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ROVIDITESEK JEGYZEKE

R-A-M: a baktérium sejtfal polimerje-a polimer anas része-kation

AFM: atomic force microscopy: atomemikroszkop

Bq: becquerel: radioaktiv bomlas percenként

Dyo érték: Tizeddl dozis

HLW: High Level Radioactive Waste: Nagy aktivitdsioakiv hulladék
ILW:Intermediate Level Radioactive Waste:Kozepsvdasu radioaktiv hulladék
LLW: Low Level Radioactive Waste: Kis aktivitasadioaktiv hulladék

kGy: kilogray: elnyelt dozis egysége

MIC: Microbiologically induced corrosion: mikroHdiagiai uton indukalt korrézid
NTA: nitrilotriacetic acid ( triecetsav-nitril)

DTPA: diethylenetriaminepentaacetic acid (dietitéamin-pentaecetsav)
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diatetraecetsav)

DOC: oldott szerves anyag

API tapkdzeg: American Petrol Institute tApkdzegafatredukald baktériumok
kimutataséara

SRB: szulfatredukélo baktériumok

BAF: Bodai Aleurolit Formacio

MPN modszer: Most Probable Number: LegvalGézincsiraszam

R.C.M. Broth: Reinforced Clostridial Broth: Claslium tapleves

OPCA: minimal tapleves, ill tapagar

L: leve@ minta

V: rétegviz minta

Tv: technikai viz



1. BEVEZETES ES CELKIUZES

A fejlett iparral rendelkeZ orszagokban az energiatermelés jélemészét a nuklearis
energia adja, Franciaorszagban 78 %-at, Németglyrand29,82 %-at, Japanban 29,35 %-at,
USA-ban 18,59 %-at és Oroszorszagban 12,82 %-agydtarszagon ez az arany 46 %
(CIA, 2002) (Melléklet 1.4bra). A nuklearis iparjltalésével a nuklearis hulladéktarolas
problémaéja és annak megoldésa is felmerdl ill. edgntosabbé valik (NAZINA et al. 2000,
AARKROG 2001).

A fejlett nukleéaris iparral rendelkézorszdgokban 15-20 éve széleskdutatasi
programokat inditottak el, hogy tisztazzak a raklimahulladéktarolok tervezésénél a fizikai,
kémiai és mikrobioldgiai folyamatok jeléistégét. A Nemzetkozi Atomenergia Ugynokség
(IAEA) besoroldsa szerint aktivitds alapjan meghkbliztetend nagy aktivitasu: >11
Bg/m®, kozepes aktivitasu: 1910 Bg/n?, kis aktivitast: <18 Bg/nt® radioaktiv hulladék.
Figyelembe véve, hogy a nukleéris hulladéktarolizkomsagéat ezer években mérik, a lassan
kialakul6 mikrobialis korr6zi6 kovetkezményeit (faduklidok szabadda valasa) is
figyelembe kell venni a tervezésnél. Ezer év mltisebb, mint egy szazaléka marad a
radioaktivitasnak, és 100 000 év szikséges hogwradék radionuklidok is artalmatlanna
valjanak az emberi szervezet szaméara. A kutat&geKedtek nemcsak a nagy aktivitasu
radioaktiv hulladékok (HLW), mint az atondemivek kiégett fitéelemei tarolasanak
vizsgalatara, hanem a kdzepes (ILW) és kis (LLWiv@ksu radioaktiv hulladékok, mint pl.
ioncseréb gyantak és laboratériumi hulladékok tarolasanakgdlatara is.

Az Egyesiilt Kirdlysdgban a program kulonbderileteken az 1980-as évek elején
kezdidott: mikrobdk jelenlétének kimutatdsa a vizsga#olggiai képadményekben,

mikroorganizmusok hatasanak vizsgalata a tarolékranagéra a hulladékra, a radionuklid



migracié mikrobialis hatasainak vizsgélata, valamimodell kisérletek (STROES-

GASCOYNE et al. 1996). Tanulméanyoztak a mikroorgamisok extrém korilmények (pl.

magas Bmérséklet és nyomas) és lugos korilmények kozoéigsét is (WEST et al. 1985).

Egy szamitégépes matematikai anyagcsere modellbhlkdériumok anyagcseréje soran
képad6 gaz mennyiségét isdk lehet jelezni.

Sv4jcban a radioaktiv hulladék elhelyezés mikrdigai kérdéseivel 1980-ban
kezdtek el foglalkozni. Tanulmanyoztdk a bitumerdmgyazott kis aktivitdst hulladékok
biodegradacidjat (BACHOFEN et al. 1984). Egyf$izarodellszamitasokat végeztek a nagy
aktivitasu hulladékok granitsziklaba val6 elhelysaéel kapcsolatban és 6sszehasonlitottak
laboratériumi eredményekkel. Azt kaptak, hogy eblzemkornyezetben a mikrobiolégiai
aktivitas nem szignifikans, mivel a hozzaféthépanyag és energia limitalt (WEST et al.
1985, MC KINLEY et al. 1985). A kis és kozepes waitéisu hulladékok esetén azettes
szamitasok azt mutatjdk, hogy a mikrobialis aldisit figyelembe kell venni, mivel a
szervesanyag szint sokkal magasabb, mint a HLWi& KINLEY és GROGAN 1991,
MC KINLEY et al. 1997). Svajcban 5 reaktorban kéik HLW hulladék. A legnagyobb
részét La Hague-ban (Franciaorszagban) Ujra feddalik és a hulladékokat geoldgiai
képzidmeényekben helyezik el (BLARY és AVEROUS 2002).

Kanada 21 reaktorral rendelkezik. A hulladékot a@m#bdl valé eltavolitds utéan
ideiglenesen szarazon, cement konténerekben tard@gleges tarolaskor a hulladékot titan
és/vagy réz tartoba kapszulazzak, amit 500-1000&tyren granit sziklaba helyeznek el. A
tartokat kompakt bentonit agyaggal fedik (50% béatonit és 50% szilicium homok) és 5
cm tiszta homok valasztja el a tartOkat a pufferagiol. A furatokat és csatornakat cementtel
és agyaggal toltik meg (STROES-GASCOYNE és WEST61SXROES- GASCOYNE és
SARGENT 1998). Kanadaban a mikrobialis hatdsokkapckolatos munka 1982-ben

kezdbdott. A baktériumok szdmét és tipusat tanulmanyozt&hany kivalasztott



bedgyaz6anyagban (MAYFIELD és BARKER 1982). Moda#& egy kanadai nuklearis
lerakéhely lehetséges mikrobidlis aktivitasat tdan és energiaforras analizis alapjan
(STROES-GASCOYNE 1989). A kanadai Atomenergia Udgdy egy foldalatti
kutatélaboratdriumot épittetett, hogy segitségbudihdék elhelyezési technikakat dolgozzon
ki. Granitos Kzet foldalatti vizeiben meghataroztak a természetd&ordulé baktériumok
tipusat és szamat (BROWN és HAMON 1994). Uran I@énaky mély rétegeild szarmazo
mintak mikrobiolégiai vizsgélatat is elvégeztek BIES-GASCOYNE et al. 1993,
FRANCIS et al. 1993).

Az Egyesiilt Allamokban a mar megtev felszini lerakohelyek vizsgéalatara
koncentraltak, amelyeket mind ipari, mind nukledniglladékok tarolasara hasznaltak. E
tipusu taroldhely gazdag szervesanyagban, ezdédniss az itt lejatszédé mikrobioldgiai
folyamatok komplex vizsgélata. Kisérletek iranykiltaa gaztermelés, komplexképz
vegyuletek, aszfalt degradacio, lugzdszerek milélabés kémiai dsszetételének vizsgalatara,
valamint a sugarrezisztencia meghatarozasara. @ersdorok szerepét a radionuklidok
transzportjaban is vizsgaltak (HERSMAN 1986, 1998).HLW lerakdhelyen szintén
végeztek mikrobioldgiai vizsgalatokat. Az elmult 80 alatt az USA 110 atondeniivében
30 000 tonna kiégettifselem és 380 000 fregyéb HLW termék (a nuklearis fegyvereknél a
plutonium gyartds mellékterméke) keletkezett (WHIBPL996). A kiégett ftéelemeket a
reprocesszalas utan fém tartbkba kapszulazzakjaomentes acél burkolattal latjak el, és a
Yucca Hegységben (Nevada) helyezik el (JOLLEY £2@03).

Svédorszagban az a jelenlegi elképzelés a HLWyadhétére, hogy a hulladékot réz
konténerekbe kapszuladzzak, bentonit agyaggal vésrikl és 500-600 m mélyre, kristalyos
kézetbe agyazzak. Az alagutat, amibe a réz kapszutétgezik, szintén bentonittal bélelik
ki. Két helyen is vizsgaljak a lehetséges kolcstddzkat a sziklak torései, ill. a lerakohely és

a mikrobak kozott. Ezek a Stripa kisérleti banyaz#&spro fold alatti laboratorium. Jelést



munkat végeztek itt, hogy megvizsgaljak a foldalaizek mikrobiologigjat és ezeken a
helyeken a biofilm-kialakulas lehietégét (PEDERSEN 1987, PEDERSEN és EKENDAHL
1990, PEDERSEN és ALBINSSON 1992). Molekularis &gihi technikan alapuld
filogenetikai mddszereket hasznaltak fel, £83szimilaciot is tanulmanyoztak (PEDERSEN
et al. 1991, EKENDAHL et al. 1993), valamint egyszezorpcids kisérleteket is végeztek
szulfat-redukalé baktériumokkal. Svédorszagbareégyrmtomesmiiben 12 reaktor gkodik.

A kiégett fitéelemeket 40 évig vizes medencékben téaroljak, arkeblaklairegekben
taldlhatéak, 40 m-re a fold felszine alatt. Miutéz vagy acéltartokba kapszuldzzak a
hulladékot, 500 m mélyre szikladgyban futd csatkibagteszik, és agyaggal, ibrolt kovel
toltik meg a csatornakat (ANONYMOUS 1983, MOREN &899

Mindegyik orszag elfogadta azt a biztonsagi elNetgy a nuklearis hulladékokat
tobbszoros véshattal kell ellatni, és megfelelgeoldgiai keépédményben kell elhelyezni. A
geoldgiai képadmeény vizsgalata nagyon fontos részét képezi aéi@seknek. A szamitasba
johe® kézetek Bleg granit, agyag, s és egyéb uledékimetek (STROES-GASCOYNE és
GASCOYNE 1998, LITTLE és WAGNER 1996, KIEFT et 4997, VERRHIEST at al.
2002).

Magyarorszagon a radioaktiv hulladék nagy részalksiPAtomeémiibsl szarmazik.
Hazankban a kiégettitbelemek atmeneti tarolasa az atoémelf teriiletén torténik. Bszor a
kiégett fitoelemek 5 évre egy pihentevizes medencébe kertinek, majd kb. 40-50 éves
atmeneti széraz tarolas kovetkezik szintén émerteruletén. 1992-ben Nemzeti Programot
hirdettek kis- és kozepes s#intadioaktiv hulladékleraké |étesitésére, ill. mégjteterilet
keresésére a nagy aktivitasu nuklearis hulladékieszamara. 1994-ben 3 terilebzstes
vizsgalata kezétlott meg. A munka megrendg a Paksi Atomémi Rt., ill. 1998.
juliusatdl a Radioaktiv Hulladékokat keé&elKht. volt.  Nagy aktivitasu hulladék

lerakohelyként a Nyugat-Mecsekben taldlhatd 150 temdleti Bodai Aleurolit Formécio



vagyis permi agyagkjohetne szamitasba. A Mecseki Erchanyaszati \4dJldl. jogutddja, a
Mecsekérc Kdrnyezetvédelmi Rt. a folyamatban szakkemrdinatorként véllalta fel a
szakmai tervezés, dekontamindlds és Kkivitelezémddighit. A Bodai Aleurolit Formacio
killszini ebfordulasa 150-300 m tengerszint magassagu térszBmag) 15 ki, a felszin
alatt 150 kM E-i és K-i iranyba haladva 2300 m felszin alattilységig. A tdmor, vizzar6
kézet tobb mint 1000 m mélységben van,é6aek vastagsaga 700-900 m, alulrél és félulr
repedésvizes homoékkfogja kozre (1. abra). A mecseki urdanbanya egympdromoklé
képzidmeényben talalhatd, kézel a Bodai Aleurolit Formd&oz. Az uranbanyaszat 40 éve
alatt sok tapasztalat és ismeretilgyssze a terllet vizrajzarol és éektek szerkezetd@r A
banya vezéisége kisérleti vagatok hajtasaval tette l&hetaz agyagk vizsgalatat, ugyanis
korabban a permi agyagkovet a banya nem érinte®MAI et al. 1997).

A Bodai Aleurolit Formacié vizsgalatdba 1997-benpésolodtunk be. Harom
alkalommal végeztiink vizsgalatokat, ill.igiyttlink mintakat mikrobioldgiai vizsgalatokhoz.

Célkitizéseink:

A helyi mikrobiota dsszetételének felmérése, adédmrakdhely megépitésedsdi
alapéllapotban.

- Baktériumtorzsek izolalasa, az izolatumok sugakEmgségének meghatarozasa.

- Alegfontosabb mikrobiol6giai folyamatok kimutatasavarhat6 folyamatok feltarasa.
- A helyi mikrobiota befolyasa a nuklearis hulladé&ta hosszu tavu

megbizhatdsagara.

10



A Ny-Mecsek elvi vizfoldtani rétegosziopa
R 1 -
5 5 g Az formacidk vizféldtani jellemzése
< Jelblés &0 egyes formac j
hd g | (mh) | (%)
S
= 5 Fiatal (Pliocén/Pannon/Miocén) feddiiledékek
2 30%10 10-20 {(Homok, agyagos betelepiilésekkel)
® | _j0x10° | Utdnpétids: csapadék (kiscbb részben laterdlis sramlis)
) ’ Viztipus: Ca-Mg-HCO,
Meészkd (kizépsd- és felsb-tridsz)
E -
4,2x10 o (a fels6 része erGsen karsziosodott)
§ e *"% | Utanpétlis: csapadék (& idelglenes felszini vizfolydsok)
& |7 Viztipus: Ca-HCO,-CO,
Anhidrites mdrga/aleurolit (kGzépsf-triasz)
30- Vizzérd Gsszlet
‘ 180 m Viztipus: Ca-Na-SO,
Alsb-tridsz és felsG-perm homokkiévek
‘ 500- | 1.1x10° Kettds porozitdsd, repedésvizes rendszer
. ’ 1-5 | Uthnp6tés: a kiilszini kiblivisoknal csapadék
- 4,2x10°
Viztipus: felsd zéna: Ca-Mg-HCO,
kozépsl zéna: Na-Mg-CO,
alsd zbéna: Na‘SO,
okt BODAI ALEUROLIT FORMACIO
600 | ~30x10” (kbzépsé-perm vizzard dsszlet)
BOO m|Tktonzdls | < 1.5 A HLW végleges elhelyezésére potencidlisan
%arl;éh alkalmas képzddmény
ke Viztipus: Na-SO,
o B00- 5 Alsé-perm homokkévek €s riolit
1000 m !
' Kettds porozitisid, repedésvizes rendszer
G 5 Kristdilyos alaphegység
’ ’ (Granit/Metamorfitok)

Szerk.: Csicsak J. 1997

1. &bra. A Bodai Aleurolit Formacio (Nyugat-Mecséidtani szelvénye és vizfoldtani
rétegoszlopa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Mindbssze néhany évtizedre vezethetissza ismereteink a fold mélyebb rétegeinekivt

a tengeri Uledékek mikrobiolégiai vizsgalataval ¢sglatban. ZO BELL (1946, 1964) az
elssk kozott tanulmanyozta a mélytengeri Uledékek nblotgiajat. A mikrobialis
mineralizaciés folyamatokat d@zor kuribzumnak tekintették, de Kébi vizsgalatok
kimutattak, hogy sok Uledékes képmeény, mint példaul a fém-szulfidok, vas-oxidok,
karbonatok, agyagok, oxidok és szulfidok mind mikélis mineralizacios folyamat
eredményekeént j6tt létre. A fold alatti kdrnyezethmindenitt kimutathatok baktériumok,
ahol a lbmérséklet 110 °C alatt van és viz elegemdennyiségben all rendelkezésre. A
baktériumok szdma néhany szaztél néhany millié® /atajviz, g tledék vagy chrszilard
felilet. A faji diverzitas meglehé&ten nagy. Direkt és indirekt mérések azt mutatjdiyy a
talajbaktériumok élk és aktivak, bar aktivitasuk rataja alacsonyabimt m foldfelszini
koérnyezetben. A fold alatti baktériumok szamara Ina¢@rozo jelerdisédi a romerséklet, ill.

a viz és a hasznosithaté energiaforras milyens&gPERSEN 1995).

A kiégett fitéelemek biztonsagos tarolasanak kérdéseivel 198€smk a nem
biologus szakemberek foglalkoztak. WEST és munkaid1982) tekintették at adzér a
mikroorganizmusok extrém kornyezeti feltételek Kiizétoleranciajaval kapcsolatos
vizsgalatokat, és a mikroorganizmusok lehetségdasai a nuklearis hulladéktarolok
integritasara.

