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1. BEVEZETES

Korunk emberénck élete teljesen eclképzelhetetlen a mobilitas, a kiilonb6z6
kozlekedési eszkozok haszndlata nélkiil. Az elmult években az autdgyartds lendiilete
toretleniil novekedett, a vilag Gtjain kozlekedé jarmiivek szama 2010-ben elérte az egy
milliardot (http://wardsauto.com/). Ugyanezen évben a vilagon egy nap alatt felhasznalt
motorhajtéanyagok mennyisége meghaladta a 22 millié barrelt (hozzavetélegesen 3,5
milliard liter) (International Energy Statistics; http://www.eia.gov/).

A novekvo igények kielégitése mellett az {izemanyagoknak szigori mindségi
kritériumoknak is meg kell felelniiik. A kiilonféle iizemanyagok fizikai és kémiai
tulajdonsagainak javitasa, a motorok teljesitményének optimalizdldsa és élettartamanak
novelése, valamint a vonatkoz6é kornyezetvédelmi ¢és egészségiligyi rendelkezések
iranyelveinek  teljesitése = érdekében  szdmos  adalékanyagot  kevernek a
motorhajtéanyagokhoz. Kozéjiik tartoznak a kiilonb6z6é oktanszamndveld adalékok és az
lizemanyagok tokéletesebb ¢égését biztositd oxigenatok. Az éter tipust ilizemanyag-
adalékok olyan vegyiiletek, melyek mindkét szerepet be tudjak tolteni.

A vilag lizemanyag-éter sziikséglete 2009-ben 16,5 millié tonna volt, amelynek 78%-
at tette ki az MTBE, a fennmarad6 részen az ETBE, a TAME és a TAEE osztozott (The
European Fuel Oxygenates Association; http://www.efoa.eu/). A 2009 és 2015 kozotti
idészakban az igények tovabbi, évenkénti 1,8 millid tonnaval torténd ndvekedésével
szamoltak a szakemberek. Az 0jabb eldrejelzések szerint az éterek iranti kereslet varhatéan
stabil marad a kovetkez6 évtizedekben is, ugyanakkor a szakérték az ETBE ¢és a TAEE
piacanak novekedését, ezzel parhuzamosan pedig az MTBE-ének a csokkenését
valdszinisitik.

A fentickben vazolt tendenciak alapjan biztosra vehetd, hogy a kozeljovoben a
kornyezet lizemanyag-éterek altali terhelése jelentdsen ndvekszik majd. Az utdbbi években
hazankban is egyre tobb MTBE-vel szennyezett teriilet valt ismertté, mely szennyezések
dontéen iizemanyag eredetiieck. Minthogy az éter tipusu oxigenatok meglehetdsen
ellenalloak a természetes fizikai-kémiai €s biologiai degradacids folyamatokkal szemben,
igy a kornyezetbdl vald eltavolitasuk legtobbszor remedidcios beavatkozast igényel. Az
irodalmi adatok alapjan a bioaugmentacios eljarasok megfeleld valasztast jelenthetnek,
amelyekben egy el6zetesen szelektalt és felszaporitott mikroorganizmus tenyészetét

alkalmazzak, amely a szennyezdanyag gyors ¢és haté¢kony lebontasara képes.


http://wardsauto.com/
http://www.eia.gov/
http://www.efoa.eu/

A dolgozat témaja egy uj MTBE-bont6 baktérium izolatum részletes bemutatésa,
amely a laboratoriumi eredmények fényében komoly potencidlt hordoz magéaban, és a
szennyezett kozegek karmentesitése alkalmaval a kozeljovében terepi beavatkozasok soran

is bevetésre kertilhet.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok bevezetésének

el6zményei, koriilményei és hatasai

Alkilezett Olomszarmazékokat az 1920-as évektél kezdve adagoltak az
tizemanyagokhoz a kopogasos égés kikiiszobolésére [1]. A kopogasos égés kialakulasa
els6sorban az lizemanyag Osszetételével és ezaltal oktanszamaval all Gsszefiiggésben. A
motorok milkodése szempontjabol idealis oktanszamok beallitasara tobb lehetséges
alternativa koziil az 6lom-tetraetilt rendszeresitették, elsésorban hatékonysdga és alacsony
eloallitasi koltségei miatt. A benzin iranti igény vilagméretli novekedésével és ezaltal az
6lmozott ilizemanyagok elégetésébdl szarmazo karosanyag-kibocsatas emelkedésével az
O0lomszennyezettség mértéke drasztikusan megnétt, hovatovabb a kozlekedés valt az
6lomszennyezés legjelentdsebb forrasava [2]. Az 1970-es évek soran a jarmiivekbol
szarmazo Olomkibocsatds egészségre gyakorolt sokrétli, kdaros hatdsa vildgméretii
probléméva nétte ki magat. Szamos tanulmany demonstralta a kornyezetbe ily modon
kikeriil6 o6lomnak a természetre és az emberi egészségre gyakorolt destruktiv hatésait,
elsésorban a kozponti idegrendszert, a hem szintézist és a szaporitd szervrendszert érinto,
valamint a kiilonb6z6 pszicholdgiai és idegi-viselkedési problémakat [3-7]. Az d6lom-
tetraetil kivaltasa ezen feliil azért is sziikséges volt, mivel az 6lmozott lizemanyagok égése
nyoman a héiromutas Kkatalitikus konverterekkel szerelt modern gépjarmiivekben
olomtartalmu bevonat alakult Ki a katalizator feliiletén, ami rovidtavon csOkkentette annak
hatasfokat, hosszabb tavon pedig tonkre is tette azt. Mindezen negativ hatdsok nyoman az
alkilezett 0lomszarmazékokat az 1980-as évek soran fokozatosan lecserélték, és az 1990-es
évekre a legtobb Eurdpaban forgalmazott iizemanyagbol eltiintek. Hazankban 1999. aprilis
1-t6l nem forgalmaznak 6lmozott benzint.

Az O6lom-tetraetil kivaltdsara szant éter tipust vegyiiletek eldallitasa az 1970-es
években indult meg. Ezek az anyagok az oktanszam ndvelésén talmenden, az
lizemanyagok oxigéntartalmanak novelésén keresztiil (,,oxigenat”), azok tokéletesebb
€gését is biztositottak, ami pedig hozzajarult a karos kibocsatasok csokkenéséhez és ezaltal
a levegémindség javuldsahoz is. Europdban az MTBE gyartasa 1973-ban, Olaszorszagban

kezd6dott el, piaca lendiiletesen fejlodott, kivaltképp az 1990-es évek oOta, az eldallitott



MTBE tobb mint 98%-at lizemanyag-adalékként hasznaltak fel [8]. Az ETBE-t elszor
1992-ben Franciaorszagban alkalmaztak iizemanyag-oxigenatként, azota viszont széles
korben elterjedt az Eurdpai Unio teriiletén.

A GEO vegylletek oktanszamnoveloként torténd alkalmazasanak gyors
elterjedésével az olomszennyezettségnek vald kitettség 1ényegében egy évtizeden beliil
megszint, ez pedig magaval hozta az altalanos egészségi allapot rohamos javulasat is. Egy
kozelmultbeli tanulmény statisztikailag is értékeli az 6lmozott benzin kivonasaval egyiitt
jar6 pozitiv egészségiigyi hatdsokat, bemutatja az O6lomkoncentracid drasztikus
csOkkenését a vérben (20 pg/dl-rél 3 pg/dl-re) és szamos, az Olmozott benzin
alkalmazasaval Osszefiiggésbe hozhatdé betegség standardizalt haldlozasi aranyanak
valtozasat is szemlélteti az adott idészakban (1981-2007) [9]. EImondhato6 tehat, hogy az
alkilezett 6lomszarmazékok GEO vegyiiletek altali kivaltdsa nagymértékben hozzajarult az

emberi egészség meglrzéséhez €s javitasahoz.

