. A Rakos-patak vizmintdjaban, gliik6z, élesztékivonat és natrium-acetat
hozzaadéasaval, 86%-os diklofenak, 100%-o0s ibuprofen és 25%-o0s karbamazepin bontas volt
detektalhaté. A szennyviz effluensben, ugyanazon tapanyagokkal kiegészitve, 30%-0S
diklofenak és 79%-os ibuprofen biodegradaciot figyeltiink meg, de jelentés karbamazepin
eliminacié nem tortént, valdsziniileg a szennyvizben talalhatd egyéb szénforrdsok miatt,
amelyek konnyebben elérheté szén- és energiaforrast biztositottak, igy zavarva a

gyogyszerhatéanyagok bontasat.

A karbamazepinnel, mint egyediili szén- és energiaforrdssal dusitott tenyészetbdl izolalt
CBZ_1-es torzs lehetdséget biztositott egy 1j baktériumfaj leirdsara. Fenotipusos,
kemotaxondmiai, filogenetikai és genomikai elemzések alapjan az izolatum 0y baktériumfajt
képvisel, amely a Nocardioides nemzetségbe tartozik. Ennek megfeleléen az 0j faj neve

Nocardioides carbamazepini lett.

A Stenotrophomonas humi DIC 5 baktériumtorzs 1,5 mg/L kezdeti koncentracioban képes a
diklofendk atalakitasara. A szakirodalom is aladtamasztja, hogy a Stenotrophomonas
nemzetség tagjai fontos szerepet jatszanak a szennyezd anyagok, példaul a policiklusos
aromds szénhidrogének eliminalasdban (Ryan et al., 2009), és jelentds szerepet jatszanak a
nitrogén- és kénkorforgasban, gyakran szoros kapcsolatban allnak a ndvényekkel, segitve

azok novekedését, illetve védelmet biztosit a korokozok ellen (Heylen et al., 2007). Azonban
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crer

folyamat soran sikeriilt azonositani egy atalakulasi terméket, a nitro-diklofenakot, amit
tomegspektrometriai modszerekkel lett megerdsitve. Egy kutatocsoport azt talalta, hogy a

szennyvizben jelenlévd ammonium-nitrat kapcsolédik a mikrobialis nitrifikdcidhoz

crer

crcr

kezdédéen. Az A. fischeri és zebradanio embriokkal végzett 6kotoxikoldgiai vizsgalatok
szerint a diklofenak és a nitro-diklofendk nem volt toxikus a vizsgalt tesztszervezetekre az

alkalmazott koncentraciokban.
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5. Uj tudomanyos eredmények

1. Sikeriilt olyan dusitasi koriilményeket létrehozni, melyek alkalmasak voltak az
altalam hasznalt kdzegbdl potencialisan diklofenak, ibuprofen és karbamazepin biologiai
bontasara képes baktériumokat felszaporitani, beazonositani €s tobb esetben izoldlni is.
Eredményeim az Environmental Science and Pollution Research folyoiratban lettek kozolve
(Papai et al., 2023).

2. Meghatarozasra keriiltek a potencialisan gyogyszerhatoanyagot bontd izolatumok,
melyekbdl egy bakteridlis konzorciumot hoztam Iétre. Ko-metabolikus szubsztratok
jelenlétében a kifejlesztett bakteridlis konzorcium jo hatékonysaggal bontotta a diklofenakot

¢s az ibuprofent természetes vizmintaban és szennyviz effluensben egyarant.

3. Sikeriilt egy ez idaig ismeretlen Nocardioides nemzetségbe tartozd baktériumfajt
izolalni. Az 0 faj leirdsdhoz sziikséges nemzetkozi eldirdsok alapjan végzett vizsgalatok
eredményeként megallapitast nyert, hogy a karbamazepinnel mddositott szelektiv dusito
a Nocardioides nemzetségen beliil, amely a N. carbamazepini nevet kapta. Az eredmény a

Systematic and Applied Microbiology szakfolyoiratban jelent meg (Benedek et al., 2022).

4. A Stenotrophomonas humi DIC 5 torzs esetén széleskortien feltarasra keriilt a
diklofenakbont6 képessége, modern nagymiiszeres analitikai modszerekkel. Emellett
beazonositasra keriilt a biodegradacidé egyik koztes terméke, a nitro-diklofendk. Két
okotoxikologiai modszer alkalmazasaval pedig megallapitasra kertilt, hogy a lebontas soran
keletkezd anyagcseretermékek nem toxikusabbak, mint a kiindul6 vegyiilet. A tudoméanyos
eredmény az Applied Microbiology and Biotechnology folyoiratban lett k6zolve (Papai et al.,
2024).
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