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BevezetésBevezetés

A talajban milliárdnyi mikroorganizmus él, A talajban milliárdnyi mikroorganizmus él, 
szoros együttmőködésben. A szoros együttmőködésben. A 
mikrobaközösségeket több mikrobaközösségeket több 
mikroorganizmus faj alkotja. Ezeknek a mikroorganizmus faj alkotja. Ezeknek a 
fajoknak az egymáshoz viszonyított aránya fajoknak az egymáshoz viszonyított aránya 
(a fajeloszlás) megváltozhat a (a fajeloszlás) megváltozhat a 
körülményektıl (hımérséklet, körülményektıl (hımérséklet, 
(a fajeloszlás) megváltozhat a (a fajeloszlás) megváltozhat a 
körülményektıl (hımérséklet, körülményektıl (hımérséklet, 
nedvességtartalom, oxigénellátottság, nedvességtartalom, oxigénellátottság, 
stb.), a talaj tápapanyagtartalmától, a stb.), a talaj tápapanyagtartalmától, a 
talajban lévı szennyezıanyagoktól talajban lévı szennyezıanyagoktól 
függıen. Ezeket a változásokat függıen. Ezeket a változásokat 
követhetjük a Biologkövethetjük a Biolog--rendszerrel.rendszerrel.



A Biolog mikrolemezek leírásaA Biolog mikrolemezek leírása

AA BiologBiolog mikrolemezekmikrolemezek mindmind aa 3131 cellájábacellájába eltérıeltérı mikrobiálismikrobiális
tápanyagottápanyagot (szubsztrát)(szubsztrát) ésés tetrazóliumtetrazólium--vörösvörös indikátortindikátort helyeznekhelyeznek
elel aa lemezlemez gyártásakorgyártásakor.. AA környezetbılkörnyezetbıl származószármazó ésés elıkészítettelıkészített
talajtalaj-- vagyvagy vízmintákvízminták cellákbacellákba bemérésebemérése utánután aa lemezeketlemezeket
termosztátbatermosztátba helyezzük,helyezzük, hogyhogy aa talajbantalajban vagyvagy aa vízbenvízben lévılévı
mikroorganizmusokmikroorganizmusok jóljól tudjanaktudjanak mőködnimőködni ésés szaporodniszaporodni.. AA
szaporodásszaporodás soránsorán aa cellákbancellákban mőködımőködı mikroorganizmusokmikroorganizmusok vagyvagy felfel
mikroorganizmusokmikroorganizmusok jóljól tudjanaktudjanak mőködnimőködni ésés szaporodniszaporodni.. AA
szaporodásszaporodás soránsorán aa cellákbancellákban mőködımőködı mikroorganizmusokmikroorganizmusok vagyvagy felfel
tudjáktudják használnihasználni aa cellábacellába tetttett tápanyagot,tápanyagot, vagyvagy nemnem.. EztEzt
színváltozásszínváltozás jelzijelzi.. ÍgyÍgy különbözıkülönbözı anyagcsereanyagcsere mintázatokmintázatok alakulnakalakulnak ki,ki,
melyekmelyek lehetıvélehetıvé teszikteszik aa mikrobaközösségekmikrobaközösségek gyorsgyors jellemzésétjellemzését.. AA
tesztbentesztben mérhetımérhetı színváltozástszínváltozást aa tetrazóliumtetrazólium vörösvörös indikátorindikátor
redukciójaredukciója szolgáltatjaszolgáltatja.. AzAz indikátorindikátor elszínezıdésételszínezıdését aa mikrobákmikrobák
légzéselégzése következtébenkövetkeztében keletkezettkeletkezett NADHNADH váltjaváltja kiki..



A vizsgált szubsztrátok elhelyezkedése A vizsgált szubsztrátok elhelyezkedése 
a Biolog EcoPlate™ mikrolemezena Biolog EcoPlate™ mikrolemezen



Talajszuszpenzió készítéseTalajszuszpenzió készítése

45 ml steril 0,85%45 ml steril 0,85%--os os 
NaCl oldatot mérünk NaCl oldatot mérünk 
hozzá 5 g talajhoz egy  hozzá 5 g talajhoz egy  hozzá 5 g talajhoz egy  hozzá 5 g talajhoz egy  
100 ml100 ml--es es 
mérıedényben, majd mérıedényben, majd 
30 percen át rázatjuk. 30 percen át rázatjuk. 



