Szénhidrogént bont6 sejtek szamanak meghatarozasa
hatarhigitasos eljarassal
Osszedllitotta: Gruiz Katalin, Molnar Ménika, Feigl Viktéria, 2010.

A szénhidrogéneket (vagy méas szerves szerdiaygagokat) bonté baktériumok szamat
hatarhigitasos eljarassal hatarozzuk meg, tenygésitéd olyan tapoldatban, mely egyedili
szénforrdsként a vizsgalandé szénhidrogént tarrma A statisztikai modszerrel
meghatarozott sejtszam értéket ,legvalésain sejtszamnak” nevezik; az angol ,Most
Probable Number” réviditéseként, MPN moédszerkéeldik.

A modszer elve:

A modszer kivitelezésénél az alapszuszpenziot abl@jgjuk, amig az utolsé higitas 1
cm®-ében val6szileg méar nincs a szénhidrogén bontasara képesel. A higitas olyan
alapsooldatban torténik, melyben energiatermelédkalmas szerves szubsztrat nincsen.
Ezekhez a szubsztratmentes tesztcsdvekhez adjakstetil szénhidrogént, vagy mas szerves
szennyedanyagot (pl. dizelolaj, pakura,6$zénkatranyolaj, transzformatorolaj), melynek
bontdsara képes mikrobak jelenlétét akarjuk bizanyivagy szamét akarjuk meghatarozni.

A mérés célja:
1. A mérés egyik célja, lehet pusztan az, hogy bizékgi szolgaltasson arra, hogy a
talaj tartalmaz a kérdéses szenrmmyagra specializalédott bonté mikro-
organizmusokat.

2. Ez forditottan is értelmezhiet ha vannak a talajpan specializalodott mikro-
organizmusok, akkor nagyon valészim szennyemnyag jelenléte.

3. Masik célja lehet a vizsgéalatnak, hogy kulonboaértéki higitdsokkal kérbehatarolja
azt a higitast, amelyben milliliterenként mar csaky mikréba van jelen, vagyis
meghatarozza a bontoképességgel rendélkejgek legvalosziibb szamat a talajban.
Ebbdl a sejtszambdl a talaj bont6 aktivitasanak mérgkehet kdvetkeztetni, amely a
bioremediacié tervezésénél igen fontos informacio.

4. Ha izolalni is szeretnénk a specializalodott mikgamizmusokat, akkor a specidlis
bontoképesség meghatarozasahoz hasznalt, csaktantbd@nszubsztratot tartalmazo
hatérhigitasos sorozatot dusité tapoldatként foglilés abbdl kiindulva izolaljuk a
bonté mikroorganizmusokat.

Szikséges eszk6zok:
- steril kémcsovek (121 °C-on 20 percig autoklaviianilszve)
- pipettak és pipetta hegyek (5 ml-es, 1 ml-es &3lzk)
- vegyszer kanal
- taramérleg
- vortex
- laminaris box
- 28 °C-o0s termosztat




Sziukséges anyagok:

Tapoldat
A higitashoz felhasznalt, szubsztrat-mentes tapadékszetétele: 1dmesztillalt vizben
0,69 KHPO, 0,13 g MgCl.6H,0O
0,149 NaSO, 1g (NH)2 SO
0,001 g CaGl2H,0O 0,59 KNQ
0,59 NacCl 1mi nyomelem-oldat (Pfennig)
Nyomelem oldat 6sszetétele:
1lg AICk 0,59 NaMoO,
0,59 Kl 01lg NaVeH,0
0,5 KBr 0,59 szelénso
0,59 LiCl 059 BaGl
7049 MnCl.4HO 0,05¢ SnCl.24D
11g HBO; 1lg ZnC}
1lg CuC) 1lg NiC}
59 CoC} 3600 cni desztillalt vizben oldva

A tapoldatot 121 °C-on 20 percig autoklavban serlik

INT oldat:
2-(p-j6dfenil)-3(p-nitrofenil)-5feniltetrazélium-kirid, 1 g/dni tdményséd.
Az INT oldatot 0,45um porusatméijit membransiron csiramentesitettik.

Szerves szennyéanyag:
A vizsgalando szerves szenngamyagot 121 °C-on 20 percig autoklavban sterilezzik

A vizsgélat menete:

A vizsgélandé mintdkbol steril kémcsovekbe 0,5-@8 mértink, amit 4,5 ml
tapsooldatban szuszpendalunk. &ldbszuszpenzidbdl készitettlink tizes 1éptiigitasi sort,
tapséoldatban. A talajmintdkbol 3-3 pérhuzamossalgerzik a kérdéses szerves
szennyedanyagot bont6 sejtek szamanak meghatarozasat.