2.2 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok termelésének és

felhasznalasanak alakulasa Europaban

2010-ben mintegy 55, MTBE-t, ETBE-t és/vagy TAME-t el6allito ipari létesitmény
mikodott az EU teriiletén [8]. A teljes eurdpai termelés 50%-a Németorszagban,
Franciaorszagban és Hollandidban lokalizalodott. Ugyanakkor DIPE és TBA iizemanyag-
adalékként torténd felhasznaldsarol nincsenek adatok Europabol. Mig MTBE gyartas
Eurépa szamos orszagaban folyik, addig ETBE-t legnagyobb mennyiségben
Németorszagban, Franciaorszagban és Spanyolorszagban, TAME-t és TAEE-t pedig
Finnorszadgban, Németorszdgban, Olaszorszagban és Gorogorszagban allitanak eld. Az
eléallitott GEO (MTBE, ETBE, TAME) 6sszes mennyisége Europaban a 2002-es 4108
kilotonnas értékrél 2010-re 6049 kilotonnara nétt. Ezzel parhuzamosan az ETBE piaci
részesedése ugyanebben az id6szakban 15%-r6l koriilbeliil 60%-ra emelkedett, az MTBE-¢
80%-rol 30%-ra csokkent, a TAME ¢és a TAEE egyiittesen pedig konstans 10% koriili piaci
részesedéssel allt. Hazdnkban a 2010-es termelési adatok szerint Szdzhalombattin 55
kilotonna ETBE-t és 53 kilotonna MTBE-t, Tiszaujvarosban pedig 31 kilotonna MTBE-t
allitottak el6 [8].

Az MTBE-t az oktanszam novelésére eleinte viszonylag alacsony, 2-5%-0s
koncentracioban (m/m) keverték a kiilonféle tizemanyagokhoz. Késébb mar, azért, hogy az

9



tizemanyagok égésének hatasfokat is noveljék, 1ényegesen nagyobb, 11-15%-0s (V/V)
koncentraciokat alkalmaztak nemcsak Eurdpa egyes részein, hanem Eszak-Amerikaban is.
A GEO vegyiileteket az egyes motorbenzin tipusoktol fiiggden kiilonb6z6 koncentracioban
adjak hozza az {izemanyagokhoz. Ezen feliil az alkalmazott oxigenat tipusa ¢&s
koncentracioja foldrajzi régionként és iddszakonként (évszakonként) is eltérd lehet.
Jelenleg az EU teriiletén az éter tipust oxigendtoknak az lizemanyagokban megengedett
legnagyobb koncentracioja 15% (V/V) [8].

Az éter tipust lizemanyag-adalékok (1. abra) szamos nyersanyagtipusbol kiindulva
eléallithatoak vegyipari szintézissel. MTBE-t leggyakrabban f6ldgaz eredetli metanolbol,
ETBE-t pedig kukoricabol vagy mas mezdgazdasagi biomasszabol fermentacié révén nyert
etanolbdl gyartanak. Az MTBE ¢és az ETBE eldéallitasdhoz egyarant felhasznalt izobutilént
vagy foldgazbol nyerik vagy pedig a kdolajfinomitds soran képzddik melléktermékként.
Jol lathatd tehat az, hogy az eldallitast végzo ipari létesitmények minden kiilonGsebb
nehézség nélkiil tudnak atvaltani MTBE és ETBE termelés kozott. A TAME eldallitasa
soran izoamilének keverékét (2-metil-but-1-én és 2-metil-but-2-én) reagaltatjak metanollal
[10].

Hosszu tavon az Eur6pai Unid teriiletén a felhasznalt motorbenzin mennyiségének
stabilizal6dasa vagy csokkenése varhato, kdszonhetden a dizel iizemi jarmiivek novekvo
térhoditasanak, illetve a benzinmotorok ndvekvd hatékonysaganak [8,11]. A GEO
vegyiiletek irdnti igény vérhatéan kisebb mértékben fog csokkenni, mint a motorbenzinek
iranti altalanos kereslet, koszonhetéen az EU biolizemanyag direktivajanak. Ennek
értelmében ugyanis a megujuld forrasbol szarmazé komponensek részaranyat novelni kell
az lizemanyagokban. Ez az érték 2005-ben 2%, 2010-ben 5,75% volt, 2020-ra pedig a 8%-
os részarany elérése van eldiranyozva. Ez a tény pedig tovabb novelheti az ETBE
térnyerését az MTBE-hez képest, 1évén a bioetanolbol eldallitott, igy részben megljuld
forrasbol szarmazo ETBE bioilizemanyag-komponensnek minésii. MTBE esetében a
biometanolbol torténd eldallitas kaphat nagyobb szerepet. Az eldbbi tendencia hazdnkban
is megfigyelhet6: @ MOL Nyrt. Dunai Finomitoja 2005. julius 1. 6ta, a meglévé MTBE
lizem 4talakitasaval a korabbi technologidban alkalmazott metanol helyett, bioldgiai
eljarassal nagy cukortartalmi névényi alapanyagokbdl gyartott bioetanolt dolgoz fel. Az
igy eldallitott ETBE alkalmazastechnikai tulajdonsagai megegyeznek a koradbban
megszokott MTBE tulajdonsagaival, ezért a gépjarmiivek szamara a biologiai eredetii
ETBE semmilyen kockazattal nem jar. A MOL Nyrt. 2006-t61 Szlovakiaban (Slovnaft),
majd 2007-t61 Tiszaujvarosban folytatta az ETBE gyarto kapacitas kiszélesitését.
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1. abra Az éter tipusu iizemanyag-adalékok legelterjedtebb képviseldi és a beldliik szarmaztathatd

legfontosabb alkoholok.

Noha az o6lomtartalmt adalékok kivaltasa éter tipusu vegyliletekkel egyértelmiien
jotékonyan hatott a levegd mindségére €és a lakossag altalanos egészségiigyi allapotara is,
Uj kornyezeti problémakat hozott magaval. A tobbi iizemanyag-komponenssel
Osszehasonlitva ugyanis, e vegyliletek sokkal jobb vizoldhatésagot mutatnak, és dontden
kémiai szerkezetiikbél adddoan, lényegesen jobban ellendllnak a biologiai lebontd
folyamatoknak, tartds vizszennyezéseket okozva ezaltal. Széleskorti hasznalatanak
kovetkeztében az MTBE, féleg az USA-ban, ahol 1979 6ta van hasznalatban, az egyik
leggyakrabban kimutatott szennyezdjévé valt a talajvizeknek és a felszini vizeknek
egyarant, elsdsorban a varosi teriileteken [12,13]. Ezenfeliil a GEO vegyiiletek rendkiviil
alacsony organoleptikus (szag ¢€s iz) kiiszobkoncentraciokkal rendelkeznek, igy minimalis
mennyiségben (akar mar 2 pg/l koncentracioban) is ihatatlanna tudjak tenni az ivovizet.

