Kornyezetvédelmi biotechnolégia I

A kornyezetvédelem célja a természet megdvasa, a természet szennyezésének
megakadalyozésa, hulladékkezelés. Gyakran alkalmaznak biotechnoldgiai modszereket e cél

eléréséhez.

Talajok, természetes vizek, szennyvizek allapotanak felmérése, a szennyezett

teriiletek tisztulasi folyamatanak nyomonkovetése

Talajok, vizek mindségének meghatarozasa fizikai, kémiai, bioldgai vizsgélatok
elvégzésébol és kielemzésébdl all. A kémiai mindsités a klasszikus komponensek, valamint
mikroszennyezok, radioaktivitds meghatarozasa. Fizikai felmérések pl. a talaj porozitasa,
vizek sotartalma, hémérséklet (pl. hdszennyezés esetén fontos).

A szennyvizek, szennyezett talajok igen sokféle szerves anyagot tartalmaznak,
melyek egyenkénti mennyiségi meghatarozasa (s6t kimutatasa is) rendkiviil koriilményes,
ezért mennyiségliket kdzvetve mérve azzal az oxigénmennyiséggel jellemezziik, mely adott
koriilmények kozott oxidalasukra elhasznalodik. Az oxigénigény meghatarozasara kétféle
modszert alkalmazunk:

A természetben lejatszodo folyamatokat legjobban a biokémiai oxigénigény (BOI)
kozeliti meg, de id6igényes. A BOI az az oxigénmennyiség, amely a vizben levé szerves
anyagok aerob uton, meghatarozott id6 alatt torténd (alt. 5 nap) biokémiai lebontasa soran
elfogy. BOI; = mg O,/L. A teljes biokémiai oxigénigény (TBOI) a szerves szennyezok teljes
lebontasahoz sziikséges oxigén mennyisége.

A BOI nagy iddigénye miatt gyakrabban alkalmazzak a kémiai oxigénigény (KOI)
meghatarozast. A viz (talajminta) K-permanganattal vagy K-dikromattal (erélyesebb
oxidaldszer, igy pontosabb eredményt ad) torténd forraldsa soran elhasznalodott vegyszerrel
egyenértékil oxigénfogyasztassal jellemeznek.

Tovabbi mérheté paraméterek a szennyezettség illetve a tisztulas meghatarozasara a
nitrogén-, foszfor-, szerves- és total szén tartalom, a pH, valamint a mikroflora Gsszetétele,
valtozasa is informaciot nyujt a vizsgalt minta allapotarol.

A bioldgiai vizminéség azon tulajdonsagok Osszessége, melyek a vizi 6koszisztémak életében fontosak,

létrehozzak, és fenntartjak azokat: halobitas, trofitas, szaprofitas, toxicitas.

csokkentik az Ontisztuloképességet. Pl. toxinok, bomlastermékek, szintetikus anyagok. Mértékét biologiai
tesztekkel allapitjdk meg, azzal a higitassal jellemzik, melyben adott id6 alatt a kisérleti él6lények fele életben

marad.
A gyakorlat els6 részében talajmintak biologiai oxigénigényének meghatarozasat
inditjuk el az 6t napos BOI mérési moddszer segitségével (Lasd kés6bb: A bioldgiai

oxigénigény mérése).



Szennyezett talajok, vizek mikrobialis tisztitasa

Az elmult évtizedekben a ndvekvd gazdasagi aktivitasnak koszonhetéen egyre
nagyobb mennyiségli szennyez6 anyag keriilt ki a természetbe, melyek nagymértékben
karosithatjak az élovilagot.

Az ipar egyre nagyobb mértékben haszndl szintetikus vegyszereket (jelenleg tobb,
mint 6t millié vegyi anyagot irtak le), melyek a természetes kdrnyezetben é16 szervezetek
szamara ismeretlenek, igy lebontdsuk nem torténik meg. A problémat fokozza, hogy a
hulladékok altalaban Osszetettek, szdmos szennyezd anyagot, és azok bomlastermékeit
tartalmazzak. Ezek felhalmozddasa egy-egy teriileten dontSen befolyasolhatja a kialakult
mikro- és makroflérat.

Szennyezett vizeket, talajokat el6sz6r mechanikai uton tisztitjak, pl. levegbztetés,
szlir0k alkalmazasa, égetés, ioncseréld gyantakon torténd megkdtés, stb. A mechanikai titon
tisztitott talajok, vizek azonban még jelentdés mennyiségii szerves anyagot tartalmazhatnak.
Ezek tovabbi tisztitasara bioldgiai modszereket hasznalnak.