Atfog6é ismeretek szilkségesek a radioaktiv hullaRéknikrobialis degradacios
folyamatairdl, hogy élrejelz5 modellt lehessen kidolgozni a radionuklidok éskog fémek

koérnyezetbe tortéhtranszportjanak kockazatbecslésére (FRANCIS 1990).
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A kiégett fitéelem uranium-dioxidot (Ug) és hasadasi termékeit tartalmazza, ebben a
matrixban inhomogénen beédgyazodva aktiniddkat walkdl A kiégett fitéelem kis
fémtartalma részecskéket, pl. pallddiumot, valargérokat is tartalmaz. A cézium és jod a
fellleten talalhatdé. A kiégettiiféelem radionuklidjainak bomlasakoré hés radioaktiv
sugarzas keletkeziki( 3, y, illetve neutronsugarzas). Az 6sspe®sp-sugarzast, valamint a
y-sugarzast és neutronok nagy részét elnyeli a képsanyaga. Az U@ oldhatésaga
talajvizben nagyon kicsi. Azonban ha a viz behat@nfitéelemekbe, a cézium és a jod
kioldodna a vizzel. Az aktinidak kis oldhatésaggahdelkeznek a reduk@lt talajvizekben.
Baktériumok jelenléte esetén a radionuklid transzpalajvizekben kilonbédz mdodon
valtozik meg. A mikroorganizmusok megfédoriimények k6zott a fémeket oldatba viszik,

és mobilizacio vagy immobilizacio vagy, egyszetielt folyamat is lejatszédhat.

2.1Fémek és radionuklidok bakterialis mobilizalasa
A fémek és radionuklidok kioldédasa enzimatikusdaxios-redukcids reakcioknak,
asvanyi vagy szerves anyagcseretermékekifgsgnek, vagy a pH csdokkenésének tudhaté

be.

2.1.1 Enzimatikus oxid&cio
A szervetlen fémvegylletekba fém - amelynek egynél tdbb oxidaciés allaposa,vés
magasabb oxidaciés allapotban kevéshé oldhatd imatikus oxidacidval eltavolithaté az
oldatbal.
A vas- és kénoxidalé baktériumok, mint példaulThiobacillus ferrooxidansT.
thiooxidansjelenths szerepet jatszanak az uran éradikbrténs kinyerésében. Az urén

kioldasaT. ferrooxidansszal indirekt és direkt folyamatok hatasara megybeé
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Indirekt hatas:
UO, +2 Fé" - UO, +2 Fé"
Direkt hatas:
UO,- UG
A reakci6 soran keletkéA¢€" - ionokat aThiobacillus ferrooxidansijra oxidalja:

AFE" + 0O+ 4H - 4F€"+2 HO

2.1.2 Enzimatikus redukcio

Enzimatikus redukciés folyamatokat a fakultativ ésebligat anaerob
mikroorganizmusoknal mutattak ki. Az uran anaerofxiiknények kozotti redukcioja
szulfatredukalo baktériumokkal a kévetkez

UO” + HS— U + 2 H + &

Anaerob korilmények a leggyakoribbak a legtobb dudlklerak6helyen, és az
anaerob mikrobialis aktivitas szignifikansan hazarves vegyluletek, radionuklidok, toxikus
fémek transzportjara és transzforméciojara. Azonkaeméssé ismertek a mechanizmus
részletei, kiléondsen a bakterialis hatas termésxetaértéke anoxias kdrnyezetben. Anaerob
korilmeények kozoétt a fermentacios termékek, mint gterves savak és aminosavak
akkumulalédnak és ligandként szolgalnak (BLOOMFIEIES PRUDEN 1975, KEE és
BLOOMFIELD 1962).

Anaerob kdrtlmények kozott a szerves vegyuletekraokidok reduktiv olddédasat
eredmeényezik. Ez a redukcio, pl. Mn (ll1,1V), FalX]l Co(lll), Ni(lll) oxid esetén néhany
nagysagrenddel noveli az oldhatésagot (STONE 19887). A mikroorganizmusok szintén
szerepet jatszanak a fémoxidok direkt vagy indi@itdasaban. A direkt hatas a fémoxid
enzimatikus reduktiv oldédasa, ahol az oxid egyntedlis elektronakceptor, az indirekt

mikodés a mikroorganizmusok altal termelt anyagdsarekeknek, pl. szerves savak és
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kelatképd vegyiletek képiaésének tudhatd be és ezéltal a kbzeg pH csOkkeziesA
vasoxidok mikrobdlis redukcidja és oldodasa anadwdtillmények kozott széles korben

tanulmanyozott (GHIORSE 1988).

2.1.3 A mikroorganizmusok altal termelt komplexkép® vegytletek

A természetes rendszerekben, mint pl. a talajbaiénaek kilonbod oxidacios
allapotban vannak jelen, amelyek gyakran nagyowritids tulajdonsagokat mutatnak. A
komplexképd szerek kémiai jelefisége, hogy a fémek helyzetét képesek megvaltozatni
biolégiai rendszerekben. A komplexek két vagy toblyan egyszdibb vegylletbl
képadnek, amelyek kilon-kulon is léteznek.

Fém + Ligand= Fém komplex
Me L MelL
Me: ion v. atom, L: funkcionalis csoportot tartalm@nint =O, -N=,-S-)

Barmely vegyulet, ami a fenti folyamaton kereszgly kémiai kombinaciot képez
kationnal, komplexkégzszer v. komplexans. Egy vagy tobb féntkbelye van. Ezeknek a
fémkot helyeknek mindegyike funkcionalis csoportot tarat (pl. amino, imino, karbonil,
éter, alkohol, karboxil, szulfonil). A két funkciéahs csoportot tartalmazé, ezaltal a fémmel
gyurit képad vegylletet kelatnak nevezik. A legtobb természetadszerben, ami kémiailag
nem definialhato, egyedi ligandokat lathatdan nehet azonositani, hanem a rendszer 6sszes
komplexacids kapacitasat hasznaljak helyette. Aderacios kapacitas tobb paraméiert
fugg, beleértve a pH-t, fém és ligand koncentrada efisséget és redox viszonyokat. A
mikroorganizmusok altal termelt komplexképzegyileteket két csoportba oszthatjuk:

- mikrobidlis anyagcsere és degradacids végtermgkekgyszei szerves vegyuletek

(alacsony molekulattmégszerves savak és alkoholok) vagy makromolekularis

humin és fulvinsavak.
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- mikrobak altal termelt olyan anyagok (exudatumakhelyek edallitasat specialis
fém ionok jelenléte vagy hianya idézégpl. vaskdd szideroforok és toxikus fémkit
fehérjék.

Optimalis kortlmények kozott, oxigén jelenlétébenkamplex szerves anyagok
kulénbo®d anyagcsere utakon at bomlanak le végtermékekeém-dibxidra és vizre. A
hulladék lerakdhelyen és a legtdbb talajban azoglyakran szuboptimalisak a kérilmények,
pl. alacsony vizaktivitas, a pH semle@éstalo eltérése. Ezek kozott a korilmények kozott
gyakori a nem teljes, inkomplett anyagcsereut,salag molekulatomdgszerves savakat és
alkoholokat eredményezve (FRANCIS 1982).

Kis molekulatomety szerves savakat és alkoholokat figyeltek meg raditidok kis
aktivitasu lerakdhelyein. Feltételezték, hogy ezekegyiletek komplex szerves anyagok
anaerob kortlmények kozott tortémikrobialis degradacidjabol szarmaznak (FRANCIS,
1982). Tisztan kémiai adatok alapjan néhany szesassés harom szintetikus komplex
komplexképsd képességét hasonlitottak dssze. Medfigyelték, lrokgymplexképi képesség
a fém oxidacioés allapotatol fugegn a kdvetkez sorrendben csokken:

DTPA (dietilén-triamin-pentaecetsav)> EDTA (etHdmmin-tetraecetsav)> NTA

(triecetsav-nitril)> humin, trikarboxil> dikarboxilmonokarboxil savak.

2.1.3.1 Nagy makromolekuldju ligandok

A szerves anyagok, éisorban a lignin és celluléz mikrobiadlis degradéaidpran
nagy makromolekuldju vegyuletek képinmek, amelyek a lebonthatd szerves szén (DOC)
40-90 %-at képviselik. Ezeket a makromolekulakazésségében humatoknak nevezik és
harom frakciéra oszthatok:

- huminsavak, olyan vegyiiletek, amelyek oldhat@klagban és kicsapodnak

alacsony pH-n,
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- fulvinsavak, kis molekulatdmégsavoldhat6 vegyuletek,

- maradék humin frakcid, nem extrahalhaté sem &gal, sem Iuggal.
A protonok disszociacidja a huminsavakban jelerd lamninocsoportokrél 0j kéhelyeket
alakit ki, és ez azt jelenti, hogy a fémek, mintgn, Cu és radionuklidok humétokkal val6
komplexe nagymeértékben pH-fijgMANTOURA et al. 1978, RASPOR et al. 1984,
YAMAMOTO és SAKANOUE, 1982, BOCKELMANN et al. 200F|ERER et al. 2003).

Lugos pH-n az anionok kompeticioj@é a kothelyekért. Szerves anyagban gazdag
kornyezetben a humatoknak nagyobb affinitasa vddneaekhez, mint néhany szervetlen

ligandnak, &t relative eés komplexeket képeznek.

2.1.3.2 Mikrobialis exudatumok

A mikrobialis exudatumok nagy féemkbaffinitast mutatnak mar nyomokban is. Ezek
a vegylletek hatékonyan kotik meg az esszenciélisidnokat vagy egy komplexképz

mechanizmus részét képezik, hogy megovjak a sejeelaxikus elemekit.

2.1.3.3 Szideroforok

A Fe(lll) molekulak oldhatésaga és transzportjanmikganizmusokban val6s#ileg
az egyetlen rendszer, ami részleteiben tanulméantyokwas esszencialis eleme mindeé él
szervezetnek, gyakran azonban nem kivanatos & szjfenara. Ezért az aerob és fakultativ
anaerob mikroorganizmusok egy modszert fejlesktekiea Fe(lll) oldhatova tételére és
transzportjara. A baktériumok egy relative kis rkalatomed, Fe(lll) ko ligandumot
termelnek, amit sziderofornak neveznek (NEILANDS819 1988). Ezek a ligandumok
esszencidlisan specifikusak Fe(lll)-ra és az olttat Fe(lll) ionnal oldhaté komplexet

képeznek, ami a sejtbe specialis transzportrendggén tud bejutni. A szideroforok
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katekolatokat (R=H, OH, X=0O, N) fenolatokat (-CyRagy hidroxamatokat tartalmaznak,
mint kot csoportokat. Az enterobaktin és a ferrikrom a kel és a hidroxamét csoport két
prototipusa, és sok sziderofor struktUradlabkét alaptipusbdél szarmazik. Bar a szideroforok
specifikusak Fe(lll)-ra, komplexet tudnak képezrasmharomvegyértékfémekkel is, pl.
gallium(Il), krém(ll1), aluminium(lll), szkandiumindium, illetve esszencidlis fém ionokkal
pl. Mg, Mn, Ca. A radionuklidokkal, pl. Pu(IV) s#én tudnak komplexet képezni, és a tdbbi
aktinidaval is. A Pu(lV) és a Fe(lll), a Pu(VI) &g(IV) hasonlésagokat mutatnak biokémiai

és kémiai jellemédkben (BULMAN 1978).

2.2  Afémek és radionuklidok bakteridlis immobiliAlasa

A toxikus fémek és radionuklidok immobilizacidjahkt precipitacio, bioszorpcio és
bioakkumulacié. Ezeknek a folyamatoknak nagy jéle@dgik van, mivel alkalmasak
lehetnek a toxikus fémek és radionuklidok szenrsktigl torténs eltavolitasara (LLOJD

2003).

2.2.1 Precipitacié
A fémionok oldatban tortén kicsapasanak példaja a szulfidképzés. A legtbbb
fémszulfid oldhatatlan vizben. E szulfidok stab#ia 6leg az anoxias korilmények
fennmaradaséatél fugg. A szerves foszfatok mikrabiadegradacioja orto-foszfatokkéa
fémkicsapddashoz vezet fém-foszfat formajdbétegf pH 7 felett. A kdvetkdyz anionok
oldatban val6 éfordulasa esetén is&brdulhat precipitacié: § HCOy, CO°F, SQ%, OH
R-A-M + S - R-A +MS
R: sejtfal polimer, A a polimer anionos része, M: kation
Pl. Fe esetén

R-A + F€'- R-A-F€* + 0,75 Q+ 4,5 HO - R-A-Fe*-Fe(OH) + Fe (OH}+ 3 H'
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A fém precipitdtumok, mint példaul a ferrihidritiindulasi helyként szolgalhatnak a
tovabbi fémkomplexumok képdésének szamara (FRIMMEL és GEYWITZ 1987). Ezek a
fém precipitatumok zarvanyokat alkotnak, amelyelorggn Bnek, gyakran elérik a sejt
méretét. Novekedésiik soran felhasznéljak az olgaméiérhet anionokat, mint a5 OH

vagy HCQ'.

2.2.2 Bioszorpci6

A bioszorpcio a toxikus fémek és radionuklidok nenzimatikus folyamatain
alapulnak, ilyen az adszorpcié. Az adszorpcid aid@dmem specifikus kotése a sejt
fellletéhez, vagy extracellularis poliszacharidaklvagy fehérjékhez (VOLESKY 1990). A
baktériumok, a gombak, éleékt algak sejtfala hatékony bioszorbens. A GrampoAs
Gram-negativ baktériumok fémmegkdkapacitasa kozott kiulonbség van. A Gram-pozitiv
baktériumok nagyobb mértékben koétik meg a fémiohokdvel a sejtfalak & komponense
peptidoglikan, ami felés a kotésért. A Gram-negativ baktériumoknal eztegréagyon
vékony (FERRIS és BEVERIDGE 1986).
Néhany fém bakteridlis szorpcidja a Freundlich-fédszorpciés izoterma linearizalt
egyenletével irhato le:

logS=logK+nlogC

ahol S az abszorbeélt fémmol- g, C az oldat egyensulyi koncentréacigjaol-I*, K és n a
Freundlich konstansok (MULLEN et al. 1989). A fémikat mind az é, mind a holt
biomassza képes megkotni (SAG et al. 1999, SAG. €080). A megko6tott fémionok savas
kezeléssel vagy kelatképzszerekkel tavolithatok el. A baktériumok melleghany ipari
fermentaciobdl szarmazo gomba is szamitasba jitiet,iparilag jelenis bioszorptiv anyag.
Sok faj esetén nagy a sejt kitintartalma, és aramk-acetil-glik6zamin tartalma hatékony

bioszorbens. A Saccharomyces cerevisiaesejtfalaban a foszfat-csoportok az
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urankomplexacio kéhelyei. Rhizopus arrhizusesetén az urdn és térium &delye a

kitinkomponens. A kitozannak és a glikannak szijgénts bioszorpcids kapacitasa van.

2.2.3 Bioakkumulacio

A bioakkumulaciét a kovetkézfémekre irtak le: higany, 6lom, ezist, kadmium,
nikkel, *¥'cézium,*%kobalt, **stroncium, pluténium és urén. A toxikus fémek inefularis
akkumulaciéja energiafuggranszport-rendszer jelenlétének fliggvénye (GADBS).

A toxikus fémek atvitele a sejtmembranon térténioepumpaval, ioncsatornakon
keresztll, hordozd kozvetitésével, endocitézissal, membran permeabilitds teljes
megvaltozdsaval vagy a lipidek permedbilitdsandtozasaval.

A sejtmembranok permeabilitdsanak névekedése in@vebxikus elemeknek az
intracellularis fémkdt helyekhez valé kapcsolédasanak a mértékét, éslindgvpassziv
akkumulaciét is. A fémek és radionuklidok bekertl@esejt anyagcsereutjaiba, vagy inaktiv

formdban komplexet képeznek mas nagy aktivitdsntigmokkal.

2.3 A mikrobidlis gaztermelés és -fogyasztas

A baktériumok gaztermelése kulonidofolyamatok eredményeként mehet végbe
(CHRISTOFI és PHILIP 1997, BACHOFEN et al. 1998 [FHRSEN 1999, VERRHIEST et
al. 2002). Az aerob degradaciés folyamatok, azdégea szerves anyagok anaerob |égzése
mind termel szén-dioxidot a rendelkezésre allo vaeranyagoktél fuggen. Hidrogén az
erjedési folyamatokban szabadul fel, dinitrogéidrdgénszulfidot és metant a baktériumok
az anaerob légzési folyamatokban termelnek (BJORDNEM\ 2003). Gazok szervetlen
folyamatokban is kéglhetnek, mind a radiolizis, mind & kagy a kémiai korr6zi6é soréan.
Telitédéskor, vagy ha a nyomas leesik, gazbuborékokdkiyek. Az egyik baktérium altal

termelt g4zt szimultan vagy kb (pl. ha a kornyezeti feltételek megvaltoznaky egsik
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baktérium felhasznalja. Példaul ha metan és higdré@psdik anaerob koralmények kozott,
megfeleb elektronakceptorok jelenlétében (pl. nitrat vagylft) mas baktériumok oxidalni
tudjak a metant és hidrogént széndioxidda és vizzé.

Ha a fém hulladéktart6 megséril, a legrosszabbbeset radionuklidok vizzel
kerllhetnek kapcsolatba, és ez reaktiv radioliegisdményez. Ez a nem vart folyamat a
tarold6 kornyezetében a redoxpotencial ndvekedésitjav maga utan, ezaltaléna
radionuklidok oldhatésdga (CHRISTENSEN és BJERGBAKK982). Feltételezh&tn a
tarol6  kornyezetében a baktériumok kulonbdz anyagcseretipusba tartoznak.
Kdvetkezésképpen olyanok is lehetnek, amelyek &atas hidrogenazt termelnek. A katalaz
el tudja tavolitani a hidrogénperoxidot (ami azikggadiolizis termék, és ezaltal csokkenti a
tarol6  kornyezetének redoxpotencidljat). Litotrof akkériumok a  hidrogéngazt
energiaforrasként tudjak felhasznalni (PEDERSENG6)9%z oxigént pedig (a radiolizis
masik terméke) mint terminalis elektronakceptopdsek felhasznalni. Tehéat a radiolidisb
szarmazd kbl és Q baktériumok éltali felhasznélasaseyos folyamat a HLW lerakéhelyen

(PEDERSEN 1999).