Ezutdn minden egyes szuszpenziéba bemériink 0°5lciydn? tdményséq steril INT
oldatot. Ez a halvdnysarga reagens mesterségesoakgkceptorként szolgél. Ha az adott
higitasban akar egyetlenégla kérdéses szerves szengewag bontasara képes sejt volt,
akkor az elkezd szaporodni, a szenwgewagot egyedili szénforrasként tartalmazibes.

A légzési lanc anyagcsere-folyamatainak kovetkeztédr INT rozsasziivé redukalddik, igy
jelezve a mikrobioldgiai aktivitast.

Végul minden egyes szuszpenziéhoz 5 pl steril dlEsgld szerves szennyenyagot
adunk. llyenkor a vizsgalandd szénhidrogén az dijyesténforras a rendszerben, igy a
kémcsovekben mutatkoz6 elsziidés (az anyagcsere kovetkeztében) a szénhidrogén
felhasznalasanak koszonhet

Az igy ebkészitett kémcsoveket a szénhidrogén bonthatosidaggvenyében 1-2 hétig
28 °C-on inkubaljuk.

A mérés kiértékelése:
Az értékelést ismert valdsZisegi eloszlas alapjan végeztik. A parhuzamos stkizan

pozitivhak mirdsitett kémcsovek szamébdl, a higitdsok ismereté&beigskins-féle tablazat
segitségeével hataroztuk meg a legvaldgainébesira szamot.




Hoskins-féle tdblazat 3-3 parhuzamos leoltas esetén

Kulcsszamok Kulcsszamoknak Kulcsszamok Kulcsszamoknak

megfeleb megfeleb
alapértékek alapértékek
000 - 200 0,91
001 0,3 201 1,4
002 0,6 202 2,0
003 0,9 203 2,6
010 0,3 210 1,5
011 0,61 211 2,0
012 0,92 212 2,7
013 1,2 213 3,4
020 0,61 220 2,1
021 0,93 221 2,8
022 1,2 222 3,5
023 1,6 223 4.2
030 0,94 230 2,9
031 1,3 231 3,6
032 1,6 232 4.4
033 1,9 233 5,3
100 0,36 300 2,3
101 0,72 301 3,9
102 1,1 302 6,4
103 1,5 303 9,5
110 0,73 310 4.3
111 1,1 311 7,5
112 1,5 312 12
113 1,9 313 16
120 1,1 320 9,3
121 1,5 321 15
122 2,0 322 21
123 2,4 323 29
130 1,6 330 24
131 2,0 331 46
132 2,4 332 110
133 2,9 333 -

A kiértékelés el Iépéseként meghatarozzuk a kulcsszamot. A kulossts tagja olyan
higitasi szintBl adodik, ahol az 6sszes parhuzamos leoltasok ipoaiedményt adnak. Az
ennél eggyel kisebb higitashoz tartozé kémcsovelsknd pozitivnak kell lennilk.

A példaban a harom pérhuzamos leoltassal végzaetpaiattal a kovetkézeredmeények
adodnak (19az alapszuszpenziét jelenti):

10° 10" 10° 10° 10

+ + + + -
+ + + - -
+ + - - -

A kulcsszam el$ tagja a 10 higitasi tag lesz, a kulcsszam: 3 2 1. A Hoskéle-f
tablazatbdl ennek a kulcsszamnak a 15-0s érteknfelg. Az alapszuszpenzié legvalosidib
szénhidrogén bonté sejtszama: 15=106-16 db/ml.



A bemért vizsgalandé talajra vonatkoz6 szénhidrdg@ntd sejtszamnal figyelembe kell
venni az alapszuszpenzio készitésénél bemeért armdsmgalkalmazott higitofolyadéek
mennyiségét. 0,5 g talajt 4,5 ml tapséoldatban zmredalva 10-szeres higitast alkalmazunk
az alapszuszpenzional, igy a vizsgélt talaj széobéh bont6 sejtszama: 1,5710=1,5-18
db/g.

A mérés pontossaga:

Az adatok megbizhatésaganak jellemzésehez Cochuakaja alapjan meghatarozzuk a
95 %-os konfidencia intervallumokat. A kiszamitattatok szérasa a higitasi faktortol (jelen
esetben 10) és a parhuzamosok (jelen esetben Basdaligg. Minél finomabb a higitasi
faktor és minél tobb a parhuzamos, annal kisel#beas.

Cochran munkdja alapjan a 10-es higitasi fakt@1a garhuzamosra a 95%-0s konfidencia
intervallumhoz 4,68-as faktor tartozik. A konfidémintervallum alsé hatarat a szénhidrogén
bonté sejtek szamat a faktorral leosztva, aofdiatart a faktorral beszorozva kapjuk.
Példankban: felshatar: 1,5-1%94,68=3,2-18db/g, als6 hatar: 1,5-3@,68=7,0-1ddb/g.
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