A szennyezOdések altalaban tobbkomponensiiek, egyrészt a szennyezd anyag(ok),
masrészt bomlastermékei(k) is jelen vannak. Ezek az anyagok bizonyos él6 szervezetek
szamara tapanyagként szolgalhatnak, és kialakulhat egy természetes mikrobiologiai
Okoszisztéma. Az egyedi fajok ritkan élik tul a tobbkomponensii (legtobbszér) toxikus
kornyezetet. Az egymassal szimbiotikusan egyiittél6 mikrobak azonban képesek fennmaradni
és felhasznalni tapanyagként a kornyezetben jelenlévd vegylileteket. Ezt felismerve a
mikrobidlis eljardsok nagy részében iranyitott tiszta kultirdk keverékét alkalmazzdk a
nagyobb tisztulas elérése érdekében. Aerob és anaerob eljarasok egyarant alkalmazhatok.

Az aerob mikroorganizmusok a szerves vegyiiletek oxidativ lebontasakor
felszabadul6d energiat sajat életmiikodésiikhoz hasznéaljak fel. A szerves anyagnak az
energiatermeléshez hasznalt része bonyolult biokémiai reakciokban szén-dioxidda, vizzé, stb,
azaz szervetlen anyagga, a szerves anyag fennmarado része pedig legtobb esetben sejtanyagga
alakul.

A gyakorlaton egyféle mikroorganizmus segitségével mutatjuk be egy aromads

vegyiilet mikrobialis lebontasat, melyet harom paraméter parhuzamos mérésével ellenérziink.

Szulfanilsav bontasa Sphingomonas sp-vel
A szulfanilsav
A szulfonalt aromas vegyliletek egyik tipikus képviseldje a szulfanilsav. Gyakorlati
jelentésége igen nagy, mert azofestékek, novényvédodszereknek eldallitdisaban nagy
mennyiségben hasznaljak, komoly jelentdségiiek a gydgyaszatban alkalmazott szarmazékai, a
szulfonamid készitmények. A szulfonamidok (pl a szulfanilamid, mely a szulfanilsav amidja)

erés baktericid hatast mutatnak. Ugy bénitjak a mikroorganizmusok szaporodasat, hogy a



folsav bioszintézishez sziikséges para-amino benzoesavat kiszoritjak az enzim komplexébdl,

és ily modon blokkoljak a reakciot [Bruckner 1979].
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A szulfanilsav (M=173,19) szintetikus vegyiilet, az anilin kézvetlen szulfonalasaval nyerhet6
ugy, hogy az anilint toémény kénsavval 200°C-ra hevitik [Bruckner 1979]. Hideg vizben igen
rosszul, alkoholban nem old6do vegyiilet. Asvanyi savakkal nem képez sokat, mivel erésen
savas szulfonsavcsoportja intramolekularisan kozombdositi a gyengén bazisos aminocsoportot.
Xenobiotikus szulfoncsoportja és erds negativ toltése miatt sok baktérium sejtfalan nem vagy
alig tud atjutni. Bar a szulfon-csoportot hordozé aromas vegyiiletek altaldban mikrobialis
modszerekkel nehezen bonthatoak, tobb baktérium tdrzset is sikeresen hasznaltak ilyen tipusu

toxikus anyagok semlegesitésére.

Sphingomonas subarctica
A biolégiai lebont6 folyamatokban a Pseudomonas, Sphingomonas nemzettségek

komoly szerepet jatszanak. Talajban és természetes vizekben gyakran el6fordulnak, ami e
baktériumok fiziologiai valtozékonysaganak, és széles taplalkozasi szubsztrat spektrumanak
kdszonheto.

A Sphingomonas fajok kozismert baktériumok a kornyezetvédelemmel foglalkozo
kutatok korében. 1990 6ta azokat a fajokat, melyek membranja szfingolipideket tartalmaz
atcsoportositottak 1j, Sphingomonas nemzetségként (régebben foleg Pseudomonas-okként
irtak le Oket). A legtobb eddig izolalt, degradacios képességérél nevezetes faj ebbe a
csoportba sorolhato. PI. xilol, toluol, klérozott aromas vegyiileteket, lignint bonto valtozatai
ismertek e fajoknak.