Jelenleg is folynak kutatasok és vizsgalatok az MTBE kivaltasara alkalmas, 0 éter
tipusu vegyiiletek bevezetését illetden. A lehetséges alternativak kozott nagyobb
szénatomszamu, ezaltal kevésbé vizoldékony és kevésbé illékony vegylileteket talalunk.
Illyen magasabb rendli éter tipusi oxigenat jeloltek a kovetkezOk: terc-hexil-etil-éter
(THXEE), terc-hexil-metil-éter (THXME), terc-heptil-etil-éter (THpEE), terc-heptil-metil-
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éter (THpME) és a terc-oktil-metil-éter (TOcME) [14-16]. Ezen vegyiiletekr6l és
lehetséges kornyezeti kockazataikrol azonban még meglehetdsen hianyosak az adatok, igy

széles korti elterjedésiikre még varni kell.

2.3 Az éter tipusu ilizemanyag-adalékok jellemzo forrasai az

egyes kornyezeti elemekben

Az éter tipusu iizemanyag-adalékok mindegyike szintetikus vegyiilet, melyek
jelenlegi ismereteink szerint természetes uton nem képzddnek, a kornyezetbe minden
esetben emberi tevékenység révén keriilnek ki. Az egyes kornyezeti elemek GEO
vegyiiletek altali szennyezése szadrmazhat tiszta GEO vegyiiletekbdl és GEO tartalmu
lizemanyagokbol egyarant. A gyakorlati tapasztalatok azonban azt mutatjdk, hogy a
szennyezések dontd tobbsége iizemanyag eredetli. Fizikai és kémiai tulajdonsagaiknak
koszonhetden ezek a vegyliletek a kornyezeti elemekbe kikeriilve konnyen atkeriilnek az
lizemanyagokbol a vizes vagy a g6z fazisba, ami nagymértékben hozzajarul gyors
terjedésiikhoz, akar nagy tavolsdgokra is. Koziilik is a vizes fazisban megjelend GEO
vegylileteknek van nagyobb jelent0sége, koszonhetéen a GEO vegyiiletek kivald
vizoldhatdsaganak €s mobilitdsanak, a vizi kornyezet korlatozott visszatartd képességének,
tovabba mivel a légnemii fazissal dsszehasonlitva a kiilonb6z6 degradécios folyamatok itt
lényegesen lassabban mennek végbe.

Az atmoszféraban megjelend GEO vegyiiletek leggyakrabban ipari kibocsatasokbdl,
tizemanyagtoltd  allomasokon keletkezé véletlenszertt  kiomlésekb6l, valamint az
tizemanyagok nem tokéletes égésének vagy a katalitikus konverter csokkent hatasfokanak
koszonhetéen a gépjarmiivek kipufogd gédzaibol szarmaznak. A GEO vegyiiletek
féléletideje a légkorben meglehetésen alacsony, MTBE esetében mindbssze 3-7 nap
[17,18], els6sorban a levegdben jelen 1évé fotoindukalt hidroxil gyokok koncentracioja
hatarozza meg, melyek elsddlegesen részt vesznek lebontasukban.

Tekintettel a GEO vegyiiletek 1égkori jelenlétére, konnyen belathato, hogy ezek az
anyagok jelen vannak a kiilonb6z6 csapadékformakban is [19]. Tobb tanulmany arrol
szamol be, hogy szoros kapcsolat figyelheté meg a GEO vegyliletek csapadékban torténd
eloszlasa ¢és a kiilonbozo teriilethasznalati tipusok kozott a vidéki és a varosi vagy ipari
teriiletek vonatkozasaban [20,21]. Ezen tGlmenden ¢évszakonkénti tendenciak is
megfigyelhetok, példaul a téli idészakban novekedés tapasztalhatdé a csapadék GEO
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crer

tartalom, kiilonosen a varosi teriileteken, mintegy 80%-ban a jarmi eredetli kibocsatasok
direkt felvételébdl szarmazik egy-egy esdzés alkalmaval, és csak koriilbelil 20% az a
mennyiség, ami a 1égkori GEO vegyiiletek beoldodasabol ered [18,20].

A folyodk és tavak esetében a GEO vegyiiletek kisebb mértékben a csapadékbol, az
utakrol lefolyd esé- és olvadékvizbdl, a szennyviztisztitd telepekrdl kikerild tisztitott
vizekbdl, illetve az Osszegylijtott csapadékviz és a szennyviz direkt bevezetésébol
szarmaznak. Hasonldan a csapadékviz esetében ismertetett tendenciaval, a felszini vizek
varosi teriileteken szintén nagyobb GEO koncentraciokkal terheltek, mint a vidéki korzetek
esetében [22]. Nagyobb mennyiségben ezek az anyagok elsGsorban pontszerii forrasokbol
jutnak be a felszini vizekbe, igy példaul iizemanyag kiomlésekbdl és szivargasokbol
(gépjarmiivekbdl, lizemanyagtoltd allomasokrdl, ilizemanyagtarold tartalyokbol), ipari
kibocsatasokbol vagy vizi jarmiivekbdl [18]. Az MTBE féléletidejét folyokban 30 perctdl
52 napig, tavakban 10 naptol 193 napig terjed6 iddintervallumban adjak meg [18].

A GEO vegyiiletek a talajvizbe legnagyobb részben pontszerii forrasokbdl jutnak. Ez
magaban foglalja a szivarg6 tarol6 tartalyokat, az eléallitas, tarolas, szallitas soran, illetve
az Uzemanyagtoltd alloméasokon és a finomitok teriiletén bekodvetkezd véletlenszerii
kiomléseket és a kozuati baleseteket [18]. Amikor a talajba jutott {izemanyag eléri a
telitetlen zonat, majd a talajviztestet, altaldban bekovetkezik a GEO vegyiiletek
elkiiloniilése az lizemanyag tobbi komponensét6l. Ennek oka az, hogy az alkil éterek az
lizemanyagokban taldlhatdo vegyliletek dontd tobbségéhez képest lényegesen jobb
vizoldhatosaggal rendelkeznek, igy a helyi viszonyoktdl fiiggben akar kiilonallo GEO
csOva is létrejohet, ami gyakorlatilag a talajviz terjedési sebességével halad [8]. Az MTBE
féléletidejét a talajvizben 2-3 évre becsiilik [23]. Osszehasonlitasképpen a BTEX
vegyiiletek esetében, melyek az {izemanyagok legvizoldékonyabb szénhidrogén
komponensei, ez az idétartam 2-3 honapra tehet6 [24].

A GEO vegyiileteket tartalmazo eséviz, illetve az utakrol és autopalyakrol lefolyo
csapadékviz- és olvadékviz-tobblet beszivargasa a talajba, els6sorban a vérosi teriileteken,
diffuz, nem pontszeri forrasként jelenik meg, ami viszonylag nagy teriileten okozhat
alacsony, de kimutathat6 szennyezést.

Altalanossagban véve elmondhatd, hogy szoros Osszefiiggés figyelheté meg a
talajvizben jelen lévé GEO vegyiiletek mennyisége, valamint a teriilethasznalat, a
népsiriiség és az lizemanyagokban alkalmazott GEO koncentraciok kozott [20]. Mivel a

TAME ¢s a DIPE az MTBE-hez ¢és az ETBE-hez képest Iényegesen kevésbé elterjedten
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alkalmazott oxigenat, igy ezeket a vegyiileteket joval ritkdbban mutatjak ki a talajvizbol

szennyezOként.