2.4 Biofilm képzodés

A biofilmek tapanyagszegény kornyezetben Kéipek és €lnyds tulajdonsagokkal
rendelkeznek az oldatban szabadongléwikroorganizmusokkal szemben. Szinergista
szervezetet képeznek és olyan ¢sszetett folyamstlgfatszodhatnak, amilyenek az egyedi
sejtekben nem. A biofilmek vizes kornyezetben ndgyast gyakorolhatnak az elemek
transzportjara a  felvételikkel, adszorpcidjukkal é&omplexképzésukkel. A
mikroorganizmusok életképességére és anyagcseré@néén hatdssal van a biofilm.
Anyagcsere szempontbdl a biofilm baktériumok nenysegfien felszinre tapadt sejtek

(COSTERTON et al. 1994). Sok tulajdonsaguk megxalto pl. 500-szor rezisztensebbek az
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antibakterialis vegyuletekkel szemben (LAWRENCEet1994, JAIN 1995). A mikrobialis
biofilmek nemcsak nagy mennyidédemiont képesek megkotni természetes korilmények
kozott, hanem templatként is szolgalnak az oldleatasvanyi fazis kicsapaséra. FERRIS és
munkatarsai (1986) beszamoltak rdla, hogy a Fe, Mp, Cu, és Co biofilmekben
koncentralodik, és az extracelluléris polimer gyaktartalmaz vasoxid precipitatumot.

A biofilmképzédés gyorsasaga, struktiraja és a biofilm vastagshdelenlev
baktériumfajoktdl is fiigg. A biofilm baktériumok krobialis kb6zdsségben élnek, mar van
primitiv_homeosztazisuk, és primitiv kdzosségi shadivd rendszerik és anyagcseréjik
(COSTERTON et al. 1994).

A biofilmek képesek megkotni a radionuklidokat, €zgn addig, mig a biofilm
tapanyaggal torténellatdsaban valtozas nem kovetkezik be (BEVERIDE&EMURRAY
1997, STROES-GASCOYNE és WEST 1996). igy a biofkrhatasosan immobilizalhatjak

a radionuklidokat.

2.5 Vérhat6 korulmények a HLW tarol6ban

A svédorszagi szamitasok szerint a HLW tarold falsz a kezdeti dmérséklet
80 °C. A tavolabbi kornyezet ésozet romérséklete kb. 17-60 °C kdzoétt valtozhat
(ANONYMOUS 1983). Korulbelil 3000 év alatt csokken hbmérséklet 40 °C ala a
tarozoban. Ezen édzak alatt a termofil baktériumok a dominansak. efytdbb mezofil
baktériumot elpusztitia aéh kivételt képeznek a spéraképbaktériumok, amelyek spora
képzésével tulélik adnatast.

A sugarzas dozisteljesitménye a kapszula fellleé&hatéan 8,9 Gy/nap lesz. Ez a
dozis a legtbbb baktérium szamara letélis. Ezéitvaryald hogy csak a sugérzéssal

szemben rezisztens baktériumok tulélése varhaddaddtfelszinén vagy a puffer anyagban
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(PEDERSEN és KARLSSON 1995). Néhany baktérium,Dpinococcus radioduranisépes
toleralni 10000 Gy-t is, ha a besugarzas komplpkdzaegben torténik (MINTON 1994).

A hidrosztatikus nyoméas a téaroléban kb. 5 MPa depbén és 10-12 MPa a tarolo
fellletén. Ezt a nyomast a legtdbb baktérium képksalni, és ezért ez a korilmény nem
limital6 tényed a baktériumok szamara.

A talajvizek redoxpotencialja —100 és —400 mV kbxdttozik. A tarol6 lezarasa utan
az oxigén- és redoxfeltételek egywal lesznek a kornyéztalajvizek paramétereivel
(ANONYMOUS 1983). A tarol6 pH-ja a pufferanyag p&tgl fiigg, ami pH 8-10 kozt lehet
(PUSCH 1982).

A lerakbéhely Uregének zardsa utan egyre inkabb iasokorilmények fognak
uralkodni. Kezdetben aerob, fakultativ anaerottdrakmok elszaporodasa varhaté. Majd a
redoxpotencial cstkkenésével a mikroaerofil és hligat anaerob baktériumok fognak

uralkodni. A tarolé magas pH-ja inkdbb az alkalbfiktériumoknak kedvez.

2.5.1 A pufferanyag és a viz

A tbmoritett bentonit nagyon igéretes pufferanyagdioaktiv hulladék szamara, mert
j6 duzzaddképességgel rendelkezik, és szabalyozealax viszonyokat (ANONYMOUS
1983, BACHOFEN 1990, STROES-GASCOYNE et al. 1998)kereskedelmi MX-80
Wyoming bentonit 65-75 % montmorillonitot, 10-14 Rgarcot, 5-9 % fdldpatot, 2-4 %
csillampalat és kloritot, 3-5 % karbonéatot és ktmriés 1-3 % nehéz 4svanyt tartalmaz
(PUSCH et al. 1998).

A relativ vizaktivitds a taroldhelyen a talajvizekbhasonlé a tengervizhez (0,98). Ez
a vizaktivitas eléggé nagy ahhoz, hogy Iéhéttegye a legtobb mikroorganizmus tulélését és
életmikddését .Azonban a pufferben a koriimények telj@sésok. Az agyag dsszetétélét

flggoen (tiszta bentonit vagy vegyes, soval végiit sziklaval kevert) a vizaktivitds sokkal
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kisebb lesz, mint a kérnyézalajviz aktivitasa. Ez nagymértékben hatni folga&tériumok
tulélésére és aktivitasara (MOTAMEDI et al. 1996 DERSEN és KARLSSON 1995,
STROES-GASCOYNE et al. 1996).

STROES-GASCOYNE és munkatarsai (1997) két és fék &isérletet végeztek
Avonlea Na-bentonit és homok keverékével. Ezt afgpudinyagot 240 m mély furatba
helyezték. 394 medfigyelés eredményeként azt kapgtdlgy a baktériumok megoszlasa
(szama) kozel azonos a pufferanyag kulowbbdmérsékled helyein (20-55°C). Viszont
oriasi kulénbségek vannak a pufferanyag nedvessalenak fliggvényében (11-24%). Ha
a vizaktivitas a pufferanyagban csokkent, a baktéok szama is hagymértékben csokkent.

Tehét a viztartalom potencidlisan limitalo faktdeeakdhelyen.

2.5.2 Hogyan képesek a baktériumok a HLW tarol6tzennyezni?

Kétféle modon: vagy az épités soran vagy a talajvidrténs migracio soran. Az
épités soran a geologiai képményekbl vagy a felszinfl szennyeédésként kertilnek be
mikrobak. KARLAND és munkatarsai (1998) bentonitizamit 10% nedvességtartalomra
allitottak be, és 0,74 vizaktivitasnak felelt mekglilonb6® fizioldgiai csoportba tartozo
baktériumokat: SRB-t, termofileket, spoOrakéket, halotolerdns és sugarrezisztens
baktériumokat oltottak be. Majd egy fiilgges furatban elhelyezett réécseliletére
rogzitették, ahol admeérséklet 50-70 °C, ill. 20-30 °C volt. 3 nap mubsak aDeinococcus
radiophilug és a spéraképzbaktériumokat tudtak kimutatni. 18 honap utdn é8@0C-nak
kitett hely6l az endospérasok kozil csabanigrificansvolt kimutathato.

Kontaminacié kovetkezhet be a talajikla tarozé lezardsa utan. A bentonit agyag
lassan abszorbealja a vizet. Amint az abszorpcivmkezett, agyaggél kéfdik. E
korilmények kozott a talajviz baktériumai bejutl@tna bentonitba, azonban nagyon

korlatozottan (STROES-GASCOYNE és GASCOYNE 1998} ék pedig az, hogy a

24



bentonit porusai vizzel teljesen telitett formabamnométer méréek, a baktériumok,

amelyek mikrométer mérgtk, nem tudnak rajta athatolni.

2.5.3 A baktériumok aktivitdsanak hatasa a radionilidok mobilitaséara

A radioaktiv hulladékok tarolasakor anaerob és katiuarolasi viszonyok lennének
kedvesbbek két & ok miatt. Egyrészt néhany fontos radionuklid imiheken kdrilmények
kozott, de mobil oxias feltételek mellett. Masréaatéz (a hulladéktarolé kapszula anyaga)
kevéshé érzékeny a korrézidra anoxias korilményedotk. Az oxigént a bentonit agyag és
mas tolbanyagok megtartjak, de a szervetlen reakciok k@zdben 300 év alatt éftik.
Sok baktérium fogyaszt oxigént a szervesanyagokni@isa soran, és ezzel ezt aétid
csokkentheti. Oxigén hidnyaban az erjedés és agr@mdégzés kerll &érbe, amikor is
szerves savak és hidrogén kéqhik.

A baktériumoknak, amelyek metabolizédljagk a szemgagokat, a tarold
kornyezetében pozitiv szerepuk lehet, mivel fogijdkzaz oxigént és csokkentik a
redoxpotencialt, de ugyanakkor mas aktivitdsuk tiegehet. Egy ilyen példa a negativ
hatasra a szulfatredukalé baktériumok (SRB) szuffatkénredukcioja szulfidda, ami aztan a
rezet korroddlja. A térolé tartélyok, konténerekkrabialisan indukalt korrézidja potencidlis
probléma a biztonsagos tarolas soran. A szulfak@dkhoz Gram-negativ (Proteobacteria)
és Gram-pozitivijesulfomaculatum, Desulfovib)ibaktériumok is tartoznak. Pozitiv hatasa
a szulfatredukalé baktériumoknak, hogy redukdljak cddott és a mobil uran (VI)-ot
oldhatatlan uran (1V) csapadékka, ezaltal az urigmduioja lelassul (LOVELY et al. 1993).

Egy masik pozitiv hatdsa az SRB aktivitasnak, hagyzulfidtermelés csokkenti a

redoxpotencialt, ezaltal csokkenti a radionuklidogbilitasat.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Mintavétel és a mintak szarmazéasa

Mikrobiologiai mintavételezést végeztink a Mecsdkicbanyaszati Vallalaio-
kutatévagataban (Melléklet 1. kép) harom alkalomma®97. és 1998. oktdbere kozott. A
vagathajtas utan egy hénappal tortént ag eimtavetel. A tervezett hulladéktarolo helyét a

Nyugat-Mecsekben a kdvetkieabra mutatja (2. abra).

l Tervezett mélységi hulodékiaroid ]
2 Foldtani szelvenyvonal

O Aknak

ATqro

2. abra. A Nyugat-Mecsekben tervezett mélységialéktarol6 helyének térképvazlata
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3. 4bra. A kutatévagatok térképe néhany mintaviedji feltintetésével.

A 3. abra a kutatdévagatok térképét mutatja a flwdselyének feltiintetésével. A

kulonbo® meélységekbl szarmazd vizmintakat mintavév segitsegével vettik és steril
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1 literes (ivegekbe toltottiik. Minden vizmintab6D5EnT-t anaerob tartéba is helyeztiink a
késsbbi anaerob tenyésztéshez. A mintak laboratoriumidolgozasa 4 O6ran belll
elkezadbdott. A mikrobioldgiai vizsgalatokkal parhuzamosanizmintak 8 fizikai és kémiai

paramétereit a Mecseki Ercbanyaszati Vallalat latdoiumaban vizsgaltak meg.

Leveg

Az a2 vagatban helyeztink el 15 darab nyitott, Nutregert tartalmazé Petri-
csészét, 20 perces expoziciéval. Aerob moédon idkuk 8 darabot 35C-on 4 napig.
Anaerob modon 7 darabot inkubaltunk 30-35-on 4-14 napig, majd a kitt telepeket
izolaltuk (HORVATH 1980). (A felhasznalt taptalajalsszetételének bemutatasa a fejezet

végeén talalhato.)

Rétegviz

Minden mintabol higitasi sort készitettink és MPMdseerrel anaerob csiraszam
meghatarozast végeztiink. Minden mintabél 3 x 106-tcezirtiink Millipore HAWP SO
membranfilteren (0,45um). Az egyik s#répapirt Nutrient-agarra téve aerob csiraszam
meghatarozast végeztiink, 5 nap®850s inkubalas utan. A makro- és mikromorfologigila
kulonbo telepeket izolaltuk.

A mésik két membranfilteren lévbaktériumokat 10-10 cirfiziolégias séoldatban
szuszpendaltuk, majd 2,5 ket kémcstvekbe mértiink API, ill. szulfitagarba é
agardugoval zartuk. Az API taptalaj a szulfatredokaa szulfitagar a kén-hidrogénterriel
baktériumok kimutatasara szolgalt. Inkubalas@zn, illetve 35°C-on tortént (HORVATH

1980).
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Technikai viz

A technikai viz a furdsbol szarmazo, a forrasolévét 6sszekeveredett és az emberi
tevékenységnek és szennyezettségnek hosszu ideiggango vizeket jelenti. A technikai
vizmintékat a tobbi vizmintdhoz hasonldéan kezelt#qkkal azonos vizsgalatokat végeztiink

rajtuk (HORVATH 1980).

Aleurolit k 6zet

A mintakat a vagatfalakrol vettik. Steril eszkdzékkiss Kzetfelszint alakitottunk
ki, melybsl 1-50 g tdmef kézetdarabkakat vagtunk le, és steril tartokba héljezA
mintakbdl 10-10 g-ot steril dorzscsészében 96 fimpldgias séoldatban homogenizaltunk,
utana egy Orat razattuk, majd higitasi sort kégiiftk és a vizmintaknal leirt vizsgalatokat
végeztik el (HALDEMAN et al. 1995). (Aerob és ar@dedsszcsiraszam, szulfatredukald- és

kénhidrogéntermélbaktériumok.)

Dorzsmintak

A vagatfalrdl, ill. oldalfalakrél enyhén nedves ritdaamponnal 19 fellleti mintat
vettiink. A mintakat 5-5 chrsteril fiziol6gias séoldatban szuszpendaltuk. Adpaktériumok
kimutatasara, ill. izolalasara 0,1 &mnszélesztettiink Nutrient agarlemezre. Az anaerob
baktériumok kimutatasara 1 & oltottunk Nutrient Broth-ba, majd paraffinnalzéetuk
(HALDEMAN et al. 1995). Minden mintabdl a savterdbaktériumokat is kimutattuk

Hugh-Leifson tapkézegben.

3.2 Sziderofor-termelés kimutatasa

Az izolatumok sziderofor-termelésének kimutatasatonkazurol agarlemezen

vegeztuk. A szideroforok kis molekulatoniegeptid molekulak. Baktériumok és egyes
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gombék akkor kezdik szintetizlni, ha az él@tadésikhoz szikséges vasat nem tudjék
kornyezetikBl felvenni. A sziderofortermelés kimutatdsa agadeen torténik. A taptalaj
krom-azurol festékanyagot tartalmaz, amely a femgsal komplexet képez. Ez a komplex
kék sziri. Ha a ferri-vas-krém-azurol komplexhez olyan amtagdunk, amely a vassal
erosebben komplexet képes alkotni, mint a krom-azuakkor a krém-azurol-ferrivas
komplextdl a ferri-vas felszabadul és az 6sebb komplexképz vegyullettel képez
komplexet. A ferri-vas mentes krém-azurol festékanasséarga szin Az agarra oltott,
sziderofor-termelésre képes mikroorganizmusok safdg termelnek vasigényik
kielégitésére. Az agarba kivalasztott sziderofd@isebben koti a ferri-vasat, mint a krom-
azurol, igy a ferri vas-ionok atkeriilnek a festélakolakbdl a vasszallité molekuldkba. A
vas-ionokat nem tartalmaz6é festék narancssargarikgnt jelentkezik a telep korul
(Melléklet 2. kép).

Az indikator krém-azurol oldat elkészitése: 40°cirB2 mg/l HDTMA (Hexa-decil-
trimetil-ammaonium-bromid) vizes oldatot készitettlikhhez alland6 keverés mellett 1 mM
FeCk x 6H,O 10 mM soOsavban elkészitett oldatat csepegtettiink andazurol-HDTMA
oldatdhoz egészen addig, amig a keletkezett ohila¢ :rarancs-sargarol kékes-lilara csapott
at. E kékes-lila szin jelezte, hogy a kromazurstdket telitettiik ferri ionokkal (KONYI et

al. 1997).

3.3 Aerob baktériumok spéraztatasa

A baktériumokat Potato Dextrose Agar fellletéreleszgettilk és 9 napig 37 °C-on
inkubaltuk. ldnként mintat vettiink, és mikroszkoppal etigntiik a spérasodast. Amikor a
sporédk ardnya 90 % volt, steril desztillalt vizZeszegijtottik a sporakat, haromszor
mostuk steril desztillalt vizzel. Majd a szuszpéhB0 °C-on 15 percig dkezeltiik, hogy

inaktivaljuk a maradék vegetativ sejteket, tlgtik, még haromszor mostuk és végul
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reszuszpendaltuk desztillalt vizben, hogy 8poéra/critt kapjunk (TALLENTIRE és KHAN

1975).