A gyakorlat soran szulfanilsavat tartalmaz6é “minimal” tapoldaton (foszfatot,
kalciumot, magnéziumot, nyomelemeket tartalmaz) szaporitott S. subarctica tenyészet
szulfanilsav bont6 képességét kovetjitk nyomon ugy, hogy mérjiik a tapoldat szulfanilsav,

szulfattartalmanak és szerves széntartartalmanak id6beli valtozasat.

Talaj ill. szennyvizmintak szerves-C tartalmanak meghatarozasa

(médositott Mebius modszer)



A mddszer elve:

A talajban, szennyvizben 1év6 szervesanyag oxidacidja tomény savas kézegben K-bikromat
oxidaloszer segitségével. A folyamat soran a ’szerves’ szén CO»-4 alakul (ez alapjan is lehet
mérni IR vagy hévezetOképességi detektorral), a Cr(VI) pedig Cr(Ill)-a redukalodik. A K-
bikromatot feleslegben alkalmazzuk, és a nem redukalodott bikromatot vas-amménium-
szulfattal (Mohr-s0) visszatitraljuk. Az elfogyott titraldo oldat mennyiségébol kovetkeztetni
tudunk a vizsgalt minta szerves széntartalmara. Létezik olyan modszer is, ahol titralas helyett
fotometriasan mérik a redukciot, de ez kevésbé pontos. A reakcioét a klorid ionok zavarhatjak,
ebben az esetben kismennyiségii Ag,SOs-t kell a talajhoz keverni. Problémat okozhat, ha sok
redukalt mangan és vas van a talajban.

A modszer nem alkalmas nagy szerves anyag-tartalmu talajok, (>8%) t6zegek, komposztok,
kertészeti foldkeverékek vizsgalatara. Ezekben az esetekben az izzitdsi veszteség alapjan
célszertii a szervesanyag meghatarozasa.

A médszer sordn évatosan kell dolgozni, jo huzati vegyi fiilke és védifelszerelés

sziikséges a tomény savak haszndlata miatt, és a K-bikromdt is méreg.

Laboreszkozok: analitikai mérleg, 100 és 250 cm’ Erlenmeyer lombikok, 25 ml-es
biiretta, 2 db savadagolé diszpenzer, 1 db dikromat-adagolé diszpenzer

Biztonsagi eszkozok: vegyi fiilke, gumikeszty(i, kdpeny, liveggyongy

Vegyszerek, oldatok:

* desztillalt v. ioncserélt viz

*  koncentralt kénsav, legalabb 96%-o0s

e K-dikromat oldat: Analitikai mérlegen bemériink 2,4515 g K,Cr,O; —t oOvatosan
beleszorjuk egy 100 cm’-es f6zOpoharba, desztillalt vizben felodjuk, majd pontosan
kiegészitjiikk 400 ml-re.

e Titrdlo6 oldat (Mohr-s6): Bemériink (legalabb 0,01 g pontossaggal) 7,8390 g
Fe(NH,)x(SO,),*6H,0-t 200 cm’® féz6poharban 1évé desztillalt vizbe. Ovatosan
hozzaadagolunk 1 cm’® koncentralt kénsavat. Aténtjiik, majd maradéktalanul &toblitjiik
egy 1 literes mér6lombikba, és kiegészitjiik 1 L-re.

* Ferroin indikator (készen kaphaté, 1/40 N oldata)

*  (Ag:S0; - alkalmazasa akkor sziikséges, ha a talaj Cl-ionokat tartalmaz)

* Szulfanilsav (SA) standard: 0,118 g SA 100 ml desztillalt vizben oldva (6,94mM).

(1g SA 0,416 g szenet tartalmaz, tehat 1 ml SA stanard = 0,5 mg C)

A gyakorlat soran nem talajmintaval fogunk dolgozni ! (csak azt szeretnénk szemléltetni,
hogy talajra is alkalmazhat6, s6t elsésorban arra alkalmazzak)

Eljaras talajmintak esetén

Talajminta elokészitése: A 1égszaraz talajt jol Osszekeverjiik, kivesziink bel6le kb. 20-30 g-ot, a szemmel lathato
szerves anyag (gyOkérmaradvany, rovar stb.) maradvanyokat csipesszel kiszedjilk, és dorzsmozsarban
lisztfinomsagura 6roljik és 0,5 mm-es szitan atszitaljuk. A poritas azért fontos, hogy a szerves anyag oxidacioja

minél tokéletesebb legyen.