2.4 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok sorsa és transzportja a

talajban és a talajvizben

A GEO vegyiiletek felszin alatti transzportfolyamatait az egyes vegyliletek fizikai és
kémiai tulajdonsagai (1. tablazat), az adott kozeg hidrogeologiai és geokémiai viszonyai,
valamint a kdrnyezetbe valo kijutas adott teriiletre jellemz6 mddja egyiittesen hatarozza
meg. A telitetlen zonaban a GEO vegyiiletek elsdsorban lefelé iranyulé mozgast végeznek,
de a geologiai tulajdonsagok valtozdsa nyoman (pl.: alacsony ateresztoképességii rétegek
vagy torések) oldalirdnyban is terjednek, mozgasukat alapvetden a gravitacio €s a kapillaris
er6k gradiensei hatarozzak meg. A GEO vegyliletek a telitetlen zonaban négy kiilonb6z6
fazisban lehetnek jelen: gaz (gdz), vizben oldott, talaj vagy tliledék feliiletéhez szorpcioval
kotddott és onallo szerves folyadék fazis formajaban (LNAPL). A telitett zonaban a GEO
vegyiiletek vandorlasa féleg vizszintes (oldalirdnyll), mozgéasukat alapvetéen a talajviz
mozgas- €s nyomasviszonyai alakitjdk. A GEO vegyiiletek a telitett zonaban harom
kiilonboz6 fazisban lehetnek jelen: vizben oldott, talaj vagy tiledék feliiletéhez szorpcioval
kotédott és LNAPL fazisként. Amikor az LNAPL fazis (tiszta GEO vegyiilet vagy
lizemanyag) eléri a talajviztestet, megkezdddik a vizoldékony komponensek beoldodasa és
oldott szennyezdanyag-csdva kifejlodése.

A telitetlen zondban a GEO vegyliletek transzportjat alapvetden a diffazié hatdrozza
meg. A szorpcids folyamatok hatdsa a GEO vegyiiletek felszin alatti transzportjara
altalaban alacsony és a GEO vegyiiletek jellemzdéen a felszin alatti kdzeg szamottevd
visszatartd hatasa nélkiil transzportalodnak a talajvizben [19]. A TAME és a THXEE
kivételével valamennyi GEO vegyiilet (az ETBE, TAEE, THXxME, DIPE, MTBE, TBA
csokkend sorrend szerint) a benzollal 6sszehasonlitva kevésbé hajlamos a szorpciora, ezért
joval mobilisebbek a talajvizben [8]. A szorpcionak a GEO transzportra gyakorolt hatasat
az un. késleltetési vagy mas néven retardacios (R) faktor jellemzi. Ez egy dimenzi6 nélkiili
mennyiség, melyet megkapunk, ha a talajviz daramlasi sebességét elosztjuk a
szennyezbanyag terjedési sebességével. Ez az érték MTBE esetében 1,1 koril van [23],
ami azt jelenti, hogy gyakorlatilag a talajviz-fronttal egyiitt terjed. Benzol esetében 1,6

koriili értéket mértek hasonlo koriilmények kozott [25], tehat hozzavetdlegesen masfélszer
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lassabban terjed a talajvizben. A volatilizacié hatasa a GEO vegyiiletek felszin alatti
transzportjaban altaldban alacsony ¢s a GEO vegyiiletek altalaban nehezen mennek 4t a
vizes fazisbol a gaz (g6z) fazisba [8]. A GEO vegyiiletek mindegyike az illékony szerves
vegyliletek (VOC) kozé tartozik, koziilik is az MTBE rendelkezik a legnagyobb
géznyomassal. Az MTBE, a DIPE ¢és az ETBE g6znyomdsa nagyobb, mint a benzolé és
altalaban a GEO vegyliletek konnyen atmennek egy LNAPL fazisbol a gaz (g6z) fazisba
[8].

Tulajdonsag MTBE | ETBE | TAME | TAEE | DIPE TBA benzol
Osszegképlet CsH120 | CsH140 | CgH140 | CiH16O | CgH14O | C4H100 | CoHs
Molaris tomeg (g/mol) 88,15 | 102,18 | 102,18 | 116,20 | 102,18 74,12 78,11
Stirliség (g/cm®) 0,740 | 0,736 | 0,770 | 0,761 | 0,725 0,775 0,874
Vizoldhatosag (mg/1) 48000 | 12000 | 11500 | 4000 2000 | elegyedik | 1780
Géznyomas (Hgmm) 245 130 75 50 159 42 76
Henry-alland6 (dimenzi6 nélkiili) 0,027 | 0,110 | 0,081 n. a. 0,199 | 0,00048 | 0,22
log Kqc 1,035 0,95 1,27 n. a. 1,46 1,57 1,83
log Kow 0,94 1,74 1,55 n. a. 1,52 0,35 2,13
Kisérleti oktanszam 118 118 112 105 110 109 123

1. tablazat A legfontosabb GEO vegyiiletek néhany kornyezeti szempontbol is relevans fizikai-kémiai

tulajdonsaga (25 °C-on) sszehasonlitva a TBA és a benzol megfelel$ adataival ([26] alapjan).

Amikor egy GEO tartalmi LNAPL fazis kapcsolatba keriil a talajvizzel,
megkezdddik a vizoldékony komponensek beoldddasa a talajvizbe. A GEO vegyliletek
LNAPL fazisbol torténd beolddddsa a talajvizben talalhaté GEO vegyiiletek legfébb
forrdsa. A GEO vegyiiletek vizoldhatdsdga koriilbeliil 2000 mg/1-t6l (DIPE) mintegy
50 000 mg/l-ig (MTBE) terjed 25 °C-on. A TBA gyakorlatilag minden aranyban elegyedik
a vizzel. Az 6sszes GEO vegyiilet vizoldhatosaga nagyobb, mint a benzolé (1800 mg/l) [8].
A talajvizben az MTBE képes meglehetsen nagy csovakat létrehozni, melyek altalaban
kiterjedtebbek, mint a benzol esetében [27]. A GEO vegyiiletek meglehetésen magas
vizoldhatosaga szolgdl magyarazattal arra, hogy a GEO vegyiiletek gyorsabban elhagyjak
az LNAPL fazist és nagyobb csovakat képeznek magasabb koncentraciokkal, mint mas

benzin komponensek (pl.: BTEX vegyiiletek) [8].
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2.5 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok eléfordulasa az europai

kornyezetben

A talajviz esetében meglehetésen nagy mennyiségii ismeretanyag all rendelkezésre a
GEO vegyiiletek el6fordulasat illetéen, elsdsorban az ¢észak- és nyugat-eurdpai
viszonyokrol [8,28-30]. Az adatok alapjan az MTBE a leginkabb vizsgalt GEO vegyiilet az
eurdpai talajvizekben, melyrél mind térbeli, mind pedig id6beli vonatkozasban a legtobb
adat elérhetd. Az eldallitast végzo ipari létesitmények, tankautotoltd és lizemanyagtoltd
allomésok, valamint lizemanyag lerakatok és raktarak kornyékén taldljuk a legmagasabb
szennyezési értékeket a talajvizben. Alacsony, un. hattér MTBE koncentraciok
megtalalhatoak varosi és vidéki teriileteken egyarant, gyakorisaguk azonban jelentésen
eltér. Varosi vagy ipari teriileteken 40-60% a detektalasi gyakorisdg, mig vidéki vagy
mezbgazdasagi teriileteken csak 10-20%. Ezeken a teriileteken tipikusan 0,01-1 pg/l
MTBE koncentracidkat taldlunk, azaz 1ényegesen a szag, iz és egészségiigyi hatarértékek
alatti mennyiségeket. Az 1 pg/l-t meghaladd koncentraciok esetében feltételezhetd egy
pontszert MTBE-forras kozelsége.