3.4 Anaerob baktériumok spéraztatasa
Az R. C. M. tplevesben elszaporitott baktériumotatrifugaltuk, és sporaztato
oldatban tenyésztettilk 3C-on 14 napig anaerosztatban.

Spoéraztato oldat:

Tripton 50 g/l
Pepton 5 g/l
Na-tioglikolat 14/

Desztillalt viz 1000 cin
Sterilezés: 121°C-on, 15 perc, pH: 7,2.
A sporakat centrifugalassal @jiottik 6ssze, a mosas az aerob sporapreparalasisonléan

tortént.

3.5  Gaztermelés kimutatasa

Aerob térzsek gaztermelése

Durham-csévet tartaimazé 10 EnBrillantzold-lakt6z-epe levesbe (E. E. Broth)
oltottunk 0,1 cr inokulumot (az izolatumok 18 éras Nutrient Broth-gtt tenyészetéh).

Inkubalas: 32C, 4 nap. A Durham-ében a buborék jelzi a gaztermelést.

Anaerob térzsek gaztermelése
A CO., ill. Ho-termelést R. C. M. levesben vizsgaltuk, amelybehm-csovet
tettiink. 4 napos inkubélas utan anaerob kortlmékgpektt NaOH-szemcse hozzaadasaval

dontottik el, hogy a kapott gaz €@agy H.
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Az anaerob baktériumtorzsek @Gkermelését Ruhland-féle taplevesben vizsgaltuk

(Durham cével kiegészitve) (HORVATH 1980).

Nitratredukcio és denitrifikacid
A vizmintakbdl az izoldtumok nitratredukciojanak mkitatasat Durham-ésgel
kiegészitett nitratlevesben végeztik egy hét 3r*@rtérd inkubalas utan.
Nitritreagens, nitratreagens, illetve Nessler-reageegitségével dontottik el, hogy tortént-e

nitratredukcio illetve denitrifikacio. (HORVATH 198

3.6  Fémionokkal szembeni rezisztencia kimutatasa

Az aerob izolatumokat minimal taplevesben (OPCAYI® tenyésztés utan minimal
agarlemezekre kentik ki. (A taptalaj 6sszetéteteeliékletben talalhatd.) Az agarlemékb
elézéleg steril dugoéfaréval 6 lyukat vagtunk ki Petriésgénként. Az agarlyukakba adagoltuk
a kulénb6d koncentraciéju fémoldatokat (Cr: 100-650 mg/l, BB:400 mg/l, Cd: 100-200
mg/l, 50ul-t). Inkubélas utdn meghataroztuk azt a fémkonéeidt, ami gatolja a baktérium
szaporodasat (2-4 mm gatlasitgy a lyuk kordl). A fémoldatokat bidesztillalt vizzel

készitettik, élszor a torzsoldatot €s abbdl a higitasokat.

3.7  Néhany toxikus fém bioszorpcidja/bioakkumuladja

Az aerob, ill. anaerob izolatumok 24 éras, ill. @pons biomasszajaval végeztik a
kisérleteket 100 choldattérfogatban. A vizsgalatokhoz 18-18 torzsaasztottunk ki. Az
aerob torzseket 100 érilutrient Broth-ban 32C-on razatva, az anaerob térzseket R. C. M.-
ben anaerob modon szaporitottuk el. A 24 oras ig@ello 1 hét (anaerob) inkubalas utan a

baktériumtomeget (6500 ford./perc) 15 perc cergafassal valasztottuk el a taplevst
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majd bidesztillalt vizzel mostuk, és a baktériumsémeget 20-25 mg/ml koncentracioju
Cd(NGs), vagy CrC} oldataval razattuk 2 éran at.

Kétoras razatas utan centrifugalassal (6500 fatthérc, 15 percig) valasztottuk el a
fotométerrel (Varian AA-7) hataroztuk meg. A bakiénsejt tomeget 108C-on torté 2
oras szaritas utan mertik és a baktériumok alattefém mennyiséget a baktérium szaraz
tobmegére vonatkoztattuk. A biomassza altal akkulhd@&mmennyiséget az adszorpcios
folyamat ebtti és utani femkoncentraciok kilonbsegeskzamoltuk ki.

Az atomabszorpcids mérés hibdja: kimutatasi h@t@07 mg/l , mérési hibad,02 mg/l.

3.8  Szervessav-termelés mérése Boehringer—-Mannheim tdsg

Kivalasztottunk 30 izolatumot, amelyeknek megmédilecetsav, citromsav, oxalsav
termelését Boehringer-Mannheim teszttel. (Csak lkerméhdrom savnak a mérésére volt
lehetiséglink.) Az izoldtumok 72 éras, Nutrient Broth-b@imtérs tenyésztése utan a
tenyészetet centrifugaltuk 4500 fordulat/perccepitcig. A felliliszo6t dkezeltiik 80 °C-on,
15 percig. Majd a fellliszd extinkciojat mértik 340m-en, HITACHI 220A

spektrofotométeren a gyartd utasitasainak megtaiel

3.9 Biofilmképziodés

A baktériumok megtapadasat és biofilim kégpését atomeér mikroszkdppal
tanulmanyoztuk (AFM: atomic force microscopy). Eztechnika alkalmas arra, hogy
nanométer nagysagreh#épet kapjunk a vizsgalt felllétr legyen az baktérium vagy akar
fém. Nagy ednye még az is, hogy vizes oldatokban, in situ rfathyontast megfigyeléseket
lehet végezni. A képalkotas atmoszférikus nyomésorenik, folyadékkamriban, ezaltal a

biofilm nem szarad ki. Az atom&mikroszkOp azért 8hyos erre a feladatra, mert nem
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szlikséges a vizsgalathoz a baktériumok elolésegzétése, és nem kapunkiterméket. Az
AFM technika egyike a leghatasosabb on-line teciknikk. Nagy felbontdsiu két és
haromdimenziés képeket lehet vele késziteni kilahbdnyagok felszinél. A biologiai
struktlrdk vizsgélata mellett a korrozios folyankatemutatasara hasznaljdk (TELEGDI et
al. 1998). Nagyon fontos viszont, hogy a felllet@tin a baktériumokat meg akarjuk
vizsgalni, ebszor SiC papirral (méret:1200), majd 0,@fh—es gyémantpasztaval nm-re
egyenletesre kell csiszolni. A bodai agydlgi 10x10 mme-es csiszolt lapocskakon kdvettik
nyomon a biofilm kialakulasat. A vizsgalt mikroorgamus a K/5 jdl izolatum volt. A
baktérium 24 6ras tenyészetél§Nutrient Brothban) 3 crht oltottunk higitott, gliikozzal
kiegészitett taplevesbe (14 TiNutrient Broth, 83 crhfiziolégias séoldat, 0,5 g glikoz).
Steril Uvegekben négy részre osztottuk a taplewedgraktuk a steril aleurolit lapocskakat.
Az inkubalas kezdetekor, 2 hét mulva és 2,5 honalvanvizsgaltuk a biofilm kialakulaséat
atomet mikroszképpal (Nanoscope IlI, Digital Instruments) Kozponti Kémiai Kutato

Intézetben. A biofilm vizsgalata kontakt modbartéit.

3.10 Sugarrezisztencia meghatarozasa

A baktériumok sugarérzékenységének meghatarozasandbesugarzast®’Co
SZOVATOM RH+-30 készilékben végeztik, 2,0167-2,0475 kGy/oraistEesitmény
intervallumban (GAZSO 1997). Az aerob és anaerolktébmmszuszpenzidkat (10
baktérium/ml) 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 és 3,2 kGy-eletMe az aerob és anaerob spoéra-
szuszpenzidkat (I&pora/ml) 1, 2, 3, 4 és 6 kGy-el, szobmérsékleten sugaraztuk be. Az
aerob besugéarzas levidmpn, az anaerob besugarzas nitrogén atmoszférdivemtt A
besugarzas utan a tidbaktériumok szamat Nutrient-agaron hataroztuk meginkubalas

aerob vagy anaerob modon 35°C-on 72 oraig tort&ntalélési gorbéket négy kisérleti
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pontbdl hataroztuk meg és mindegyik ponthoz négshymamos agarlemez eredményét
hasznaltuk fel. Minden Kkisérletet legalabb kétsaergismételtiink. A tulélési gorbe egy
exponencidlis egyenlettel irhat6 le (ALPER és GR.[11960):
S =a*®, amelynek linearis formaja a kovetkez
InS/So =In n-k D,

ahol S: a tulél mikrobdk szadma D doézisnal, So a kiindulagi élikrobaszam, k a gorbe
meredeksége vagy inaktivacios konstans, n: extaapid szam (a vall nagysaga). A talélési
gorbék lineéris vagy kozel linearis format adtakgébék illesztése a legkisebb négyzetek
elve alapjan tortént. A szérasanalizisre F-prolzatszignifikdns eltérések vizsgalatara

kétmintas t-prébéat hasznaltunk (0,95 val68zéyi szintnél).

3.11 Alkalmazott taptalajok

- Nutrient Broth No. ZOxoid CM 67) (Aerob baktériumok izolalaséra, tésztéseére)

- Nutrient Agar(Oxoid CM 3)

- APl tapkézeg(Merck 5259 ) (Szulfatredukélo baktériumok kintatséra)

- Szulfitagar (Oxoid CM 79) (Kénhidrogéntermiebaktériumok kimutatasara)

- Hugh-Leifson tapkozeGavtermel baktérium kimutataséara)

- Brillantzold-laktoz-epe leveqE.E.Broth) (Oxoid CM 317) (Aerob izoldtumok
gaztermelésének kimutatasara, ill. enterobaktériudisitasara)

- Potato-Dextrose AgafOxoid CM 139) (Aerob baktériumok sporaztatasa)

- Reinforced Clostridial Medium(R.C.M., Oxoid CM 151) (Anaerob baktériumok
tenyésztésére és sporaztatasara)

- Ruhland-féle taptalajMetan termelés kimutatasara)

- Krém-azurol aganSziderofortermelés kimutatasara)

- MacConkey agafOxoid CM 7 ) (Enterobaktériumok kimutatasa)
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- OPCA(Fémionokkal szembeni rezisztencia kimutatasaszdiétele a mellékletben

talalhato)
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4.1

4. EREDMENYEK

mikrobiolégiai folyamatai

1. tAblazat. A furasok vizmintainasddb kémiai paraméterei

A Bodai Aleurolit Formacioba tervezett mélyséighulladéktarolé kérnyezetének

Faras VagatEoI SZ?.mItOIt Eh Vezebképesség Nyugalm "I Hémérséklet
(z6na) tavolsa_g (mV) pH (S cn?) nyomas (°C)
(m-tél m-ig) (kPa)

JAYG) * -188 | 7,19 3053 48,1
A5Z5 158-196 167 | 7,49 1652 8 000 46,1
A5Z4 129-156 47 8,79 2 200 4 900 45,8
A5Z3 78-126 -342 | 7,56 1382 5 000 45,2
A5Z2 28-76 -106 8,8 1061 8 000 44,4
A7Z2 47-52 95 7,8 1523 3600 35,8
A7Z5 69-109 99 8,1 1 546 3600 36,1

Al 0-108 -236 8,3 1195 0 46,8

ol 6-82 -150 | 8,3 1037 - 37,6

a2 6-77 -118 | 8,6 1038 - 36,6

*A\6 egész hosszaban nyitott, 10-12 m-nél; 94-104 ImtB8-143 m-nél intenziv viz

beszivargas .
*Nincs nyomas. A rossz vezetékcsdvezés miatt szivaro

2. tablazat. A farasok vizmintainak néhany aniagga kimutatott gazok fajtai

Faras ClT  COs" HCO; SO Gazok
(mgl™)
N6 20 22,6 1090| 849
A5Z5 14 48 994 22 N,, H,* ,He' Ar?,
co’
A5Z4 18 63 866 457
A573 18 21 729 37
A572 | 21 54 775 39 | CHsN, H,* He
A7Z2 14 4 830 215 N, Ar*, CQ'
A775 | 14 60 744 291 No Ar,* CO*
Al 16 2 631 180
al 16 36 598 165 N,, O,, Ar
a2 14 48 598 157 N,, He', Ar*

+ Nyomokban
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A 1. és 2. tdblazat a fardsok vizmintaindbld kémiai paramétereit mutatja. A viz
vezebképessége 1038-30%®F/cm, a pH 7,19-8,8 és @rmérséklet 36,6°C - 48,1°C volt. A
vizmintak oldott gaztartalma:,NCH,, O,, CO,, He, Ar és H A CO, a karbonatrendszer
része, a metan eredetét tekintve bioldgiai eteddd lehet abiogén eredeis. A hidrogén
elektrolizis utjan képidhet, de feltételezték, hogy esetleg bakterialiékenység hatasara is
termebdhet. A nitrogén szarmazasara sem volt egyéttemagyarazat. A hélium a
radionuklidok bomlasabol szarmazik, az argon pedicgatmoszférabodl. A redoxpotencial -

236 és 167 mV kodzott volt és a nyomas 3600-8000kkRavaltozott.

4.1.1 A mintak csiraszama

A mintavétel soran 6sszesen 67 mintat vettink. FBlazat a kilénbézhelyekbl
vett mintak megoszlasat mutatja. Ez&kB0OO mikro- és makromorfologiailag kulonkibz
baktériumtorzset izolaltunk, amelyek 55,3%-a aedsly7%-a anaerob baktérium (4-5. abra).
A legtdbb izolatumot a vizmintakbdl tudtunk kinyerezt koveten aerobokatéieg kozetldl
es levegbol, anaerobokat dzettdl és technikai vizél. Az izolalt mikroorganizmusokbol
tiszta tenyészetet keészitettiink. Néhany makro- ékromorfolégiai tulajdonsagukat
megvizsgaltuk, pl. telep alak, forma, konzisztencszin, Gram-festés. Azonban az
identifikalas nem volt célunk.

3. tablazat. Mintak szarmazasa és szama

Minta Mintaszam
Leved 16
Viz 18
Kdzet 5
Dorzs 19
Technikai viz 9
Osszesen: 67
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technika

dorzs iz leveds
10% 4% 13%

kézet
18%

55%

4. abra. Az aerob izolatumok (6sszesen 166) me@gsazarmazasuk szerint

technika
Viz leved)
dorzs 13% 8%
5%

kozet
19%

55%

5. &bra. Az anaerob izolatumok (6sszesen 134) mkggasszarmazasuk szerint
Levegmintak (L) csiraszama: a 20 perces expozicionaktkiémezeken az atlagos aerob
csiraszam 2,2 x #llemez azaz 3,5/ctaz anaerob csiraszam 5,6 X/linez azaz 0,9/cm
volt.

Rétegviz mintak (V) csiraszama: az aerob csira%am- 1,2 x 10 mikroorganizmus/crh

az anaerob csiraszam 0,36 - 3,9 X Ifikroorganizmus /ct volt. A csiraszamok
nagymértékben fliggtek a mintavétel hedyéill. a viz hsfokatdl. A mintavételi helyl
fluggetlenll a viz csiraszamat és hozzatartogfokbt abrazolva azt kaptuk, hogy a
hémérséklet ndvekedésével mind az aerob, mind az-@maeezofil csiraszam csokkent, a

termofil csiraszam pedig jeléisten megé6tt. Termofilek esetén az anaerob csiraszam (7,3-
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46 x 1¢cm® nagyobb volt, mint az aerob (0,9-2,4 x 8l (6-7. &bra).

Enterobaktériumokat egy mintabol sem tudtunk kirmita

1000000
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Csiraszam/cm 3

10

Vizhémérséklet ('C)

& aerob csiraszam m anaerob csiraszam ‘

6. abra. A mezofil csiraszam véltozasa a ézérséklet fliggvényében
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100
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Cs

0,1
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Hémérséklet (°C)

& aerob csiraszam m anaerob csiraszam

7. bra. A termofil csiraszam véltozasa a $iaérséklet fliggvenyében
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Technikai vizmintak (Tv) csiraszama: A technika aifirasbdél szarmazo, a forrasok vizével
0sszekeveredett és az emberi tevékenységnek ésyszettségnek hosszu ideig kitett pango
vizeket jelenti. Nagymeérték csiraszdm novekedést kaptunk a farasok vizével
tsszehasonlitva. A technikai vizek aerob csiraszad (’/cm® kozt valtozik és hasonld
nagysagreniil az anaerob csiraszam is. Behurcolast bizonyifrasezemndvekedés mellett a
10*-10%/ml nagysagrenid enterobaktérium szam is, amit a furasok vitébem tudtunk

kimutatni. A termofil csiraszam a technikai vizndikiesetén max. ¥@m® nagysagrendvolt

(8. abra).
10000000
1000000 + i

100000 +

° 10000 +
I
L

g 1000 |
o
o

‘g 100 +

10 +

1 4

0,1 :
Aerob Enterobacteriaceae Termofil

8. abra. Technikai vizmintak csiraszamai (atlaggékterel jeldlve)

A kézetek aerob csiraszama®200 nagysagren mig az anaerob csiraszam-10%/g volt
(7. tablazat). A K2 és K4 jelkdzetmintakbdl 1,3x1Bem® H,S- termeb mikroorganizmus

jelenlétét is sikertlt kimutatnunk.
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4. tablazat. Ikzetmintdk aerob és anaerob csiraszamai

Minta jele Aerob csiraszam/g Anaerob csiraszam/g
K1 1,20 x 10 2,61 x 10
K2 2,47 x 10 9,0 x 10
K3 1,92 x 10 9,0 x 10
K4 2,32 x 10 4,5x 10

A mikromorfologiailag kulonbdének tiné 0Osszes telepet (n=300) izolaltuk a
kulonbod mintakbdl. A mikromorfologiai vizsgalatok mellettizsgaltuk az izolatumok
gaztermelését (CO CH;, H,), savtermelését sziderofor termelését, Gram-festését,

spéraképzéset.