Roncsolés: Az analizishez 0,2 - 2,0 g-ot lemériink (szervesanyag tartalomtol fiiggden) analitikai mérlegen és 100
cm?’-es Erlenmeyer edénybe helyezziik. 5 cm?® (4x téményebb torzsoldatbol, mint a torzsoldatoknal megadott érték)
K-bikromat oldatot 6ntiink a talajhoz. Vegyi fiilke alatt 7 cm?® tomény kénsavat adagolunk diszpenzer segitségével
a lombikba, (vigyazat, azonnal forrni kezd!) gyengén Osszerazzuk, majd az elektromos f6z6lapra helyezziik, és
1-5 percig forraljuk. 15-20 db iiveggyongyot kell hozzaadni a kénsav bemérése elott!!!!

Vak oldat készitése: kétfajta vak oldatot készitiink 5 cm® 4x K-bikromat + 7 cm? kénsav hozzaadasaval, legalabb 2-
2 ismétlésben. Az egyik a forralas nélkiili vak, a masikat pedig 1-5 percig forraljuk. FONTOS ! hogy a forralasra
készitett vakhoz tiszta liveggyongyoket rakjunk el6zetesen, mert kiilonben hirtelen kifuthat forralas kozben. A
forralas nélkiili vak oldat a Mohr-s6 faktorozasahoz kell, a forralt vak pedig annak a megallapitasara, hogy a
forralas hatasara mennyi K-bikromat bomlik el.

A forralas utan, kb. 20 perc mulva az oldatok kihiilnek. A mintdkhoz és a vak oldatokhoz 2.5 ml tdmény
foszforsavat adunk, majd Ovatosan, 25 cm’® desztillalt vizet tartalmazd 200 cm’-es Erlenmeyer lombikokba
attoltjiik, és még kétszer kb. 10 cm® desztillalt vizzel atéblitjiik. Megvarjuk mig kihiil (kb.20 perc) majd

hozzéakezdhetiink a titralashoz.

A gyakorlat menete:

SA torzsoldatot hasznalva higitasi sort készitlink (kalibracio): 0-0,1-0,2-0,3-0,4-0,5 mg C.

A SA standard torzsoldatbol a megfelel6 mennyiségeket pipettaval 100 ml-s erlenmeyer
lombikokba mérjiik, és 2-2 ml-re kiegészitjiik ket desztillalt vizzel.

Az ismeretlen mintakbol (gyakorlat masodik napjan) 1 ml-t mériink szintén 100 ml-s
lombikokba (a végtérfogat 2 ml, magas C koncentraciéo esetén a mintat higitanunk kell
desztillalt vizzel). Vegyi fiilke alatt 2 ml K-bikromat oldatot adagolunk a folyadékmintahoz,
majd lassan! 5 cm’ tdmény kénsavat csepegtetiink diszpenzer segitségével a lombikokba,
(vigyazat, azonnal forrni kezdhet!) gyengén Osszerazzuk, és a fiilke alatt 10 percig
inkubaljuk, idénként megrazzuk. Ha az oldatok kihiilnek a lombikok tartalmat
maradéktalanul, ovatosan, 10 cm’® desztillalt vizet tartalmazé 200 cm’-es Erlenmeyer

lombikokba attoltjiik, és még kétszer kb. 5-5 cm’ desztillalt vizzel atoblitjikk. Megvarjuk amig

ismét kihiil (kb.10 perc) majd hozzakezdhetiink a titralashoz az indikator (60pl) hozzaadasa
utan. Az indikator magas homérsékleten elbomlik, ezért csak a mar lehtlt oldatba szabad
belemérni!

Titralas: Az Erlenmeyer lombikokba 0.06 ml Ferroin indikatort cseppentiink és Mohr s6
oldattal 25 cm’-es biirettabol megtitraljuk. A fogyott ml értékeket feljegyezziik. A vak mintara
(mely szenet nem tartalmaz) 12-13 cm?® koriili lesz a fogyas. Ha a K-bikromatnak tébb mint
70 %-a redukalodott a roncsolas soran akkor meg kell ismételni, kevesebb minta bemérésével.