Az ivoviz mindségét Eurdpaban nagyon szigorll eldirdsok szabdlyozzdk. Az USA
Kornyezetvédelmi Hivatala (USEPA) altal az MTBE-re javasolt szag kiiszobértéket (20
ng/l) meghaladd koncentraciot sehol sem detektaltak az ivovizmintédkban, a kevés szamu
pozitiv mintaban jellemzdéen nyomnyi mennyiségben volt MTBE kimutathat6 (0,01-0,2
ng/l). Osszehasonlitva a talajviz és a felszini vizek esetében rendelkezésre 4llo
adatmennyiséggel, az ivoviz esetében fellelhetd, GEO vegyiiletekre vonatkozo
ismeretanyag meglehetésen kevés, és zommel szintén Eszak- és Nyugat-Eurdpara
szoritkozik [8,28,29,31,32]. A kimutatasi gyakorisag mintegy 30%-t61 (Hollandia)
koriilbeliil 40%-ig (Németorszag) terjed. Jellemzden az ivovizben esetlegesen jelen 1€vo
MTBE legf6bb forrasa az eléallitdsdhoz felhasznalt felszini viz.

A felszini vizek esetében az irodalmi adatok tobbsége a nagyobb folydkra és fobb
mellékfolyoikra vonatkozoan, elsdésorban néhany nyugat-eurdpai orszagot illetden all
rendelkezésre [8,22,33], tavak esetében lényegesen kevesebb informacio érhetd el [8,30].
A vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a felszini vizekben fellelheté GEO hattér
koncentraci6 értéke a kimutatdsi hatartol korilbelil 0,5 pg/l-ig terjed, és szignifikans
kiilonbség figyelhetd meg a varosi €s a vidéki teriiletek esetében, illetve szezonalis hatasok

is jelentkeznek (motorcsonak hasznalat, vizszint valtozasai). Az atlagosnal lényegesen
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magasabb értékek hatterében legtobbszor valamilyen pontszeri forrds, példaul vizi
jarmiibol, tankhajobol vagy ipari 1étesitménybdl szarmazo kibocsatas all.

Az utakrol ¢és autopalyakrol lefolyd eséviztobblet GEO tartalmarol nagyon
szorvanyosak az adatok, minddssze Svéjc és Németorszag, illetve az USA teriiletérdl
ismertek informaciok ezt illetéen [8,20,34]. Ezeken a helyeken MTBE-t, TAME-t és
DIPE-t sikeriilt kimutatni, ETBE-t nem. A mért koncentraciok értéke nagymértékben
fliggbtt az esO intenzitasatol és a kornyék teriilethasznalatatol, a detektalt koncentraciok
jellemzdéen a 0,05-1 pg/l tartoményban mozogtak. Feltételezhetden, kiilondsen a nagy
forgalmu teriileteken, az elfolyd csapadékviz-tobblet a GEO vegyiiletek szamottevo
forrdsanak mindsiil.

A GEO vegyiiletek kiilonféle csapadékformakban vald jelenlétét kiterjedten csak
Németorszagban vizsgaltak, ott is csak MTBE-re vonatkozéan [8,20,21,29]. A kimutatasi
gyakorisag az esdvizmintak esetében sokkal nagyobb volt a varosi teriileteken (86%), mint
a vidéki korzetekben (18%), de mindeniitt 0,1 pg/l alatti koncentraciokat mértek.
Homintdk esetében nem volt megfigyelhetd ekkora eltérés a varosi és a vidéki teriiletek
vonatkozasdban, a detektadlt MTBE koncentraciok altaldban magasabbak voltak, mint az
esdvizben mértek, a kimutatisi gyakorisag pedig 65% koriili volt. Ezekbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a ho vélhetéen hatékonyabban veszi fel az MTBE-t a 1égkorbol, mint
az esOviz.

A levegdben jelen 1évé GEO koncentracidokra vonatkozo informdaciok rendkiviil
korlatozottak, igy altalanos tendencidkat nem lehet erre vonatkozdan felallitani. Mindossze
Finnorszadgban, Németorszagban és Belgiumban végeztek méréseket ebben a témaban
[8,20,35-37]. Egy Finnorszagban végzett felmérés eredményei azt mutattak, hogy a varosi
tertiletek levegdjében lényegesen nagyobb MTBE koncentraciok voltak jelen (1,1-2,8
ug/m3), mint a vidéki teriiletek esetében (0,08-0,15 ug/mg). Benzinkutakon és kozvetlen
kozeliikben alkalmanként a fentieknél 1ényegesen nagyobb értékeket is detektaltak.

A talajok esetében rendelkezésre allo adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
GEO vegyiiletek nem rendelkeznek 4ltalanos hattér koncentraciokkal az eurdpai
talajokban, ugyanakkor a varosi teriileteken el6fordulhatnak a kimutatasi hatart meghalado

GEO koncentraciok pontszerii forrasoktol tavolabb is [8].
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2.6 Az éter tipusu lizemanyag-adalékokat érinto szabalyozasok

Europaban és hazankban

Europdban a GEO vegyliletekre vonatkozd szabalyozdsok nem nevezhetok
kovetkezetesnek és az egyes kornyezeti elemeket illetden esetenként hianyosak is. Az EU
torvényhozédsa Ssem tamaszt altalanos kovetelményeket ezt illetéen, igy csak néhany
kiiszobérték és iranyelv van hasznélatban az MTBE-re vonatkozdan az ivoviz és a talajviz
esetében. Az altalanos, egészségiigyi alapu kiiszobkoncentraciok hianyanak egyik oka az,
hogy szaglds és izlelés utjan az MTBE akar mar 4-5 nagysagrenddel alacsonyabb
koncentracioban is érzékelhetd, mint a toxikoldgiai vizsgalatok alapjan az emberi
egészségre artalmasnak adddott koncentraciok. Dania az elsok kozott volt, ahol kivontak a
forgalombol az MTBE-t, mivel ivovizének 98%-at a talajvizbdl nyeri. Ezen feliil az ivoviz
esetében torvényi Gton 5 pg/l-ben megallapitott hatarértéket is bevezettek ra vonatkozoan.
Az MTBE esetében érvényes szag ¢€s iz kiiszobértékeket az ivovizben az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) 15 pg/l-ben, az USEPA pedig 20, illetve 40 pg/l-ben hatarozta meg
[8].

Hazankban a jelenleg érvényes rendeletben (6/2009. (IV.14.) KvWM-EiM-FVM
egyiittes rendelet a foldtani kézeg és a felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez
sziikséges hatdrértékekrdl és a szennyezések mérésérol) az MTBE nem szerepel, igy nincs
,B” szennyezettségi hatarérték érvényben Magyarorszagon erre a vegyiletre. Ennek
ellenére mar egyre tobb kdrnyezetvédelmi feliigyelség elrendeli az MTBE vizsgalatat is
egy-egy tényfeltaras alkalméval és egyedi ,,D” karmentesitési hatarértékeket hataroznak
meg, tobbnyire a terlileten elvégzett kockazatfelmeérés alapjan. Az utdbbi idészakban 40-

200 pg/l MTBE koncentraciokra adtak meg egyedi hatarértéket.