4.1.2 Azizolalt torzsek gaztermelése

A vizmintadkbdl izolélt anaerob térzseknél , N2,2%), és NH (6%) termelést
mutattunk ki, amelyek a kovetk&firasokbdl szarmaztakbz5 (NHs), A5Z4 (NHg), A5Z2
(NH3), A 5Z2 (NHs), A7Z2 (No, NH3), A 7Z5A (N2, NHa), a1 (NHs), 02 (No, NHs). A Hy
(2,2%) a kovetke# furasok vizmintaibol szarmazikbz4, A7Z5A, o2, A6. A vizmintakbol
izolalt aerob torzseknél is tapasztaltunk (%,4%) és NH (3,6%) termelést. Szarmazasi
helyik a kovetkez A5Z4 (NHs), A7Z2 (N> NH3), A7Z5A (N2, NH3), a2 (Nz). A technikai
vizbol izolalt térzseknél M (1,5%)termelést mutattunk ki. Az anaerob, £@rmeb térzsek
kozil 3 (2,2%) szarmazott technikai vézbA fellleti mintdkbdl szarmazé 2 aerob és 3
anaerob izolatum mutatott intenziv g@rmelést (a torzsek 1 ill. 2,2%-a). Adetmintakbol
szarmaz6 3 anaerob izolatum termelt hidrogént (2,2% leveghbdl szarmazd anaerob

izolatumok kozul 2 (1,5%) termelt széndioxidotkdzetmintakbol és technikai vigb2-2
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anaerob izolatum (1,5-1,5%) termelt kénhidrogénélifa). Metantermelést nem sikerdilt

kimutatnunk.

Aerob izolatumok

gaztermel 6k, %

viz technikai viz kézet felllet levegé

Anaerob izolatumok

gaztermel 6k, %

viz technikai viz kézet felllet levegb

o hidrogén @ nitrogén [0 ammonia @ szén-dioxid @ kénhidrogén

9. 4bra. Aerob és anaerob gazterimeblatumok aranya
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4.1.3 Azizolatumok savtermelése

A savtermabk aranya (10. dbra) a lewggintakbdl a legnagyobb, 63 % az aerob és

57% az anaerob izolatumoknal. Fellleti mintakn&#mintaknal és technikai vizmintaknal

kisebb és legkisebb aéketmintaknal (13%, ill. 14%).

Ez Osszevethetzzal is, hogy

vizmintdkban 7,6-8,3 pH értékeket mértliink, ez #omaény Bleg a neutrofil és alkalofil

baktériumfléranak kedvez. Az aerob és anaerob tzwlékat dsszehasonlitva, anaerobok

esetén a viz és a fellleti mintakban nagyobb a&saetk aranya.

Aerob izolatumok

ey YiZ techinikai wiz kdzet felilet
33
a7 37 o a8
% % %
5 B3 B2
B7 o,
% g o
Anaerob izolatumok
levend Wiz technikai iz ko zet feliilet
a5 14%
45 46 43
% 54 %
) 24 7
%o % %
5%

10. &bra. A savterm&t ardnya (kék szinnel jeldlve) az aerob és az abaeolatumokban

Elvégeztik harminc izolatum harom szervessav-te¥séglek (ecetsav, citromsav,

oxalsav) kvantitativ meghatarozasat is Boehringanhim teszttel. A kapott eredményeket

44



a 11. abran tuntettik fel. Az ecetsav termeléstavtdégnagyobb (0,1-25,3 mg/l), ezt kdvette

az oxalsav (0,7-39,9 mg/l), majd a citromsav (Bmg/l).

45

40 |
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g 2 i
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o
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[}
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S 15 |
X
10
t I
5 ]
0 : :
ecetsav oxalsav citromsav

11. dbra Az izolatumok (6sszesen 30) szervessmetése (atlagérték korrel jeldlve)

4.1.4 Sziderofor-termelés kimutatasa

Az aerob izolatumok (6sszesen 141) 19,4%-a bizorsziberofor terméinek. Az
anaerob izolatumok sziderofortermelést nem mutaiakaz eredményink egybeesik azzal a
kozléssel (BIRCH és BACHOFEN 1990), amely szersakcaz aerob és fakultativ anaerob
baktériumok mutatnak sziderofortermelést, az obléag@erobok nem. A szidero-forterrdiel
szarmazasi helyét tekintve azt talaltuk, hogy &lely torzs, kb. 40% a technikai vizh28%

kozetdl szarmazik, 16% vizl, 13% fellileti mintakbdl, és csak 3% a letbdl (12. abra).

levegd
3% viz

technikai viz
40%

dorzs
13%
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12. &bra. Szideroforternmteizoladtumok megoszlasa az izolalasi hely szerint

4.1.5 Az aerob és anaerob torzsek sporaképzése

Megvizsgaltuk az 6sszes aerob és anaerob izolgidmalgpzését. A 28. oldalon leirt
spéraztatd taplevesekben todrnyésztés, 80C 15 perc Bkezelés utan, ill. mikroszkdpos
spoérafestési eljarassal eltgiztiik, hogy az izolatumok sporat képeznek-e vagm.sAz
aerob izolatumokbdl 84 (50,6%), az anaerob izoléklml 80 (59,7%) bizonyult

spéraképének.

4.1.6 A sugarérzékenység meghatarozasa
Osszesen 93 izolatumnak hataroztuk meg a sugasdysdgét. Ezek kozott az

izolatumok kozt aerob vegetativ, aerob sporas, rabaeegetativ, anaerob sporas, vagyis
kulonbo®d sugarrezisztenciaju csoportba tartoz6 mikroorgansok voltak. Eizetes
szelekcid utdn a torzseket 0,2-6 kGy-el sugarazpek CS° SZOVATOM RHy-30
készlléken. A besugarzas hatasat tulélési gorbieségével fejeztik ki. Egy aerob sporas
izolatum (V 3/3) tulélési gorbéjét mutatjuk be a &Bran. Azért csak egy gorbét mutatunk
be, mert a tébbi csoportba tartozé baktériumnakasonlé6 mdédon szerkesztettik a tulélési

gorbéjét, eltérés csak a gorbe meredekségében van.
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13. abra. A V 3/3 aerob sporas izolatum tuléléesbgje
A goOrbe szerkesztése ugy torténik, hogy a sejtekéset logaritmikus skalan abrazoljuk a
sugardozis fuggvényeben. Ez eredményezi az egyemesat, az exponencialis szakaszt.
Annak érdekében, hogy a tizedldbzist a meredekség reciprokaként hatarozhassuk aneg
tuléls baktériumok szamat tizes alapu logaritmikus skélémettiik fel. ( Az abrahoz tartozo
szamitasok a mellékletben talalhaték.)
A 4 kuldnb6d sugarrezisztencigju csoportba tartozo izolatunmddeb dozis ertékei

a kovetke#d képet mutatjak (14. abra). AiPérték vagy tizedédozis azt a sugardozist
jelenti, amely hataséara a kiindulasi csiraszamregysagrenddel csékken. Az aerob sporas

izolatumok tizeddl dozis éertékei 0,8-2,44 kGy kozt valtoztak. A legsetensebb aerob térzs
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Djo értéke 2,44 kGy volt. Az anaerob sporés izolatumelgy ennél is rezisztensebbek voltak,
a tizedeb dozisok: 1,86-4,93 kGy. Az aerob vegetativ és mm&egetativ izolatumoké
sokkal alacsonyabb 0,11-0,57 kGy ill. 0,22-0,40 k@®ysporas baktériumoknak nemcsak
spoéra formaban, hanem vegetativ forméban is megizétk a D, értékét. Az eredményeket
a 15. abra mutatja. Lathatjuk, hogy mind az aemind az anaerob csoport esetén a
legrezisztensebbek a sporasok, de a sporéképegetativ formaban is rezisztensebbek a
sporat nem képz vegetativ baktériumoknal. A vegetativ baktériumedetén nem volt
szignifikans kilénbség az aerob és anaerob izolkukdzott €s a minimum és maximum
értékek sem tértek el nagymértékben az atlagtdl §b6a). A legnagyobb o értékeket az
anaerob spérasoknal tapasztaltunk (ezek a vizniaté&zarmaztak), de az egyes anaerob
spéras izolatumok kozotti eltérések ebben a csbaortvoltak a legnagyobbak. Ezek az
értékek azonban csak az alkalmazott kisérleti kigilyekre vonatkoznak. Természetes
kornyezetben a baktériumok aktudlis sugarérzékgiyséa kornyezeti feltételek

nagymértékben befolyasolhatjak.
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14. &bra. A kuldnbdzsugarrezisztenciaju csoportba tartozé izolatumgjéiékeinek
atlagai, minimum és maximum értékei. (Aerob vedetasszesen:15, anaerob vegetativ

0sszesen:6, aerob spéras 6sszesen:53, anaerod igplatum 6sszesen:19.)

Dlo, kGy
[y
[

anaerob

. aerob
spéra

sporasok veg.
form. vegetativ

15. &bra. Sporas baktériumok (spoéra és vegetatibaih) valamint vegetativ baktériumok
Dio-értékei. (Aerob vegetativ 6sszesen:15, anaerobtatg 0sszesen:6, aerob sporas

0sszesen:53, anaerob spoéras izolatum 6sszesen:19.)
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16. abra. Az izolatumok {9 értékeinek atlagai és szorasuk

4.1.7 Az aerob torzsek toxikus femmel szembeni reziszteidga

Rezisztensnek tekintjuk azokat a tdrzseket, arkelye mM fémmel szemben
rezisztenciat mutatnak (NIETO et al. 1987; 1989EVRRS et al. 1985, FARKAS 2003). E
besorolas szerint az 6sszes vizsgalt izolatum 168forezisztens krommal szembelit &
izolatumok 5,8% -anal 650 mg/l (12,5 mM) koncentigc Cr-oldat mellett sem
tapasztaltunk szaporodasgatlast (17. abra). A sfaitermeb izolatumoknal 400-650 mg/l
Cr koncentracio jelenléte volt gatlo hatasu. Phéksn a 400 mg/l (1,93 mM) koncentraciéju
oldat sem gatolta az izolatumok 93,7 %-nak szapm@id Korulbelll ugyanez az arany 1

mM esetén is.
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17. dbra. Az aerob izolatumok rezisztenciaja krolrsmamben

Kivancsiak voltunk arra, hogy a toxikus fémekkeérabeni rezisztencia indukalhaté-e az
izolalt torzsek esetében. Kivalasztottunk egy izot@ot, a V4/5 aerob tdrzset és
biofotométerrel felvettik a ndvekedési gorbéjétbaktériumot OPCA minimal taplevesbe
oltottuk, amit névek& Pb (10-100 mg/l, 0,04 mM-0,48 mM) koncentracioegkszitettiink

ki. A V4/5 izolatum esetén a kontroll lag fazisa. Kbora, 10 mg/l (0,04 mM) Pb esetén 2
oraval hosszabb, 50 mg/l (0,24 mM) Pb-nél kb. 6(@& abra). A baktériumtérzs 100 mg/l
(0,48 mM) Pb koncentraciénal mar nem szaporodotjofék azt mutatjak, hogy a fémmel
szembeni rezisztencia indukalhaté az adott torzsAgbnban ennek bizonyitasdhoz az

adaptalodott torzzsel tovabbi kisérletek elvégzazsdséges.
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18. abra. A V4/5-06s izolatum szaporodasi gorbéjeinlétében

4.1.8 Az anaerob torzsek toxikus fémekkel szembeni rezisenciaja

Az aerob torzseknél leirt médon végeztik a vizdglt, azzal a kulonbséggel, hogy

s

rezisztens a torzsek 100%-a, Pb (0,48 mM) eseté®e6%-a, és Cd (0,88 mM) esetében

79%-a. 200 mg/l koncentracioju Cr (3,8 mM), Pb9@mM), Cd (1,77 mM) oldatok

jelenlétében a torzsek 86,1%; 81,6%; 73,5%-a spajpt: Anaerob térzseknél a toxicitasi

sorrend: CxPh<Cd.
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4.1.9 Néhany toxikus fém izolatumok altali bioszorpciéjabioakkumulacioja

A baktériumok fémmel szembeni rezisztenciajanal magyobb jeleritséggel bir
ezen fémek bioszorpcidja. A radionuklidok bioszddEmak modellezésére mind az aerob,
mind az anaerob tdrzseknél egy kétértékxikus fémion a Cd, és egy haroméftdkxikus
fémion a Cr bioszorpci6jat vizsgaltuk.

5. tAbldzatAerob torzsek Cr és Cd felvétele. Kiindulési kor@r: 25 mg/l ( 0,47 mM), Cd:

20 mg/1 (0,17 mM)

Bakt. altal | TEMEVe- | coett fem | Bake. aital | TEMENE | Eovett fem
tel hate- . tel hate- .
Té felvett . mg/bio- felvett . mg/bio-
orzs konysaga konysaga
Cr mg/l % massza mg] Cd mg/l % massza mg
L8 14,49 72,37 0,840 15,75 95,45 1,07
D8 8,96 44,75 1,541 15,532 94,13 1,22
V 4/5 15,02 75,02 0,939 16,276 98,64 1,23
K 2/6 13,66 68,23 0,854 15,64 86,00 1,24
L6 19,22 96,00 1,430 11,00 66,66 1,45
V 6/3 14,71 73,47 0,986 - - -
T4 - - - 15,68 97,39 0,851
V 5/3 19,74 90,13 0,771 14,22 88,32 0,733
D6 14,06 64,33 0,550 - - -
VvV 7/1 17,70 80,82 0,850 15,889 98,68 1,238
T5/1 17,36 79,26 1,180 15,898 98,71 1,15y
L2 18,19 83,05 1,870 14,04 87,20 0,732
V712 17,26 78,81 0,831 15,871 98,57 1,19Y
K%, 20,572 98,97 0,846 14,958 99,47 0,70p
V 4/1 18,903 90,94 0,906 13,904 92,44 0,901L
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V713 16,703 80,35 0,809 11,15 74,13 0,76

V 4/2 17,822 85,74 1,320 14,796 98,31 1,46
L 14 16,709 80,38 0,756 14,73b 97,91 0,94b
L3 17,46 83,99 1,299 14,84 98,67 1,189

Az aerob izolatumok krémfelvétele 0,55-1,87 (felver mg/biomassza mg) kozott
valtozott. Kadmiumnal a fémfelvétel 0,70-1,45 &t Cd mg/biomassza mg) kodzott
valtozott (8. tablazat). A torzsek egy részét abbzorpcid, mas részénél a Cr-bioszorpcid
volt a hatékonyabb, néhany térzsnél mind adke@sak a baktériumtomeget (tofist
flggetlenll) és az adszorbealt fém mennyiségetl@ggbe véve azt kaptuk, hogy forditott
aranyban van a baktériumok tomege a felvett Cd/GW baktériumtdmeggel. Vagyis a
baktériumtdmeg ndvekedésével az egységnyi bakté&mey altal felvett fémmennyiség
csokken (19. és 20. abra). Ez a megfigyelésinkz#gy@NGHANS és STRAUBE (1991)
medfigyeléseivel éles@jombak rézakkumulacidjaval kapcsolatban, valamiiiGH és

YADARA (1987) Anacystis nidulanszal kapott eredményével.
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19. abra. Az aerob izolatumok krom-bioszorpcidfaktériumtémeg fliggvényében
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20. abra. Az aerob izolatumok kadmium bioszorpcédaktériumtdomeg figgvényében

Az anaerob torzseknél a fémfelvétel mind a Cd, nandr esetén hasonldéan alakult,

mint az aerob torzseknél. Anaerob tdorzseknél aetéfel 0,23-2,37 mg/mg baktérium

szarazsuly kozoétt valtozott, a kadmiumé 0,03-3,6/nmgg baktérium szarazsuly volt (9.

tablazat).
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6. tAblazat. Az anaerob izolatumok Cr- és Cd-feletKiindulasi konc.: Cr: 25mg/l ( 0,47

mM ) Cd: 20 mg/l (0,17 mM)

Bakt. altal Fémfelvétel Felvett féem | Bakt. altal Fémfelvétel Felvett fém
Torzs felvett Cr | hatékonysaga (mg/mg felvett Cd | hatékonysaga (mg/mg

(mg/l) (%) biomassza) (mg/l) (%) biomassza)
La 6 24,64 89,85 1,66 5,83 41,40 0,09
SZT 2/2 25,73 93,82 0,23 11,89 83,40 0,19
Va 8/1 25,98 94,74 1,56 11,12 78,00 0,07
AT Ya 25,32 92,32 0,24 12,46 87,30 0,03

AT 1/3 9,51 34,64 1,79 - - -

Da1l 22,72 82,84 2,37 - - -
Ka 4/1 20,44 85,34 1,58 13,99 97,90 0,24
V 6/3 22,59 91,82 0,76 14,01 98,04 0,51
AT 1/1 17,21 69,96 0,40 3,99 27,92 0,91
Da 3 17,70 71,95 0,11 14,00 97,97 1,23
Ka 3/2 22,03 89,55 0,47 13,99 97,90 3,62
Ta 3 17,22 86,52 0,33 14,43 95,84 0,59