>
Szinatcsapas: halvany kék(eszold) barnas(rézsaszin).
Szulfat tartalom mérése
A szulfat (SO,*) a természetben mindenhol megtalalhato, eléfordul természetes vizekben,

banyaszati hulladékban, kézetekben. Mérésére tobbféle megoldas létezik, ion kromatografias
(0.1 mg SO,* /L), gravimetrias (10 mg SO4* /L), turbidimetrias (1-40 mg SO.* /L) modszer.



A gyakorlat soran a turbidimetrias modszer segitségével mérjiik a tapoldat szulfat tartalmat.

A mérés elve: A szulfat ionok acetatos kdrnyezetben barium kloriddal csapadékot képeznek,
mikdzben barium szulfat kristilyok keletkeznek. Fotometridsan mérjiilk a Ba-szulfat
szuszpenzid fényelnyelését, és a szulfat koncentraciét standard kalibraciés gorbe segitségével
hatarozzuk meg. (A pontos mérést befolyasolhatja, ha a mérend6 minta szines vagy
csapadékos. Ha nagy mennyiségii szerves anyagot tartalmaz a minta, el6fordulhat, hogy a Ba-
szulfat nem csapodik ki megfelelden).

A modszer érzékenysége: a minimalis detektalhaté koncentracio, 1 mg SO.*/ L.

Kellékek: magneses keverd, spektrofotométer (420 nm), stopperoéra, bemér kanal, kopeny.
Vegyszerek, oldatok:
1. Barium klorid (BaCl,) 20-30 mesh kristalyokkal
2. Puffer oldat: oldj fel 30 g MgCl, x 6 H,O, 5 g Na-acetat (CH;COONa x 3 H,0), 1
g KNO; és 20 ml ecetsavat (99%) 500 ml desztillalt vizben, majd egészitsd ki
1000 ml-re.
3. Standard szulfat oldat: 0.1479 g vizmentes Na,SO4—ot oldj fel desztillalt vizben,
és higitsd 100 ml-re (1.00 ml = 1000 pg SO.*).

A gyakorlat menete:
Kalibracios egyenes készitése: 0-50-100-200-400-600 pg SO4*/ml higitasi sort készitiink a
szulfat torzsoldatbol, kémcsovekbe mérjiik (desztillalt vizzel higitunk), majd kiegészitjiik
azokat 10 ml-re desztillalt vizzel.

/Az ismeretlen mintakbodl (gyakorlat masodik napjan) 1-1 ml-t mériink a kémcsdvekbe,

és ezeket is kiegészitjlik desztillalt vizzel 10 ml-re./

Ba SO, csapadék képzése: 10 ml mintat 25 ml-s lombikba mériink. Hozzaadunk 2 ml puffer
oldatot, és magneses keverén kevertetjiik. Keverés kdzben hozzaadunk egy spatula BaCl,—ot,
és azonnal inditjuk a stoppert. Egy percig tovabb Kkevertetjiik allando sebességgel
(fontos,hogy minden mintat azonos sebességgel keverjiink!!).

Turbiditas mérés: az egy perc keverés eltelte utan az oldatbol 6ntsiink miianyag kiivettaba, és
mérjiik meg az oldat zavarossagat 420 nm-en. Mindig ugyanazt a kiivettat hasznaljuk.

(A mintaink mérése soran - kiiléndsen szines, zavaros oldatok esetén - hasznaljunk olyan
kontrollt is, mely a szulfatot tartalmazza, de a BaCl,—ot nem, mely azért fontos, hogy a minta
onmagaban valé zavarossagat megmérve, a kapott értéket le kell vonni a BaCl,-dal kapott
értékbol!!)

Szulfanilsav tartalom mérése

Az aromas vegyiileteknek van fényelnyelése az ultraviola tartoméanyban. Altalaban 254 nm-en
jol mérhetdek, ettdl eltérd lehet az elnyelési maximumuk a funkcios csoportoktdl fiiggden. A
szulfanilsav (SA) fényelnyelési maximuma 248 nm-en mérhetd, a méréshatar 100 pM SA.

A mérés menete:



Kalibraci6 sort készitiink 1 mM SA torzsoldatbol 0-100 pM tartomanyban. A higitashoz
desztillalt vizet hasznalunk. Majd kvarckiivettaban megmérjiikk az egyes higitasi pontok
fényelnyelését 248 nm-en.

Az ismeretlen mintdkat (gyakorlat 2. napjan) 100x higitjuk desztillalt vizzel, jol

Osszekeverjiik, és a higitott mintdknak megmeérjiik a fényelnyelését 248 nm-en.