2.7 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok oOkotoxikologiai és

human egészségiigyi vonatkozasai

Az éter tipusu oxigenatoknak az élévilagot és az emberi egészséget érintd esetleges
negativ hatasait Kiterjedten vizsgaltak, kiilondsen az MTBE esetében. Szamos, olykor
egymasnak ellentmond6 eredmény latott napvildgot a témaban, melyek idénként heves

vitakat valtottak ki a szakért6k korében.
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A GEO vegyiiletek kivaldo vizoldhatosaguknak koszonhetden, a kornyezetbe
kikeriilve, nagy valoszintliséggel valamilyen vizes fazisban (felszini viz, talajviz) jelennek
meg. Egy szamos ¢€l6lénycsoportot (baktériumok, algdk, rakok, halak, kétéltiiek) érintd
attekintés arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a felszini vizekben jelen 1évé atlagos MTBE
koncentraciok (<0,1 mg/l) akut médon nem toxikusak az édesvizi él6lényekre [38]. A
vizszennyezésekre kimondottan érzékeny szivarvanyos pisztranggal végzett kisérletek
eredményei azt mutattak, hogy az MTBE alacsony toxicitassal rendelkezik a pisztrang
esetében [39]. Egy masik vizsgalatban azonban, amelyben az MTBE-nek néhany
kultirnovény (buza, fejes salata, kukorica, zab) csirazasara, valamint hajtas- és
gyokérfejlédésére gyakorolt hatasat tanulmanyoztak, azt tapasztaltak, hogy mindegyik
vizsgalt novényfaj esetében visszaesés volt megfigyelheté az MTBE-vel kezelt talajokban
[40]. Salmonella typhimurium torzsek esetében MTBE-vel és TBA-val végzett
mutagenitasi tesztek soran nem kaptak szignifikans mutacios valaszt, igy a szerzok arra
kovetkeztettek, hogy ezek a vegyiiletek nem mutagének baktériumokban [41].

Az egyes ¢éldlénycsoportokban elvégzett vizsgdlatok alapjan karosnak bizonyult
koncentraciok a legtobb esetben olyan magas értékek voltak (t6bb szaz vagy tobb ezer
mg/l MTBE koncentracid), melyek az egyes kornyezeti elemekben egyaltalan nem
tekinthetdk gyakorinak vagy altalanosnak, hanem csak a pontszeri szennyezé forrasok
kozvetlen kozelében taldlhatok meg.

Az emberek tobbsége passziv modon, a levegd vagy az ivoviz révén kertl
kapcsolatba az MTBE-vel. Azt a 1égkéri MTBE koncentraciot, mellyel a tarsadalom dont6
hanyada érintkezik, 1 pg/m>-re teszik [42]. Ennél 1ényegesen nagyobb koncentracioknak
vannak kitéve az tiizemanyagokat el6allitd vagy tarold Iétesitményekben és a
benzinkutakon vagy ezek kozelében tartdzkodd személyek. Emberek esetében az MTBE
toxikokinetikai profilja hasonl6 képet mutat belégzés és lenyelés esetén [43]. A
szervezetbe keriil6 MTBE gyorsan a véraramba jut, majd a majban citokrom P450 tipust
enzimek (CYP2A6 és CYP2El) TBA-va alakitjak [44]. A tovabbi intermedierek
megegyeznek a mikrobidlis lebontdsi utvonalakban azonositott metabolitokkal: 2-
metilpropan-1,2-diol (MPD), 2-hidroxiizobutirat (2-HIBA) [45], formaldehid, metanol és
hangyasav [43]. A TBA atalakitasat katalizalo enzimeket még nem sikeriilt azonositani.
Mig a lebomlas tobb koztitermékének (formaldehid, metanol, hangyasav) ismertek a
toxikus hatasai, addig a TBA, az MPD ¢és a 2-HIBA esetében nem allnak rendelkezésre
informaciok erre vonatkozdan. Az egyes metabolitok a kilélegzett levegdvel vagy a vizelet

utjan tavoznak. Az MTBE kis hdnyada (<1%-a) 4talakulas nélkiil iiriil ki a szervezetbdl
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[43]. A TBA, az MPD és a 2-HIBA tartézkodasi ideje a szervezetben koriilbeliil 8-34 6ra
[45]. Koszonhetéen kisebb illékonysaganak, nagyobb féléletidejének és alacsonyabb
kimutathatésagi hataranak a TBA pontosabb markere lehet az MTBE-vel valo
érintkezésnek, mint maga az MTBE [46].

Az MTBE-nek az emberi egészségre gyakorolt allitolagos karos hatasait a mai napig
nagy vitak ovezik. A Kkorai, modszertanilag nem maradéktalanul korrekt tanulmanyok
MTBE akut hatasaként enyhe, rovid ideig tartd, nem specifikus tiineteket emlitenek:
nyalkahartya irritaciot, fejfajast, szédiilést. Késobbi, laboratoriumban, kontrollalt
koriilmények kozott megismételt vizsgalatok ezeket a tiineteket nem erdsitették meg [43].
Patkanyokban, egerekben és nyulakban is vizsgaltak az MTBE élettani hatasait eltérd
elrendezésii és kiilonbozd ideig tartd kezelések sordn. Belégzés esetén akut tiinetekként
neurotoxikus hatast, az autondm idegrendszert ¢és a légzérendszert érintd problémakat
észleltek. Szubkronikus belégzés soran a fenti tiineteken kiviil, szoveti elvaltozasokat is
tapasztaltak, foleg a majban és a vesékben. Kronikus, szajon at torténd adagolas esetén
tumorok kialakulasat diagnosztizaltik a majban, a vesékben és a herékben [43]. Az
allatkisérletek eredményei alapjan az USEPA a lehetséges human karcinogén anyagok
kozé sorolta az MTBE-t.

Noha a jelenleg elfogadott nézet szerint a tarsadalom dontd tobbségét a belélegzett
levegd és/vagy az ivoviz révén ér6 MTBE-koncentraciok mellett jellemzéen nem kell
komolyabb egészségiigyi problémaktol tartani, fontos megjegyezni, hogy az ivovizzel a

szervezetbe keriild MTBE kronikus hatasait emberben mindeddig még nem vizsgaltak.