Az anaerob izolatumoknal is megfigyelbedz a tendencia, hogy a baktériumtémeg

novekedésével a felvett, adszorbealt fém mennyisggjeken (21-22. abra).
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21. abra. Az anaerob izolatumok kadmium bioszadjpc baktériumtomeg figgvényében
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22. abra. Az anaerob izolatumok krom bioszorpcdmaktériumtomeg fliggvényében
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Kivancsiak voltunk arra, hogy a baktériumok altadégkotott kadmium, ill. krom
visszanyerhéte, és ha igen milyen szerekkel (23-24. abra). ldsZtottuk a K1/2 ézetldl
szarmazd aerob izolatumot, és ezzel az izolatunwégeztik el a kimosasi kisérleteket. A
baktériumsejteket 21 mg/l (0,18 mM) koncentraci@d(NGs), oldatban razattuk masfél
oraig, majd centifugalassal elvalasztottuk a sejteds az oldat maradék koncentraciojat
mértik (az dbran a k jel6lés). Majd a lecentrifugdjteket mostuk bidesztillalt vizzel, 0,1 M
Na-citrat-tal, 0,1 M EDTA oldattal, 0,1 M M@O; oldattal és 0,1 M HN@mal. Az 1. 2. és 3.
szdm a mosasok szamat jelzi, ill. a kadmium deshggi az illet szerrel. Krommal is

ugyanigy jartunk el és a jelolések is azonosak.
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23. abra. A felvett kadmium kimosasa a K1/2 aerottaium sejtjeibl kilénb6z szerekkel
Jelblések:0: a kiindulasi Cd koncentracio, k: andiilasi oldat maradék koncentracioja,

1.,2.,3.:.moséasok szama ill. a mosasok soran vigera@d koncentracio.
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24. abra. A felvett krdm kimosasa a K1/2 izolatugjtjsibdl kilénféle agensekkel
Jelolések: 0: a kiindulasi Cr koncentracio, k: @ndlasi oldat maradék koncentracidja,

1.,2.,3.: mosasok szama ill. a mosasok soran vigezaCr koncentracio

Ha dsszeadjuk a harom mosas értékét, ezt dsseguktla kiindulasi és a maradék
koncentracié kulonbségével, ami azt jelzi, hogy nyefémet kotdtt meg a baktériumsejt. A
deszorbeal6 szerek kozul kadmiumnal a salétromsawatrium-citrat, és az EDTA volt
hatékony. Krém esetében adldhi szerek mellett a N&O; is hatékony volt. A deszorpcio
mértéke jelzi, hogy a két fém felvétele bioszorp@é komplexképz agensekkel nagyrészt
lemoshato a sejtedr

Az aerob izoldtumoknal &sszehasonlitottuk a torzskidmmal szembeni
rezisztencigjat és a krom bioszorpciéjat. Azt taptik, hogy a Cr bioszorpcié a 400 mg/l
(7,6 mM) krommal szemben rezisztens izolatumok n&gygénél nagyobb, mint a 600 mg/I

(12,3 mM) esetén, vagyis a rezisztencia ebben ethes csokkent Cr-bioszorpcidval jar (24.

abra).
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Felvett Cr, %
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Rezisztencia, Cr mM

25. abra. Az aerob izolatumok krémmal szembensgencidja és krom bioszorpcidja
4.1.10 Biofilm kialakulasa az aleurolit felszinén

Atomers mikroszkOp segitségével vizsgaltuk a biofilm mikarfol6giajat, és

nyomon kovettik kialakulasat aleuroliizet felszinén (26-28. abra).
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26. abra. Az aleurolit felszine az inkubalas kezkiat
A nagyon finom csiszolas ellenére éezkt felszine nem tokéletesen egyenletes. Baktékumo

nem lathatok.
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27. abra. Az aleurolit feltlete 2 hetes inkubal&su
A képen észreveh@t a felszinen megtapadt 0,54Im-es hosszlusagu, tojasdad

baktériumok.
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28. abra Az aleurolit felszinén kialakult biofilrateg haromdimenzids abraja 2,5 honap

inkubéci6 utan.

A kozet felszinén egyenetlen fellldiiofiimréteg alakult ki, amelyben a filmet alkaegyedi

baktériumok is felfedezhék.
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4.2  Ujtudoméanyos eredmények
A Bodai Aleurolit Formacio, mint lehetséges radiakhulladéklerakdhely mikrobioldgiai
vizsgéalataval hazankban ékent foglalkoztunk.

1. Adatokat kaptunk a vizsgalt terllet baktériumkoegesnek Osszetételére.
Meghataroztuk a rétegviéh kézetkdl, (mint természetes koérnyezéth és technikai
vizbol, a vagatfalak fellletét és levedjébdl (mint mesterséges kornyezétbaz
aerob és anaerob, mezofil és termofil, sporakéis spérat nem kéfzsavterme,
sziderofortermél, gazkép# torzsek csiraszamat és aranyat.

2. A izolalt torzsek kozil nitratredukaldkat, denikélokat (N, NHz, Hp) féleg a
vizmintdkbdl tudtunk kimutatni. A technikai vi@bN,, CO,, a fellleti mintakbdl
CO,-, a KzetlBl Hy,-, a leve@bdsl CO,- termeb torzseket izolaltunk.

3. Sziderofor termél baktériumokat mutattunk ki, illetve izolaltunklég technikai
vizbol és lozetdl. Ezek az izolatumok rezisztensek voltak 400-65§1r(7,6-12,5
mM) Cr-mal szemben. A radionuklidok immobilizaldadbugyanigy hatékonyak
lehetnek.

4. Kimutattunk olyan toérzseket, amelyek szervessawedgsikkel mobilizalhatjak a
radionuklidokat, ill. mikrobioldgiai korroziét okdmtnak. A savtermék aranya a
leveds, viz, fellleti mintakndl volt a legnagyobb. Izalaik szulfatredukalo
baktériumokat, amelyek felidek lehetnek a tarolé6 fémanyaganak direkt
mikrobioldgiai korrozidjaért.

5. Meghatéroztuk az izolélt térzsek sugarérzékenységédtém sugérrezisztens térzset
nem taldltunk, azonban a baktériumok sugarérzékgmysmeglehésen széles

spektrumu, ami jeletis biodiverzitast mutat az adott kdrnyezetben.
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6. Kisérleti rendszerben a&kethdl izolalt baktériumok biofilm képzését mutattuk &
aleurolit felszinén. A biofilmek is fontos szerepgitszhatnak a radionuklidok
immobilizacidjaban, & sugarvédelmi problémat is okozhatnak.

Egy ebrejelzd modell felallitAsahoz sziikséges lesz annak iseehetgy milyen beagyazé

ill. ,csomagolbéanyagokat” fog a hazai ipar felhaénn
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5. KOVETKEZTETESEK

Vizsgélataink sordn meghatéroztuk a Bodai Aleuoitn&cid, mint szamitasba joliet
radioaktiv hulladék lerakéhely kornyezetébvett mintdk csiraszadmat. A kutatévagat
kulonbo® helyeill szarmazo mintak kézil a technikai vizmintdk mézdrob, ill. anaerob
csiraszamai voltak a legnagyobbak (10 1¢/cm®). A vizmintdk csiraszama nagyon
valtozatos képet mutatott, a mintavétel helyés a viz Bfokatol fugdien: mezofil aerob
dsszcsiraszam 0,3-1,2 x°Mfn®, mezofil anaerob dsszcsiraszam 0,3-3,9 ¥cird termofil
aerob @sszcsiraszam 0,3-1,1 x 1G/ctermofil anaerob osszcsiraszam 7,3 X-46 x
10%/cm®. A csiraszam adiok mellett a vizmintak redoxpotencidljatél is fifgg -118 -233
mV esetén a mezofil aerob csiraszam csak 5-2)/amanaerob csiraszam viszont 5,8-2,2 x
10%/cm® volt. A Mecseki Ercbanyaszati Vallalat laboradniaban vizsgalt vizmintak pH
értéke atlagosan 8,3 korul voltSa kézet-pdrusviz rendszer pufferkapacitasa olyan jétent
hogy még nagy koncentracioban adagolt vegyszeredéwml lehetett tartdsan modositani a
pH-t. A magas pH oka az, hogy a Formacio kialalakés szaraz klima, lepusztulasi térszin,
ersen oxidativ kérnyezet, nagy alkalia tartalmu vt \a jellem®. Hasonldéan alakult ki
Namibidban az eocén Green River Formécié. Ez eontarty bHleg az alkalofil
baktériumoknak kedvez. Kilonleges sajatsaga azdigak a nagy albittartalom (15-45 %)
(Melléklet 3. kép). A Kzetmintak mezofil aerob és anaerob csiraszamial®Ply kozott
véaltozott. A levegmintak aerob csiraszama 3,5fc@az anaerob csiraszam 0,%arult.
BALKWILL (1989) Dél-Karolindban tledékesiket furdsmintainak (0-550 m) rétegvidéb
10°-10°/cm® él6 csiraszamot mutatott ki, amelyek kozow-fixald, nitrifikald, kén-oxidald,
szulfatredukald, metanogén baktériumok is voltakSON és munkatarsai (1981) dolomitos
mészk (USA) artézi farasok vizmintaiban d®aktérium/ critt talalt, szulfatredukald és
metanogén baktériumokkal. Kristalyos gra6it&tek furdsmintainak (129-1240 m) vidéb

10>-10F osszbaktérium/cit, 50-10 él5 baktérium/cmtt kaptak (PEDERSEN 1987;
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PEDERSEN és EKENDAHL 1990; PEDERSEN et al. 1991ks#etételiik: fakultativ
anaerob, szulfatredukdlo, metanogén baktériumoktakol Franciaorszagban a parizsi
medence rétegvizéb (1000-2000 m) 1810° é baktérium/cmtt hataroztak meg
(DAUMAS et al. 1986). Heterotof, szulfatredukaloréstanogén baktériumokat is izolaltak.
Mi is hasonl6 nagysagretid csiraszamokat kaptunk, ill. kemolitotr6f autotréf
kénhidrogéntermél baktériumokat, nitratredukald és denitrifikald tEikumokat tudtunk
kimutatni. A szulfatredukél6 baktériumok kilonogedekesek a hulladék tarolasanal, mivel
az anaerob korrozios folyamatokban fontos szerefiitk Azonban a 67 minta kdzil csak
négyben talaltunk ilyen baktériumot (1 fellletif{@as és 1 technikai viz mintaban).

Mintavételeink soran a farasok vizmintaiban nitmagénidrogént, héliumot, argont,
szén-dioxidot, metant és oxigént talaltunk. Azokbadlizmintdkbol, amelyeld nitrogént
mutattak ki az uranbanya laboratériuméban, mi isldliunk N-termeb, valoszitileg
denitrifikal6 baktériumokat. A Nmellett a legtobb esetben Nkermelést is kimutattunk,
amely folyamat a nitratredukalé baktériumokikidésének tudhaté be. Nitratredukald és
denitrifikal6 baktériumokat mind az aerob, mind amaerob modon vett és kezelt
vizmintdkbdl izolaltunk. Ennek oka, hogy a fakulkatanaerob nitratredukaléknak két
csoportja van: 1.) Nitratredukaldék, amelyek aersbadaerob viszonyok kozoétt is képesek
nitratredukciora és ehhez hemet nem igényelnek. #okrémrendszer metallo-
flavoproteineket tartalmaz. 2.) Nitratredukaldk, edpek anaerob viszonyok k&zott nitratot
redukélnak, de névekedésiikh6z hemre vagy oxigamexiikségik.

A vizbdl szarmazé izolatumokbdl néhany.-térmebnek bizonyult. Metantermél
baktériumok jelenlétét valosAileg azért nem tudtuk kimutatni, mert a vizminta&rszlioxid
tartalma nem elégséges a metantermeléshez, ilizrmintak redoxpotencialja nem olyan
alacsony (-330 mV), mint ami szikséges lenne ammt@eléshez. Szulfatredukald, illetve

szulfitredukaldé HS-termeb baktériumokat a technikai vidb és l6zetl izolaltunk.
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Ugyancsak a technikai vidbN, és a kzetlsl H, termeb térzseket mutattunk ki. Szén-
dioxid termeb izolatumok a technikai vi#h fellletrsl és levegbdl szarmaztak. Az
izolatumok gaztermelése kilonféle oxido-redukcmgdmatok soran johet létre. Szén-dioxid
keletkezhet mind az aerob, mind az anaerob légzésrjédés soran is. Kén-hidrogén a
szulfatredukalé baktériumok, ,Na denitrifikalé6 baktériumok anaerob |égzése soran
keletkezhet. A Hanaerob erjedési folyamatok soran kigjiret.

A felszin alatti vizek gyakran nagy mennyiségbetatmaznak oldott gdzokat. Ezek a
gazok a viz kémiai egyensulyanak megteremtésébeanek részt, ezaltal hatassal vannak a
baktériumok aktivitasara (PEDERSEN és EKENDAHL 1PR92 viz kémiai 0sszetétele,
szervesanyagtartalma nagymértékben hat a kialabakberialis folyamatokra. Kilénb6z
elektronakceptorok jelenléte vagy hianya hataroaeg a viz redoxpotencialjat. Amennyiben
elegend oxigént tartalmaz, aerob viszonyok uralkodnak. géri hianydban, negativ
redoxpotencial esetén anaerob baktériumok jelentiteatd. A viz Bmérséklete 100 m-ként
3°C-kal i, ezért 500-1000 m mélységben @riérséklet allanddnak tekintlieés csak kis
hatasa van a baktériumok aktivitasara. Ugyaneztkomk a nyomasra és a pH szerepére
(MC CABE 1990).

Sziderofortermdi toérzseket mutattunk ki legnagyobb részben a té&ehrizbsl, majd
ezt koveti a kzettdl és vizmintakbdl izoléltak szama. Ezek az izolatkmezisztensek
voltak 6lommal és krommal szemben, és hatékonyanasdealtdk a kromot. Irodalmi ada-
tok alapjan bar a szideroforok specifikusak Fefidl) komplexet tudnak képezni galliummal,
krommal, aluminiummal és mas atmeneti fémet, aldikat is pl. Pu(lV), Th(IV)) megkot-
hetnek (BULMAN 1978, NEILANDS 1981). Ezaltal fontoszerepet jatszhatnak a
radionuklidok immobiliz&cidjdban, ésiskgitik a radionuklid sejtbe tort@iejutasat.

A fémmel szembeni rezisztencia gyakran a toxikas ¢80kkent mértékfelvételével

vagy teljes impermeabilitassal jarhat (BIANCHI dt 4981). Célunk elssorban toxikus
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fémek bioszorpciojanak, bioakkumulaciojanak vizatsl volt, ezéltal modellezve a
radionuklidok bioszorpcidjat. A bioszorpcid vizsgtd mellett tanulmanyoztuk az izolalt
mikroorganizmusok néhany toxikus fémmel szembemispgenciajat is. A &zetben az
agyagasvanyokhoz kapcsolédva As, V, Cr, Cd, CoG&,Rb, Cs kiuldnb&zmennyiségei is
eléfordulnak. A krom mennyisége: 100-300 g/tonna, &amdmennyisége: 8-44 g/tonna.
Valoszirileg ez is hozzajarul ahhoz, hogy toxikus fémekkansben a térzsek nagyfoku
rezisztenciat mutattak. A gatlasi sorrend Cr<Pb<@tkgegyezettPseudomonass R.
leguminosarunérzseken kapott eredményekkel (VARADY 2003, BAYRIUHAMUDA et

al. 1996).

Vizsgalatainkban az aerob izolatumok 0,7-1,5; aaeawb izolatumok 0,03-3,6 (mg
fém/mg szarazsuly) Cd-ot vettek fel. Sok baktériképes nehézfémek és radionuklidok
kornyezetldl torténs eltavolitdsara. A kotés flggetlen az anyagcéeré a nehézfém a
sejtfalhoz, extracellularis polimerekhez vagy mas,éb vagy élettelen sejtben&brduld
anyagokhoz kapcsolodik és a felvétel meglébent gyors. Az anyagcsefetiiiggs, vagy
intracellularis felvétel vagy transzport csalkd éejtekben fordul él A sejt belsejében a
fémionok specialis organellumokhoz kapcsolédnakvagg/ fehérjékhez kétnek. Egy
novekw kultirdban a fémfelvétel anyagcsétdiiggetlen vagy fiig§ fazisaira a tapanyag
Osszetétele is hat. igy egy adott mikrobidlis reedsen a felvétel kiilénbézamechanizmusai
egyszerre vagy egymas utan jelentkezhetnek (GADEB)L9rodalmi adatok szerint (GADD
1986, GADD és DE ROME 1988) ha a baktérium rezisztegy toxikus fémre, sejtjei nem
veszik fel vagy csak nagyon kis mennyiségben att &élmet. Lehet olyan eset is, amikor a
kulss tényedk csokkentik a felvételt, de ez gyakran cstkkenricitAssal is jar. Ellentétben,
Mn®* rezisztensS. cerevisiagdrzsek tébb Mfi-t akkumulaltak, mint a szenzitiv s#iitérzs
(BIANCHI et al. 1981). A kadmiumfelvéteTitrobactersp. esetén 13,%.coli esetén 0,16-

0,98; Rhizopus arrhizusal 3,0; Saccharomyces cerevisiaél 0,24-3,12 (mg fém/mg
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szarazsuly) volt (MACASKIE et al. 1987, NAKAJIMA éSAKAGUCHI 1986, TOBIN et
al.1984, GADD 1988). Azonban léteznek olyan bakim@ok és gombék, amelyek
szarazanyaguk 34-40 %-nak megféléémet is meg tudnak kotni. WANG és munkatarsai
(1997) energiadiszperzidos mikroanalizissel vizégdRseudomonaseruginosatorzsnél a
kadmium sejtfalhoz toérténkapcsolédasat. Szerintik a kadmium kénnel 1:1yaem CdS
komplex formaban a sejtfalhoz kapcsolédik. WHITE@ADD (1998) tanulmanyoztak egy
szulfatredukalo baktérium biofilmképzését. A fedléhechanizmusa: CdS-kicsapddéas volt a
biofilm felszinén, ill. a biofiim-matrixba valé bggazddasa. Vizsgalatainkban azonos
nagysagreni értékeket kaptunk, mint azébb emlitett irodalmi adatok.