Szennyvizekben, szennyezett talajokban az oxigénfogyasztas mérése

Szennyvizek, szennyezett talajok vizsgalata sordn hasznos informaciét nytjthat a
szennyezettség fokarol, és a mikroflora jelenlétérdl vagy hianyarol az oxigénfogyasztasi rata
mérése. Mérni lehet oxigén szenzitiv elektroddal a minta oldott oxigén szintjét, a legjobb
megoldas erre a membran-elektrod médszer, melynek 1ényege, hogy az elektrod egy oxigén-
permedbilis membrannal védett, ami védi az elektrodot a szennyez6désektdl, de az oxigén
szamara atjarhato. Allando feltételek mellett a mért aram (kiiron megjelenithetd, és a
raillesztett egyenes meredekségébdl szamolhat6 az oldott oxigén konc. valtozasa) egyenesen
aranyos az oldott oxigén koncentracioval.

A biologiai oxigénigény meghatarozasara alkalmazott 6t napos mérési modszer egyszer(, bar
hosszadalmas. A mérendé minta szervesanyagainak biokémiai elbontasahoz felhasznalt
oxigén koncentraciot hatdrozhatjuk meg (figyelembe kell venni azonban, hogy a szulfidok,
Fe?" ionok, valamint a nitrogén redukalt formainak oxidalasara elhasznalt oxigént is mérjiik
ebben a tesztben. Az utobbi inhibitorokkal gatolhatd). Amennyiben egy mikroorganizmus
képes felhasznalni a talajban talalhat6 szennyezddéseket, az ehhez sziikséges oxigén

fogyasztas mértéke az alabbi modszerrel egyszeriien detektalhato.
BOI; mérése:

Kellékek: BOI {ivegek tartozékokkal, inkubator (20°C), mérleg

Anyagok: erésen szennyezett talaj, vagy szennyviz minta

5 x M9 térzsoldat: 15 g KH,PO,, 64 g Na,HPO, x 7H,0, 2,5 g NaCl (pH=7,0)

M9 minimal tapoldat: 200 ml1 5 x M9, 2 ml 1 M MgSQO,, 0,1 ml 1 M CaCl,

felhasznalt mikroorganizmusok: pl. Sphingomonas sp., Bacillus fajok, Streptomyces sp.,
talajizoldtumok, Pseudomonas fajok, Enterobacter sp.,

A gyakorlat menete:
Mérlegen lemériink 5-5 g talajt, vagy 10 ml szennyvizet, majd M9 tapoldattal belemossuk a

BOI iivegekbe (a végtérfogat 97 ml legyen). A negativ kontroll iiveg kivételével az iivegekbe
5-5 ml mikroorganizmus kultirat mériink, keverébotot dobunk bele, a ,kosarba” két-két
NaOH szemcsét ejtiink, majd lezarjuk a specialis méréfejjel az tivegeket (A NaOH szerepe,
hogy a keletkezd CO.-ot megkosse. A mérdfej az oxigén fogyasztas altal kialakult

nyomasvaltozast méri, amit a keletkez§ széndioxid pontatlannd tenne). Az inditashoz



nyomjuk le egyszerre a fejen 1évo két fekete gombot, és lenyomva tartjuk a 00 megjelenéséig.
Az iivegeket 20°C-os inkubétorban 1év6 keverdlapra tessziik. Ot nap elteltével az iivegek
fejében tarolt adatokat leolvassuk, kiértékeljiik. Az M gomb megnyomasaval megjelenitjiik a
szamokat, léptetni az S gomb megnyomasaval lehet. Az S gombot kétszer kell megnyomni,
hogy megjelenjen az 1., mely az els6 napot jelenti, r6gton megjelenik a hozzatartoz6 érték is,
majd az S megnyomaséaval 1épiink tovabb a 2. napra. A leolvasott adatokat 97ml térfogat
esetén 20-al megszorozva kapjuk meg az oxigén igény értékeket mg O,/L —ben.

Feladat: a kapott értékek elemzése, értékelése a kontroll(ok) figyelembevételével.