A talajszuszpenzió hígításaA talajszuszpenzió hígítása

10 perces 10 perces 
ülepedési idı ülepedési idı 
elteltével 1 mlelteltével 1 ml--t t 
pipettázunk át 9 pipettázunk át 9 pipettázunk át 9 pipettázunk át 9 
ml steril 0,85%ml steril 0,85%--os os 
NaCl oldatba. NaCl oldatba. 



A hígított talajszuszpenzió A hígított talajszuszpenzió 
bemérése a mikrolemez celláibabemérése a mikrolemez celláiba

A Biolog mikrolemez A Biolog mikrolemez 
kialakítása 3 párhuzamos kialakítása 3 párhuzamos 
mérést tesz lehetıvé. A mérést tesz lehetıvé. A 
hígított szuszpenziókból hígított szuszpenziókból hígított szuszpenziókból hígított szuszpenziókból 
125 µl125 µl--t mértünk be az t mértünk be az 
egyes cellákba, majd a egyes cellákba, majd a 
módszer módszer 
fényérzékenysége miatt fényérzékenysége miatt 
fóliába csomagolva 25 fóliába csomagolva 25 °°CC--
on inkubáljuk a lemezt. on inkubáljuk a lemezt. 



A cellák színváltozásának méréseA cellák színváltozásának mérése

A cellák A cellák 
színváltozását színváltozását 
Dialab EL800 Dialab EL800 
Microplate Reader Microplate Reader Microplate Reader Microplate Reader 
mőszerrel olvassuk mőszerrel olvassuk 
le 24, 48, 72, 96, le 24, 48, 72, 96, 
120, 144 és 168 120, 144 és 168 
óra elteltével. óra elteltével. 



Kiértékelés 1Kiértékelés 1

A kiértékelés során a különbözı A kiértékelés során a különbözı 
szubsztrátokszubsztrátok idı függvényében mért OD idı függvényében mért OD 
adataira görbét illesztünk, majd adataira görbét illesztünk, majd adataira görbét illesztünk, majd adataira görbét illesztünk, majd 
kiszámoljuk az egyes kiszámoljuk az egyes szubsztrátokszubsztrátok görbe görbe 
alatti területét (T) és a cellák átlagos alatti területét (T) és a cellák átlagos 
színfejlıdési értékét (AWCD).színfejlıdési értékét (AWCD).



Kiértékelés 2Kiértékelés 2

�� SzubsztrátokSzubsztrátok görbe görbe alatti alatti területének területének (T(T) ) 
kiszámolásához használt képletkiszámolásához használt képlet
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ahol ahol νν az az OD OD érték térték tii idıpontbanidıpontban

�� Az AWCD érték kiszámításához használt Az AWCD érték kiszámításához használt 
képletképlet

ahol C a ahol C a szubsztrátotszubsztrátot tartalmazó cella OD értéketartalmazó cella OD értéke, R a , R a kontroll cella OD kontroll cella OD 
értéke értéke és n és n pedig a pedig a szubsztrátokszubsztrátok számaszáma

( ) nRCAWCD /∑ −=



PéldaPélda

�� 10, 100 és 1000 ppm (mg/kg) 10, 100 és 1000 ppm (mg/kg) 
koncentrációban 4koncentrációban 4--klórfenollal szennyezett klórfenollal szennyezett 
talajszuszpenziók mikrolemezekre mérése talajszuszpenziók mikrolemezekre mérése 
után kapott eredményekután kapott eredményekután kapott eredményekután kapott eredmények



A Biolog mikrolemezeken mért abszorbancia A Biolog mikrolemezeken mért abszorbancia 
értékekbıl számított görbe alatti terület és értékekbıl számított görbe alatti terület és 

az AWCD értékekaz AWCD értékek



AWCD értékek összehasonlításaAWCD értékek összehasonlítása



ForrásForrás

BiologBiolog Inc. Inc. BacterialBacterial IdentificationIdentification MicrobialMicrobial
IdentificationIdentification PhenotypePhenotype MicroArrayMicroArray
http://www.biolog.com/http://www.biolog.com/

Nagy Zsuzsanna (2009) Nagy Zsuzsanna (2009) BiodegradációBiodegradáció
jellemzése integrált metodikával klórozott jellemzése integrált metodikával klórozott 
szénhidrogénekkel szennyezett talajban, szénhidrogénekkel szennyezett talajban, 
Diplomamunka, Budapesti Mőszaki és Diplomamunka, Budapesti Mőszaki és 
Gazdaságtudományi EgyetemGazdaságtudományi Egyetem