Megvizsgéltuk egy baktérium izoldtum altal felvedtd és Cr deszorpcidjat is.
Esetlinkben a deszorpcids szerek kdzul a Na-karpbamd-citrat és az EDTA volt hatékony.
Ez is arra utal, hogy a két vizsgalt fém a baktéaraejtfalanak lipopoliszacharidjaihoz vagy a
kuls6 membranfehérjékhez kapcsolddtak. Vizzel nem \viaftokhatd egyik fém sem, vagyis
nemcsak lazan az extracellularis poliszacharidokkagacsolodott. COOKSEY és AZAD
(1992) vizsgalatdban a baktériumok Kilsmembrankomponense altal akkumulalt Ca, Pb,
Mn, Ni, Al nagy része EDTA-val kimoshato volt.

Legalabb §=0,6-0,7 vizaktivitds szikséges a baktériumok dlktéséhez, ha a
vizaktivitas ez ala az érték ald csokken, a bakttwsk csak spora formajaban képesek a
tulélésre. A vizsgalt mintdkban az aerob és anaeattérium izoldtumoknak tébb mint a fele
spéraképé& volt, ami nagyfoku ellenallast jelent az extrémrrig@zeti viszonyokkal
szemben. Sugarérzékenységet tekintve az aerobtumw# Dy, -értéke: 0,8 - 2,44 |, az
anaerobokndl a legrezisztensebb torzs étéke: 4,93 kGy volt. A mi vizsgalatainkban a
legrezisztensebb baktériumokat a farasok viz nbiétéizolaltuk (1,86-4,93 kGy). Extrém
sugar rezisztens baktériumot, mint Peinococcus radiophilysiem talaltunk. A baktérium-

sporak joval rezisztensebbek voltak, mint a vegetsjtek. Az aerob és anaerob vegetativ
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baktériumok kozott nem volt szignifikans kilonbség, a minimum és maximum értékek
sem tértek el nagymértékben az atlagtol. Ez azmedag egybeesik tdbb széraltal kapott
adatokkal (URBAIN 1986, JAY 1992, STROES-GASCOYNEWEST 1996). A vegetativ
sejtek tizeddl dézisa altalaban egy nagysagrenddel kisebb, nipteaké (GAZSO 1997). A
Djo -érték kulonboé faktoroktdl figghet (GRECZ et al. 1983): a citapte viztartalmatol, a
vizsgalt mikroorganizmus kromoszomgjanak DNS mésktéa kromoszomalis DNS
struktarajatol, a genom anyag multiplicitdsatobt,Sattél is fligg a sejtvalasz, hogy a
baktérium a szaporodasi ciklus melyik szakaszabam (ALPER 1980). A koérnyezeti
korilmények (oxigén, viztartalom, kémiai sugaivéds sugarérzékengit vegyiletek,
homérséklet) is nagy hatassal lehetnek a sugarérységre (GAZSO et al. 2002). Altalaban
a Gram-negativ baktériumok érzékenyebbek a besaggak szemben, mint a Gram-
pozitivok (ANNELIS et al. 1973, BOTHA és HOLZAPFE1988, HASHISAKA et al.
1990). A besugérzés alattbmérsékletnek is szerepe van. Ugyanis protektivshat@n a
hémérseklet csokkenésének, mivel csokkenti a szali&dgymobilitasat (ANNELIS et al.
1973, HASHISAKA et al. 1990). GERWEN és munkatar¢h999) 539 [y értéket
hasonlitott 6ssze. A spoéras baktériumok atlagé8 RGy, a vegetativ baktériumoké 0,762
kGy volt. Vizsgélatukban a legrezisztensebb sporaBaxillus stearotermophilusés
Clostridium sporogenespdéra volt.

Amerikai kutatdk kisérletikben a Yucca Hegys#glett 6rolt vulkani tufa mintat- ami az
eredeti mikroflorat tartalmazta- polisztirén hereddre toltotték és besugaraztaksugar-
zassal, 1,63 Gy/perc dozisteljesitménnyel 96 éranmédellezve a sugarzas hatasat a
hulladéktarolé kozvetlen kdrnyékére. Mintat vettek0,098; 0,58; 2,33; 4,67; 7,01 és 9,34
kGy kapott dozis utan. Azt tapasztaltak, hogy 2k&3/ hatasara a baktériumok életben
maradtak, de nem voltak tenyészthéllapotban. Ezutan a mintdkat 2 hénapig 4°C- on

taroltak, majd megvizsgaltdk a csiraszamat. A nesufparazott 26 izoldtum szama 10-re
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csokkent, de Ujra tenyészthetolt (PITONZO et al. 1999). Az eredeti mikroflétahat
hosszu ideig tartd sugarzast is képes tulélni, &ralmények kedvdibbé valasaval Ujra
aktivva valni.

A nagy aktivitdsu hulladéktarolé GUzembe helyezésm @ sugarzas és & klpusztitia a
kozvetlen kornyezetben a baktériumokat, de lehetigdn helyek, ahol kisebb az aktivitas.
Ezeken a helyeken genetikai mutacié hatdsara temszbbé véalhatnak a baktériumok.
Vizsgalataink soran kapott sugarrezisztenciai ddatpért is fontosak, mert 6sszehason-
litasként szolgalhatnak masokelyek, ill. sugarforrdsok kornyezet@bizolalt torzsek
rezisztencia adataihoz. A radioaktiv sugérzassamben rezisztens baktériumok jol
kulénbo3 teriletein “(bioszorpcid, bioprecipitacio, bioszerok).

A Dbaktériumok konnyen kitapadhatnak azokra a stildellletekre, amelyek
talajvizzel allnak kapcsolatban és jobb tapanyagerergiaforrast biztositanak, mint maga a
viz. Ez a folyamat reverzibilis. Ha azonban a baktéok extracellularis polimereket
termelnek, igy a tapadas irreverzibilis lesz, giszadnak és biofilmet képeznek. Minthogy a
mikrobdk és az extracellularis polimerek a radididakat meg tudjak koétni, a biofilmek
addig rogzitik a radionuklidokat, mig a biofilm emgulyat meg nem zavarja a tdpanyagok
valtozdsa (STROES-GASCOYNE és WEST 1994).

Laboratoriumi  kortlmények koézott mi is ki tudtunkutatni  biofilmképsdést
aleurolit felszinén, ugyanebb a kbzetkdl szarmazo6 izolatummal. Kovetk&ezliépése a
munkanknak a biofilm &ltal felvett fémek szorpcitgé tanulményozasa, ill. a biofilm forma
sugarérzékenységének tanulmanyozasa. Utdbbi vatsgat mar elkezdtik.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy vizsgalataimérssikerilt kimutatni mindazon
mikrobioldgiai folyamatokat, amelyek a mechanikfizikai, kémiai, geologiai tényeik

mellett befolyasolhatjak a nuklearis hulladéktarbt&szutavu biztonsdgos Uzemeltetését. Ez
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magaba foglalja azokat a tényket, amelyek megvaltoztatjdk az eredeti kornyezeti
feltételeket. Erre utalnak azoknak a torzsekneemn|éte, ahol gadztermelést (g®, N,) és
savtermelést tapasztaltunk. Hasonléan sikerultoviglag nagy szamban kimutatni olyan
mikrobakat, amelyek képesek befolyasolni a raditidok mobilitasat (sziderofortermai,
bioszorpcio, bioakkumulacid). Ugyancsak szamolnli keokkal a tényeikkel, amelyek
felelosek lehetnek a direkt mikrobiolégiai korrézidért ,84 és savtermé) valamint
szulfatredukalé mikroorganizmusok).

A Bodai Aleurolit tanulmanyozasakor kimutattak, kiogz aleurolit és a homo#k
vagyis az eltér jellegi foldtani képddmények egymastol elkuloriiil vizrendszerrel
rendelkeznek. Az aleurolitban makroszkdéposan mggligeth repedések uralkoddéan zartak,
vizmozgas csak 1-2 j6l lokalizalhaté torésre kodadik, amelyek 18-10"° m/s, mig a
zavartalan ép deettest 13%10" m/s nagysagreridszivargasi tényezel jellemezhet.
Kétdimenziés modell feldllitAsaval vizsgaltak, hoggy esetleges szenngdgs esetén
milyen terjedési sebességgel ill. bioszféraba juid&igénnyel lehet szamolni. Példaul a
banyatél 500 m-re egy esetleges kontaminacié hatéak kdzel 100 ezer év elteltével
jelenkezhet a banyairegekben, ill. az onnan kiirévén a bioszféraban (Melléklet 1.
abra) (FOLDING et al. 1999).Ez a modell azonbamklibzy mddositod ténydiket, igy a
mikrobak hatasat nem tartalmazza.

A nagy aktivitasu radioaktiv hulladékok mellettia &s kézepes aktivitasu hulladékok
tarolasanak, illetve mikrobiologiai vizsgalatanatolgémaja is megoldasra var hazankban
(ORMAI et al. 2002, BERCZY et al. 2002, REZESSY aBHRCZY 2002). Ezekben az
esetekben maganak a hulladékanyagnak, valamirdgybed anyagok (cement, bitumen) és
fémkonténerek (vas) biodegradaciojat is tanulmaniykell.

Olyan fontos kérdéseket is tanulményozni kell,yhagelenléw mikroflora hogyan

tudja megtamadni vagy felhasznalni azokat a be&gyagy ,csomagol6éanyagokat” amelyek
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elhelyezésre kerlilnek. Ugyancsak a hosszutavu rbildlsan indukalt korrézié, a MIC
(Microbial Induced Corrosion) becsléséhez feltdilesziikséges felmérni a rendelkezésre
allé tapanyagforrasok mennyiségét és dnéygét (C, N, S, P) ahhoz, hogy tampontot adjon
annak kiszamitasahoz, hogy egyetlen mikroorganizfelépitéséhez (fgoH280080N30P2S)
milyen lehetségek allnak rendelkezésre.

Fentiekldl kovetkezik, hogy egy megbizhaté komplex modelkéstitéséhez,
hasonléan a nyugati tapasztalatokhoz, hosszutaatidsokra van szilkség. Reméljuk, hogy a
hazai energiaipar és kornyezetvédelem felismeri ilarotialis korrozié jeleriségét és
fontossdgat és tovabbi anyagi forrasokat biztosinunka folytatdsara, ill. egy modell

elkészitéséhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fejlett nuklearis iparral rendelkéz orszagokban (Kanada, Finnorszag,
Franciaorszag, Nagy Britannia, Japan, Spanyolors&gdorszag és USA) széleskor
kutatasi programokat inditottak el, hogy tisztazadladioaktiv hulladéktarolok tervezésénél
a fizikai, kémiai és mikrobiolégiai folyamatok jeliségét. Magyarorszagon a radioaktiv
hulladék nagy része a Paksi Atodrefibél szarmazik. Hazankban a kiégetitdelemek
atmeneti taroladsa az atorei tertletén torténik. Nagy aktivitasu nuklearis levaely
létesitése ceéljabol 3 terlletérktes vizsgélata keddott meg 1994-ben. Nagy aktivitasu
hulladék lerakéhelyként a Nyugat-Mecsekben tal@lhB50 km?2 terlldét Bodai Aleurolit
Formacio, vagyis permi agyagkohetne szamitasba. A Mecseki Ercbanyaszati \4dlé a
Mecsekuran Rt. javaslatara tortént a Bodai Aletroisgélata. A tomor vizzardsket 1100
m mélységben van, @ket vastagsaga 700-900 m. A mecseki uranbanyaergyi homokKk
képzidmeényben talalhatd, kézel a Bodai Aleurolit Formd&oz. Az uranbanyaszat 40 éve
alatt sok tapasztalat és ismeretilgyssze a terllet vizrajzarol és éektek szerkezet@r A
banya vezéisége kisérleti vagatok hajtasaval tette l&hetaz agyagk vizsgalatat, ugyanis
korabban a permi agyagkdvet a banya nem érintette.

A Bodai Aleurolit Formacié vizsgalatdba 1997-benpésolodtunk be. Harom
alkalommal végeztiink vizsgalatokat ill.igipttink mintakat mikrobioldgiai vizsgalatokhoz.
Célkitizéseink a kovetkéek voltak:

- A helyi mikrobiota 6sszetételének meghatarozaskead lerakdhely megépitése
elétti alapallapot felmérése.
- Baktériumtorzsek izolalasa, az izolatumok sugaidmgségének vizsgalata.

- A meghatarozé mikrobiolégiai folyamatok vizsgalata.
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- A helyi mikrobiota befolydsa a nuklearis hulladékté hosszutavu
megbizhatdsagara.

Mintakat vettink a talajviziy mintavewbk segitségével, a levélgsl, az aleurolit kzet
felszinébl, a kbzethdl, és az ugynevezett technikai vézbMinden mintdnak meghataroztuk
az aerob és anaerob mezofil és termofil dsszcéimediz 1zolaltunk haromszéaz baktérium
torzset a kulonbdz mintdkbol. Megvizsgaltuk az izoldtumok spéraképtrégaztermelését,
szervessav termelését, néhany toxikus fémmel (Gd,PG) szembeni rezisztenciajat és
bioszorpcidjat valamint sugarérzékenységét. TanojywZtuk biofilm kialakulasat aleurolit
felszinén in vitro.

A mikrobioldgiai vizsgalatok eredményeként a ledegiz, technikai viz, ézet és
felileti mintdk mezofil csiraszamai a kodvetkkzvoltak: a levegmintak atlagos aerob
csiraszama 3,5/ctnaz anaerob csiraszam 0,97crA vizmintak csiraszama 0,39-1,2 x°10
fem® (aerob) ill. 0,36- 3,9 x Fcm® (anaerob) volt a mintavétel hel§iEés a viz Kfokatol és
redoxpotencialjatol fuggen. A technikai vizmintakndl mind az aerob és amaesiraszam
10°-10%cm® nagyséagrendvolt. Kézetmintaknal az aerob csiraszani-10°/g ill. az anaerob
csiraszam 1010%g volt. A farasok vizmintaiban a termofil aerobkiiumok szama 0-2,4
x 10°/cm?®, a termofil anaerob baktériumok szama 0,43-4,6 %dm® volt.

A vizmintakbdl izolalt anaerob torzsekné} [2,2%), és NH ( 6%)valamint H (2,2
%) termelést mutattunk ki. A vizmintakbdl izolalt ebrtérzseknél is tapasztaltunis (2,4%)
és NH; (3,6%) termelést. A technikai vighizolalt torzseknél N (1,5%)termelést mutattunk
ki. Az anaerob, C@termeb torzsek kozul 3 (2,2%) szarmazott technikai Gz fellleti
mintakbol szarmazo 2 aerob és 3 anaerob izolatutatottiintenziv C@termelést (a torzsek
1 ill. 2,2%-a). A bzetmintdkbol szarmaz6 3 anaerob izolatum termekt K2,2%). A
levegibdl szarmazo6 anaerob izolatumok kodzll 2 (1,5%) teri@€l -ot. Metantermelést nem

sikerilt kimutatnunk.
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A savtermedk ardnya a levegnintaknél volt a legnagyobb, 63% ill. 54% (aerob il
anaerob), a legkisebb adZetmintaknél (13 ill. 14 %). Kvantitativ vizsgalabran az
izolatumok altal termelt citromsavat (0,04-9,2 mgécetsavat (0,11-25,5 mg/l), oxalsavat
(0,7-39,9 mg/l) mutattunk ki.

Az aerob izolatumok kb. 20%-a bizonyult sziderofermebnek. Az anaerob tdrzsek
sziderofor termelést nem mutattak.

Sporaképének bizonyult az aerob torzsek 50,6%-a, az anaérabek 59,4%-a.

A vegetativ baktériumok sugéarérzékenységét tekimtweaerob izolatumok tizedelozis
(D1g) értékei: 0,11-0,57 kGy, az anaerob izolatumok&20 0,40 kGy volt. Az aerob
sporasoké: 0,80-2,44 kGy kozt valtozott, és a ldgreensebbek az anaerob sporas
baktériumok voltak, 1,86-4,93 kGy értékekkel.

Az aerob tdrzseknél 650 mg/l (12,5 mM) Cr jeleribéte a torzsek 5,8%-a még képes volt
szaporodasra, Pb esetén 400 mg/l (1,92 mM) medlettizolatumok 93,7%-a még
szaporodott. Az anaerob torzseknél 200 mg/l (3,88 krdmmal szemben rezisztens volt a
torzsek 86,1%-a, 200 mg/l (0,96 mM) o6lommal szembezisztens volt 81,6%. 200 mg/l
(12,77 mM) kadmiummal szemben rezisztenciat mutadotbrzsek 73,5%-a. A fémmel
szembeni rezisztencia indukalhatésagat a V 4/ataoimal mutattuk be.