A talajminta mikroflérajanak vizsgalata

A talajok, természetes-, és szennyvizek mindségérél informdaciot nyerhetiink, ha
megvizsgaljuk  azok mikroflérajat. Erésen szennyezett mintdk esetén, a természetes
mikroflora elpusztul, és csak olyan mikrobialis él6lényeket talalunk, melyek képesek voltak a
rendkiviil toxikus kornyezethez adaptalodni, a fellelhetd szervesanyagot tapanyagként
felhasznalni.
Kellékek: mérleg, szlir6papir, tolcsér, 100 ml-s Er. lombik, razégép, (centrifuga)
Anyagok: szennyezett talajminta, 0.85 % NaCl (fiziol6gias sooldat), LB tdpagar lemez (mely

élesztokivonatot, triptont, NaCl-ot és agart tartalmaz)

A gyakorlat menete:
Meérlegen lemériink 1 g talajt, majd a lombikba mossuk 10 ml fiziologias sooldattal. Két 6ran

at razogépen kevertetjiik kozepesen er6s keveréssel, szobahOmérsékleten. Az elegyet
lesziirjiik, (ha nagyon kevés mikroorganizmusra szamitunk a sziirletet le lehet centrifugalni,
és a csapadékot 1 ml fiziologias sdoldatban felszuszpendalni, igy kisebb térfogatban kapjuk
meg a talajmikrobékat) és 10 PL-t tdpagarra kikeniink, 30°C-on inkubaljuk. Egy nap, illetve
egy hét utan vizsgaljuk a telepképzodést.



Jegyzokonyv
SVM, 3. éves biologusoknak, Biotechnoldgiai Tanszék 2004-2005. I félév

Datum:
Név:
1. BOIs
leolvasott érték x 20 (97 ml esetén) = mg O/L
mikroorganizmus leolvasott értékek alapjan szamolt oxigénigény (mg O,/L)

talaj: 1. nap 2. nap 3. nap 4. nap 5. nap

1 9]

2

3

4

5

6

Az adatok alapjan a kisérlet értékelése:

2. Talaj mikrofléra vizsgalatanak eredménye




3. A tapoldatban oldott szerves széntartalom valtozasa a szulfanilsav

mikrobialis bontasa soran

a, Kalibracios egyenest készitiink 0,5 mg C/ml szulfanilsav (SA) standardbol
késziilt higitasi sorozat segitségével. (A kapott értékeket abrazoljuk milliméter
papiron)

mg C pL SA standard titralo oicrllflt)fogyésa
0.0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5

N[ |W N

b, A szulfanilsav tartalom valtozasanak nyomonkovetése a szulfanilsavas
tapoldat (feliiluszo) szerves széntartalmanak mérésével a fenti adatokbol
elkészitett kalibraciés egyenes alapjan:

mintavétel titralé oldat fogyasa a szamolt koncentracio
ideje (ml) (mg C/ml wpotdgar)
0
1 o6ra
1,5 6ra
2 bra

4. A tapoldat szulfat-, és szulfanilsavtartalmanak valtozasa a szulfanilsav

mikrobialis bontasa soran

a, A szulfat kalibracié pontjai:

2 nl Na,SO, torzsoldat
g SO/ ml | 71600 119 SO,/ ml) OD40
1 0
2 50
3 100
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4 200
5 400
6 600

b, Szulfanilsav (M=173,19) kalibracio:

SA konc. (mM)

pl szulfanilsav
torzso. (1 mM)

OD248

0

0,01

0,02

0,04

0,06

0,08

N[OV U W N

0,10

¢, A szulfat-, és szulfanilsav tartalom valtozasanak nyomonkovetése a szulfanilsav (SA) bonto

baktérium tapoldatanak feliiluszdjaban:

mintavétel

ideje

OD420

a minta szulfat

konc. (ng/ml) ODgss

a minta SA konc.

mM SA

mgSA/ml > mgC/ml

0

1 6ra

1,5 6ra

2 6ra

Feladatok:
3 kalibracios egyenes készitése;
a szerves szén mérésbol kapott C tartalom 6sszehasonlitasa a szulfanilsav
tartalom mérésbodl szamolt C tartalommal grafikonon az id6 fiiggvényében;
az idében valtozo, a tapoldatban feldasult szulfat tartalombol ki kell szamolni
a kén tartalmat, valamint az ,,elfogyott” szulfanilsav tartalombol is ki kell

szamolni a kén tartalmat, ésa kett6t egyiitt szintén abrazolni kell az id6
fliggvényében.

Eredmények osszefoglalasa, kovetkeztetések:
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