2.8 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok mikrobialis bontasa

2.8.1 Az éterkotést tartalmazo vegyiiletek mikrobialis bontasa

Az éterkotést tartalmazd vegyiiletek meglehetdsen gyakoriak a természetben (pl.:
lignin), ebbdl kdvetkezden pedig a kdrnyezetben megtaldlhatéoak az éterkotés hasitasara
képes mikroorganizmusok is. Emberi tevékenység révén szintén sokféle éter tipusu
vegylilet keriil ki a kornyezetbe, igy fenoxi-alkanoatok és difenil-éterek (herbicidek),
alkohol- és alkilfenol-etoxilatok (detergensek) és kiilonboz6 poliéterek (polietilén- és

polipropilén-glikolok). Az éterkotés felnyitdsanak biokémiai hatterét kiterjedten vizsgaltak
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baktériumokban [47], a kapott eredmények pedig a GEO vegyiiletek biodegradacioja
szempontjabol is relevansnak bizonyultak. A dialkil éterek aerob lebontasi Gtvonalanak
kezdd 1épését a legtobb esetben egy oxigenaz enzim Kkatalizalja, mely hidroxilalja az
éterkotésben részt vevo -CH, vagy -CHs csoportot, és ezaltal a stabil éter vegyiiletbdl egy
instabil hemiacetal jon 1étre, mely altalaban spontan diszmutacioval aldehidre és alkoholra
esik szét. A GEO vegyiiletek mikrobidlis bontasat a stabil és kevéssé reaktiv éterkotés
jelenlétén tulmenden tovabb neheziti a tercier szénatomot tartalmazo, elagazo szerkezetli
terc-butil vagy terc-amil csoport is, melyek sztérikus gatlast jelentenek a katabolikus
enzimek szamara. Emiatt sokaig azt gondoltak, hogy ezek az anyagok perzisztensek
lesznek az egyes kornyezeti elemekben. Noha a GEO vegyiiletek csak mintegy 40 éve
vannak jelen a kornyezetben, mara tobb mikrobialis konzorcium és egyedi izolatum valt

ismertté, mely hatékony bontasukra képes anaerob vagy aerob koriilmények kozott.

2.8.2 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok anaerob biodegradacidja

A felszin alatti régiokban az abiotikus folyamatoknak elhanyagolhat6 szerepe van a
GEO vegyiiletek lebontasaban [8]. Itt mar a kiilonb6z6 mikrobialis lebontd folyamatok a
legjelentésebb csokkentdi az egyes szennyezd anyagok koncentracidinak. Ahogyan azt mar
korabban emlitettiik, a GEO vegyiiletek a legtobb esetben kevert szennyezések formdjaban,
jellemzden az lizemanyagok komponenseiként keriilnek ki a kornyezetbe. Mikozben ezek
az Osszetett szennyezések a telitetlen zonan keresztiil a talajviztest felé vandorolnak,
kapcsolatba keriilnek a talaj mikroflorajaval. Az aerob mikrobak a vizes fazisban oldott
oxigént meglehetdsen gyorsan elhasznaljak a konnyebben metabolizalhatd szénforrasok
(alkanok, BTEX vegyiiletek) hasznositasahoz, ezaltal pedig anaerob viszonyok allnak eld.
Ennek kovetkeztében az anaerob biodegradacios folyamatoknak fontos szerepe van a GEO
vegyiiletek koncentracidinak csokkentésében az iizemanyagokkal szennyezett felszin alatti
régiokban.

Termodinamikai szamitasok szerint mind az MTBE, mind pedig a TBA
biodegradacidja lejatszodhat nemcsak aerob koriilmények kozott, hanem elméletileg
barmely, kornyezeti szempontbol relevans standard redox allapot mellett is [48].
Ugyanakkor a tapasztalatok szerint a GEO vegyiiletek anaerob koriilmények kozotti

bonthatoésaga nagymértékben teriiletspecifikus [49], hiszen szamos tanulmany nem tudott
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szamottevd biodegradaciét kimutatni [50,51], mig mas szerzék hasonlé anaerob
viszonyokkal jellemezheté teriiletekrdl hatékony lebontasrdl szamoltak be [52,53].

szulfatredukalo [55,56], Fe(lll)-redukalo [55,57,58] és metanogén [55,59-62] koriilmények
kozott, maskor viszont nem tapasztaltak lebontast anaerob viszonyok mellett [56,59,63-
66]. Egyes esetekben az MTBE teljes, CO,-ig torténé lebontasat figyelték meg [54,55],
maskor viszont TBA-ban végz6dd, részleges atalakitasat [56]. TBA esetében
nitratredukald, szulfatredukald, Mn(IV)-redukalé ¢és metanogén koriilmények kozott
figyeltek meg anaerob mikrobialis lebontast [62,64,67]. ETBE esetében egyetlen
alkalommal szamoltak be szamottevé anaerob lebontasrol [67], egy masik esetben pedig,
felszini vizi iiledékekkel végzett kisérletek soran nem tudtak kKimérni ETBE fogyast nitrat-,
szulfat- és Fe(lll)-redukald, valamint metanogén koriilmények kozott [56]. TAME anaerob
koriilmények kozott [68], tovabba egy masik vizsgalat soran nem tapasztaltak lebontast

nitrat- és Fe(lll)-redukalo, valamint metanogén koriilmények kozott szintén felszini vizi
tiledékekben [56].

mint ugyanazon atalakulas aerob koriilmények kozott mért értéke [61,65]. Valamennyi
vizsgalt anaerob koriilmény koziil metanogén viszonyok mellett kaptak a legmagasabb
biodegradacios sebesség értékeket. MTBE esetében a terepi viszonyok kozott, metanogén
koriilmények mellett mért biodegradacios sebesség értékek a természetes aerob lebontasi
folyamatok sebességének tartomanyaban vannak. Hasonld redox koriilmények kozott a
TBA esetében tapasztalt biodegradacios sebesség értékek nagyobbak, mint az MTBE
esetében mértek [8].

Az MTBE ¢és a TBA, valamint altaldban a GEO vegyiiletek anaerob lebontasi
utvonalairdl kevés informacio all rendelkezésre, mivel eddig még nem sikeriilt egyedi
bontoképes anaerob torzseket izolalni. A meglévé adatok mindegyike bakterialis
konzorciumokkal végzett kisérletekbdl ered. Metanogén [69] és szulfatredukalo [61,70]
mikrokozmosz rendszerekbdl szdrmazd stabil izotdopos vizsgéalati eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az MTBE lebontasa az oxigénatom ¢és a metil csoport
szénatomja kozotti kotés hasitasaval kezdddik. Ezt tamasztja ald az a megfigyelés is,
miszerint ezekben a rendszerekben az MTBE és a TAME bontdsa soran sztochiometrikus
mennyiségben TBA, illetve TAA keletkezik és halmozddik fel [56]. Leirtak tovabba, hogy

a metanogén ¢s a szulfatredukaldé folyamatok specifikus inhibitorainak (2-
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brometanszulfonsav, ill. natrium-molibdenat) alkalmazdsa nyoman az MTBE-bonto
aktivitas nem sz{int meg, valamint metoxi csoportot tartalmazé aromas vegyiiletek (aromas
metil éterek) koszubsztratként torténé adagolasa novelte az MTBE-bontas sebességét [53].
Ezek alapjan feltételezik, hogy a GEO vegyliletek anaerob lebontasanak kezdd 1épését
acetogén baktériumok végzik, melyekrdl korabban leirtdk, hogy aromas éterek
demetilezésére képesek. MTBE-bont6 anaerob bakterialis kozosségek mikrobialis
Osszetételének vizsgalata soran a filogenetikai analizis hdrom dominans torzs tagjait
mutatta Ki: Deltaproteobacteria, Firmicutes és Chloroflexi [71]. Koziilik a Firmicutes
torzsb6l mar leirtak aromads éterek demetilezésére képes acetogén izolatumokat. TBA-
bontd anaerob bakteridlis konzorciumok mikrobidlis Osszetétel-vizsgalata nyoman
molekularis biologiai modszerekkel azonositottak egy domindns klont, melynek
mennyisége jol korrelalt a TBA-bontd aktivitassal, és a legkdzelebbi rokonsagot egy
Ochrobactrum nemzetséghez tartoz6 izolatummal mutatta [72]. Az Ochrobactrum térzsek
altalaban aerobok, bar denitrifikald izolatumok is ismertek [73], tovabba egy aerob
torzsiikrol leirtak, hogy MTBE bontasara képes [74].