Az izolatumok bioszorpciéjat/bioakkumulacidjat w@dva azt kaptuk, hogy Cr esetén a
fémfelvétel az aerob ill. anaerob izoldtumoknél501587 ill. 0,23-2,37 (felvett fém mg
/biomassza mg ) kozo6tt valtozott, Cd-nél 0,70-1j#50,03-3,62 (felvett fém mg/biomassza
mg ) volt. A torzsek egy részénél a Cd, masokr@l bioszorpcié volt nagyobb.
Vizsgalataink soran adatokat kaptunk a terilet drakink6zOsségeinek oOsszetételére.
Meghataroztuk az aerob és anaerob, sporékégzsporat nem kéfz sziderofortermé,

gazképs torzsek aranyat.
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A szulfatredukélo baktériumok kilondsen érdekesékildéek tarolasanal, mivel az
anaerob korrozios folyamatokban fontos szerepik a7 minta kozul négy mintdban
talaltunk szulfatredukalé baktériumot (1 feliiledi, firds ésl technikai viz mintaban®10
10%cm®).

A kutatévagat kulonbdz helyeil szarmazé mintdk kozul a technikai vizmintak
aerob ill. anaerob csiraszamai voltak a legnagyobbd®® - 1CF/cn’), st
enterobaktériumokat is sikerult kimutatnunk, amedyyértelntien ,behurcolast” bizonyit. A
furasok rétegviz-mintaiban a termofil anaerobokassiama volt a legnagyobb {4dm’).

A vizsgélt mintdkban az aerob és anaerob baktérizmtatumoknak tobb mint a fele
spéraképé volt, ami nagyfokd rezisztenciat jelent a kdrnyeagszonyok valtozasaval
szemben. Sugarérzékenységet tekintve az aerobtumw& Dy értéke: 0,8-2,44, az
anaerobokndl a legrezisztensebb torzs &téke: 4,93 kGy volt. Azonban extrém sugér-
rezisztens baktériumot, mint pDeinococcus radiophilysnem taléltunk. A vegetativ
baktériumok kdzul nem volt szignifikans kilonbsegaarob és anaerob izoldtumok kozoétt de
a minimum és maximum értékek sem tértek el nagwkBen az éatlagtol. A mi
vizsgalatainkban a legrezisztensebb baktériumoki@irasok viz mintaibdl izolaltuk (1,86-
4,93 kGy). Az ionizalé sugéarzassal szemben reziszteaktériumok kimutatasa illetve
izoldlasa azért is fontos, mert ezek a baktériunathkalmasak lehetnek radionukliddal
kontaminalt talajok remediacidjdban és a nukledya kilonbo? terlletein is szerepet
jatszhatnak (bioszorpcid, bioprecipitacié, bioszeok) (BRIM et al. 2003).

A COs-ot, Np, HoS ill. Ha-t termeb torzseket ill. a szideroforternéddet, valamint a
savtermad torzsek nagy aranyat feltétlentl figyelembe kethmi a mikrobidlis korr6zié
kialakuldsanal.

A talajvizzel érintke& koézetek felszinén a baktériumok biofilm formajaban

koncentradlodhatnak, mivel azok jobb tapanyag ésg@aferrast biztositanak, mint maga a
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viz. Laborat6riumi korilmények kozott mi is ki tuwdk mutatni biofilm képé&dést aleurolit
felszinén, ugyaneléba kézetldl szarmazé izoldtummal. Kévetkétépése a munkadnknak a
biofilm altal felvett fémek szorpcidjanak tanulméagsa ill. a biofilm forma sugérérze-
kenységének tanulmanyozasa. Utébbi vizsgalatokattkézdtik.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy vizsgalataimérssikerilt kimutatni mindazon
mikrobioldgiai folyamatokat, amelyek a mechanikfizikai, kémiai, geologiai tények
mellett befolyasolhatjak a nuklearis hulladéktarbt&szutavu biztonsagos Uzemeltetését. Ez
magaba foglalja azokat a tényket, amelyek megvaltoztatjdk az eredeti kdrnyezeti
feltételeket. Erre utalnak azoknak a térzsekneMdem|éte, ahol gaztermelést (®l,, N,) és
savtermelést tapasztaltunk. Hasonléan sikerultoviglag nagy szamban kimutatni olyan
mikrobakat, amelyek képesek befolyasolni a raditidok mobilitasat (sziderofortermai,
bioszorpcio, bioakkumulacio). Ugyancsak szamolnli keokkal a tényeikkel, amelyek
felelések lehetnek a direkt mikrobioldgiai korrézidérzatredukdld mikroorganizmusok,
H,S termelés).

Olyan fontos kérdéseket is tanulmanyoznunk kelldabhen, hogy a jelenlév
mikroflora hogyan tudja megtamadni vagy felhasznahzokat a beagyazé vagy
~,csomagol6éanyagokat” amelyek elhelyezésre kerilndgyancsak a hosszatavu MIC
(Microbial Induced Corrosion) becsléséhez feltdilesziikséges felmérni a rendelkezésre
allé tapanyagforrasok mennyiségét és dnéygét (C, N, S, P) ahhoz, hogy tampontot adjon
annak kiszamitasahoz, hogy egyetlen mikroorganizfelépitéséhez (fgoH280080N30P2S)
milyen lehetségek allnak rendelkezésre.

Ez azt jelenti, hogy egy megbizhatdé komplex moetlEszitéséhez, hasonléan a nyugati
tapasztalatokhoz, hosszutavu kutatasokra van sgiiRednéljik, hogy a hazai energiaipar és
kornyezetvédelem felismeri a mikrobialis korrézglentiségét és fontossagat és tovabbi

anyagi forrdsokat biztosit a munka folytatdsara @y modell elkészitéséhez.
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7. SUMMARY

Large national and international research programes currently under way in Canada,
Finland, France, Great Britain, Japan, Spain, Swealed the USA, in which different
guestions concerning the safety of future undemplotepositories for nuclear waste are
being studied. In Hungary, the amount of radio&ctivaste produced has been increasing
since the four units of the Paks Nuclear Power tP&arted operations. On the basis of
preliminary assessments and technical considesttbe Permian Boda Siltstone Formation
in the Mecsek Hills area is undergoing evaluationuse as a high-level waste disposal site.
Investigations of the suitability of this formati@s a location for a waste repository, started
in 1994 with the technical assistance of Atomic fggeof Canada Ltd.. The uranium mine is
located in the Permian Sandstone Formation clostha@oBoda Siltstone Formation. The
existence of an access tunnel from the Mecsekut@drnukanium mine into the Boda Siltstone
Formation at a depth of 1100 m provides an oppdstun characterize some potentially
important vertical tectonic structures that coutd as groundwater pathways through the
siltstone. The Upper Permian Siltstone Formatiovec® an area of 150 Knand ranges in
thickness from 700 to 900 m. At present, this fdrarais being evaulated at one site which
is accessible from a uranium mine. The evaluationdude geological surveying and
hydrogeological, geotechnological and geophysicaliss.

The goal of our microbiology program was to invgste this subterranean
environment:

- Study of the diversity and distribution of the k&a@ in the environment of the

planned repository.
- Isolation of bacterial strains and evaluation of thadiosensitivity of the
microorganisms.

- Predictions of possible microbial processes.
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- Determination of the importance of the microbideets on the safety of the waste
repository.

Samples from the preferred site were taken viaatteess tunnel from the air, groundwater,
aleurolite stones and surfaces. The numbers ofevi@esophilic aerobic and anaerobic, and
thermophilic aerobic and anaerobic bacteria wewedtigated. After incubation, all well-
separated colony types (based on their morpholbgmaearance) were isolated. The spore-
forming capability, gas production, organic acidguiction, toxic metal resistances (€d
Cr** and PB"), biosorption and radiation sensitivity of theliates were investigated. Biofilm
development on the aleurolite was followed by measregomic force microscopy.
The average mesophilic colony-forming units of #iiesamples were 3.5/énfaerobic) and
0.9/cnf (anaerobic). Those of the water samples were 0.30tG/cm® (aerobic) and 0.36-
3.9 x16/cm® (anaerobic). The number of aerobic thermophilicteria was 0-2.4x¥@&n?,
while that of anaerobic thermophilic bacteria wa4304.6x10/cm®. Those of the technical
water samples were 30%cm’® (both aerobic and anaerobic). Those of the aliarol
samples were 010°/g (aerobic) and 1610%g (anaerobic).
2.2% of the anaerobic isolates from the groundwséenples proved to produce,N% of
the aerobic isolates from the groundwater samptedyced NH, and 2.2% producedH
2.4% the of aerobic isolates from the groundwadenses produced Nand 3.6% produced
NHs. 1.5% of the anaerobic isolates from the technicater produced B and 2.2%
produced CQ 2 (aerobic) and 3 (anaerobic) isolates from tirvéase samples produced ¢O
i.e.1% and 2.2%, respectively. 3 anaerobic isold®2%) from the aleurolite samples
produced H. 2 anaerobic isolates (1.5%) from the air sampteduced C@ CH,4 was not to
found to be produced by in the samples.
Our results demonstrated that 63 % of the aeraldc5d% of the anaerobic isolates of the air

samples had the ability to produce acid. Futhermguantitative investigation revealed that
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citric acid was produced in 0.04-9.2 mg/l, acend in 0.11-25.5 mg/l, and oxalic acid and
in 0.7-39.9 mg/l.

Almost 20% of the aerobic isolates displayed sigkave activity; and the anaerobic isolates
did not exhibit any production signal.

Altogether 50.6% of the aerobic isolates and 59af%he anaerobic isolates were spore-
formers. The radiosensitivity of the aerobic andanbic isolates was also determined: the
Dio values of the aerobic spore-formers lay in thegeaf.8-2.44 kGy, and those of the
anaerobic spore-formers in the range 1.86-4.93 KBy D values of the aerobic and
anaerobic vegetative isolates were much lowerhénranges 0.11-0.57 and 0.22-0.40 kGy,
respectively.

5.8% of the aerobic isolates were resistant tor6g0 (12.5 mM) Ct*. 93.7% of the aerobic
isolates were resistant to 400 mg/l (1.93 mM¥'PB6.1% of the anaerobic isolates were
resistant to 200 mg/l €t (3.84 mM). 81.6% of the anaerobic isolates wesistant to 200
mg/l (0.96 mM) PB" and 73.5% of the anaerobic isolates were resista800 mg/l (1.77
mM) Cd*.

The biosorption of Cd and Cf* by the isolates was also studied. The uptakesrdfiens
from the model solutions by the aerobic and anaerngblates were 0.55-1.87 and 0.23-2.37
mg metal ion/mg biomass. The uptakes of‘Gdns from the model solution by aerobic and
anaerobic isolates were 0.70-1.45 and 0.03-3.6etglion/mg biomass, respectively.

This was the first microbiological study of the Bodleurolite Formation as a potential
nuclear waste repository. Information was obtaioedcerning the diversity and distribution
of the bacteria. Aerobic, anaerobic, spore-formen-spore-former, siderophore- producing
and gas-producing bacteria were studied. Sulfataeiag bacteria are of particular interest in
waste disposal because they are important in abi@ecorrosion processes; and their activity

can change the geochemical environment Their toderdo repository conditions has been
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established.This was found in only in 4 of 67 sasp(1G -10°%cm’). The thermophilic
anaerobic counts in the groundwater samples werhighest: 18cm®.

The proportion of spore-forming isolates was 50 &%0ng the aerobic bacteria and 59.4%
among the anaerobic bacteria. Thg ialues of the aerobic spores lay in the range2018-
kGy, and those of the anaerobic spores in the ram@@4.93 kGy, but extremely resistant
bacteria (e.gDeinococcus radiophilyswere not found. The 13 values of the vegetative
aerobic and anaerobic isolates were much lowerl-0.37 kGy and 0.22-0.40 kGy,
respectively. These results are in the same rasgbkealo values cited in the literature for
many species of microorganisms. Among the vegetdiacteria, there were no significant
differences in radioresistance between the aerabid the anaerobic isolates, and the
minimum and maximum values of;did not deviate much from the average. It is also
consistent with the results of other microbiologjs@dies that the anaerobic spores are more
resistant than the aerobic ones, and that therelifées between the;pvalues in both of the
spore-forming groups are higher than those fovtdgetative cells.

The most resistant bacteria were isolated fromgtieeindwater. Radioresistant bacteria have
a number of other applications which are of intetesthe nuclear industry (biosorption,
bioprecipitation and biosensors) and in the treatroéradionuclide-contaminated soils.

The gases produced by the gas-forming isolates @€xeand H (anaerobic isolates). The
gas-forming isolates, and the organic acid andrgpl®re producers may contribute to
microbial corrosion. Biofilm formation by the badte isolated from the aleurolite was
studied on the surface of the stone. Biofilms tan be responsible for the immobilization of
radionuclides.

The goal of this work was to investigate this stiai@ean environment and to determine the
importance of the microbial effects as comparedhhie geological, physical and chemical

processes. Some of the most likely processes ferrétease of radionuclides from a
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repository into the biosphere involve transportfleaving groundwater. Microorganisms can

influence this release in a number of ways: chanpgite chemical conditions in and around
the repository, gas production (g@nd H), acid production, siderophore production,
biosorption and bioaccumulation. Sulfate- redudagteria are of particular interest in waste
disposal because they are important in anaerolrosion processes. For an active microbial
population to develop, sources of carbon, nitroggmpsphorus, sulphur and energy are
essential, plus certain trace elements. For thasae, the modelling approach adopted
focuses upon the availability of the key nutrie(@ N, P and S) and energy within the

repository environment in order to determine thenposition of the organisms and the

maximum biomass production {§gH2500s0N30P-S).

Although much has been achieved in this perioceséarch there still remains much work to

be done in connection with this complex model.
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10. MELLEKLET
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1. kép A Bodai Aleurolit Formaci6 és a teBakonyai Homokk Tagozat tektonikus

érintkezési hatara. Alfa-1 kutatévagat 210,5 m, lotfal.
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2. kép. Szideroforterm&lizolatum
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3. kép. Szélas albitos aleurolit
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Calculated traveltimes:

67.000 y 4] 442,000y

66516y 8 544.000 y
274864y 9 746000 y
578.800'y 10 >1.000.000y
198210y 11 >1.000.000y
381,000 y

2.abra Feltételezett radioaktiv szenrigkss terjedésének két dimenziés modellje
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OPCA agar Osszetétele

KH,POy
KoHPO,
CaCbx 2H,0
MgClxx 6 H,O
FeSQ x 7 HLO
NapSOy

NH4CI

Glukoéz
Pepton
Tripton

Elesztkivonat

0,25 g
0,35 g
0,015¢g
0,005 g
0,007 g
0,005 g
0,59
1,09
0,059
0,05¢g

0,19

1000 ml deszt.viz + 1 ml nyomelem oldat

pH:7,5

Nyomelem oldat (100 ml-re):

MNClox 4H,0 0,50 g
H3BOs 0,05¢g
ZnCh, 0,05¢
CoChx 6 H,O 0,05g
NiSOsx 6 H,O 0,059
CuChx 2 H,O 0,03 g

NaMoQyx 2 H,O 0,01¢g

Vitaminoldat (100 ml):

Biotin

Folsav

0,002 g

0,002 g
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B6 (HCI) 0,010 g

Riboflavin 0,010g
Tiamin (HCI) 0,010 g
Pantoténsav 0,005¢
Nikotinamid 0,005 ¢
B12 0,010 g
PABA 0,005¢g
Liponsav 0,006 g
Desztillalt viz 100 crh

Sterilezés Millipore sirén (0,45um).
Sterilizalas autoklavban 12@-on, 15 percig, majd 1 ml vitaminoldat hozzaadasana

lemezontés.

110



V 3/3 izolatum b

Izolatum jellemz 6i:

Tenyésztés:
Besugarzas korilményei:

Aktualis adatok:

esugarzasa, tizedeld dézis (D10) értékének meghatarozasa
Aerob

spOraszuszpenzio

1 ml szuszp. + 7 ml s. d. vizben, levegében, hitve

Co napi bomlasi faktor: 0,000353

Legutdbbi Fricke-mérés adatai:

év hoénap Nap év hoénap nap
Datum: 1999 2 22 Datum: 1993 4 23
Dozisteljesitmény: 2,04747kGy/h Dozisteljesitmény: 4,3396KGy/h
Le-fel meneti dozis: 13,74149Gy Le-fel meneti dézis: 29,125Gy
Besugérzasiid 6
dézis (kGy) oéra Perc mésodperc Higitasok: DO: 100000
D1 1 0 28 54 D1: 100000
D2 2 0 28 54+ D2: 10000
D3 4 0 58 12+ D3: 100
D4 6 0 58 12+ D4: 10
D5
D6
D7
D8
D9
D10
Telepszamok adott dozisnal: X atlag: SD: S/So:
DO 106 115 103 118 110,5 7,141428 1
D1 39 36 40 35 37,5 2,3804760,339366516
D2 48 49 50 47 48,5 1,2909940,043891403
D3 302 315 316 301 308,5 8,1034970,002791855
D4 121 114 117 118 117,5 2,8867510,000106335
D5 HEHEHEHHE 0
D6 HHHHHRHHE HHHAHH 0
D7 HHHHHRHHE HHHAHH 0
D8 HHHHHRHHE HHHAHH 0
D9 HHHHHRHHE HHHAHH 0
D10 HEHEHEHHE 0
Szélesztve: 0,2ml
Csiraszam/ml:
0 DO 55250000
1 -0,46933101 D1 18750000
2 -1,35762054 D2 2425000
4 -2,55410711 D3 154250
6 -3,97332441 D4 5875

111



Ig S/50

v = 050 gE + U,T504

Ri= 09955
1 2 3 4 5
Dazis (kGy)
Ilg (S/So) =Ilg n - kD
k: 0,684 D10: 1,46kGy
Ign: 0,1334 n: 1,36
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