2.8.3 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok aerob biodegradacidja

2.8.3.1 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok aerob biodegradaciéjanak altalanos

jellemz6i

Amikor a GEO vegyiiletek az izemanyagok komponenseiként vandorolnak a felszin
alatti kozegben, altaldban a szennyezés (telitetlen zona) vagy a szennyezdanyag-csova
(telitett zona) frontjaban vannak jelen, koszonhetéen kivalo vizoldhatésaguknak, nagy
géznyomasuknak és a talajmatrix csekély mértékii visszatartd képességének. Emiatt a
telitetlen zondban lefel¢é halado komplex LNAPL fazisban a GEO vegyiiletek
érintkezhetnek leginkabb az oxigénnel és ezaltal aerob biodegradacidjuk lehetségessé valik
[8]. A telitetlen zonaban lejatszodd aerob lebontd folyamatok akkor tudnak igazan
hatékonyan mitkodni, ha a 1égkdr feldl biztositott az oxigén folyamatos utanpotlasa [75].
Mivel azonban az aerob mikrobdk képesek gyorsan elhasznalni a vizes fazisban oldott
oxigént a konnyebben hasznosithatd szénforrasok (alkanok, BTEX vegyiiletek)
lebontasahoz, a talaj mélyebb régioiban jellemzGen anaerob viszonyok uralkodnak, az

aerob viszonyok meglehetdsen ritkak [8].
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1988-ban egy terepi kisérlet sordn, Kanaddban vizsgaltak el6szor részletesen az
[8]. Az els6 adatsorok kiértékelése azt mutatta, hogy az MTBE meglehet6sen ellenall a
kiilonb6z6 lebontd folyamatoknak. Emiatt néhany évig azt gondoltak, hogy az MTBE
perzisztensen jelen van a talajvizben. A korabban vizsgalt helyrél 1995-ben tortént Gjabb
mintavételezés eredménye azonban azt mutatta, hogy a korabban detektalt értéknek
mindossze 3%-a volt mar csak jelen a teriileten [76,77]. Ezt kdvetéen a laboratoriumi
vizsgalatok megerdésitették, hogy a csokkenés legnagyobb részben aerob biodegradacios

folyamatoknak volt kdszonhetd. A tovabbiakban szamos terepi vizsgalat bizonyitotta, hogy

crcr

crer

fligg a szennyezés koratdl, vagyis, hogy az endogén mikrobak szamara mennyi id6 allt
rendelkezésre az alkalmazkodashoz [8]. A késébbieckben szamos tanulmany beszamolt
MTBE ¢és TBA aerob biodegradaciojardl terepi koriilmények kozott, valamint
laboratoriumban talaj-, talajviz-, iszap- vagy tiledékmintakbol Gsszeallitott mikrokozmosz
rendszerekben egyarant [65,78-84]. TAME és ETBE aerob lebontasara képes mikrobialis
konzorciumokat is leirtak [65,85-87].

Az MTBE és a TBA aerob biodegradacios sebességeinek Osszehasonlitasakor
kideriil, hogy a TBA esetében jellemzden magasabb értékek figyelhetok meg [8]. Az
altalanos érvényii megallapitasokat tenni. TBA atmeneti akkumulacidja megfigyelhetd volt
szamos esetben szigorian anaerob koriilmények kozott [79,81,88], de miutan aerob
koriilmények alakultak ki, a TBA teljes biodegradacidja lejatszodott. TBA esetében
mindeddig még nem irtdk le, hogy aerob koriilmények kozott mikrokozmosz
rendszerekben perzisztensen felhalmozodott volna [48,64]. A GEO vegyiiletek
leggyakrabban Osszetett szennyezések formdjaban, legtobbszor alkanokkal ¢s BTEX
vegyiiletekkel egyiitt fordulnak eld a kiilonb6zd kdrnyezeti elemekben. Rajtuk kiviil mas
egyszeri vegyiiletek, cukrok, alkoholok, szerves savak is jelen lehetnek a szennyezett
felszin alatti kozegben, sokszor a szennyezés nem GEO komponenseinek lebontasi

koztitermékeiként. Ezek a vegyiiletek gyakran eltér6 mddon hatnak a GEO vegyliletek

crer

acrob és anaerob koriilmények kozott is [67,89]. Egyes esetekben a BTEX vegyiiletek
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gatoltak (etil-benzol, xilolok) vagy nagymértékben lassitottak (benzol, toluol) az MTBE és
olykor még novelték is az MTBE ¢és a TBA biodegradacidjanak sebességét [91,92].
Megmutattak azt is, hogy alkanok, alkoholok és BTEX vegyiiletek bizonyos esetekben
novekedési szubsztratként hasznosulhatnak aerob kometabolikus MTBE-bontas soran [93].
Kimutattadk tovabba, hogy a TAME jelenléte nem befolyasolja az MTBE aerob

crer

[65].

2.8.3.2 Az éter tipusu iizemanyag-adalékok kometabolikus bontasa

Kometabolizmus soran egy szén- ¢és energiaforrasként hasznosuld vegyiilet
lebontasaval kapcsoltan egy masik molekula atalakitasa is megtorténik, melyet a
novekedési szubsztrat altal indukalt enzim(ek) katalizal(nak). Ennek az un.
koszubsztratnak az egyediili szén- és energiaforrasként torténd hasznositasara a mikroba
nem képes, kometabolikus atalakitdsa nem jar energianyereséggel a sejt szamara, tovabba a
novekedési szubsztrat egyidejli jelenléte vagy azon torténd elondvesztés nélkiil atalakulasa
nem jatszodik le. A GEO vegyiiletek, kiilonosen az MTBE vonatkozasédban szamos esetben
leirtak kometabolikus atalakitést.

A propanon eléndvesztett Nocardia sp. ENV425 jelii izolatum az MTBE, az ETBE
¢s a TAME hatékony kometabolikus bontasara volt képes [94]. Az MTBE és az ETBE
atalakitasa soran kozel sztochiometrikus mennyiségben TBA, TAME esetében pedig TAA
keletkezett. Az MTBE metoxi metil csoportjat formaldehiden keresztiil, a TBA-t pedig
MPD-n ¢és 2-HIBA-n at szén-dioxidda oxidalta a torzs, ugyanakkor ezen utobbi
intermedierek egyike sem bizonyult hatékony nodvekedési szubsztratnak. A TBA
atalakitasa lényegesen lassabb volt, mint az MTBE-¢, és mindaddig nem indult meg, amig
MTBE jelen volt a rendszerben. Igazoltak, hogy az MTBE és a TBA oxidaciojat egyarant
egy szolubilis, citokrom P450 tipusi monooxigendz enzim katalizalta, minden
valdszinliség szerint az az enzim, amely a propan oxidacidjaért is felelés (propan
monooxigenaz). A kamforon eléndvesztett Pseudomonas putida CAM (ATCC 17453)
torzs az MTBE-t sztochiometrikusan szintén TBA-va alakitotta citokrom P450c4m

enzimének segitségével.
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A Graphium sp. ATCC 58400 jeli fonalas gomba torzs esetében leirtak, hogy a
DEE-n és a n-butanon eléndvesztett micéliumai egyarant kometabolikus MTBE-bontast
végeznek [95,96]. Az atalakulas TBF-en keresztiil torténik, mely abiotikus vagy biotikus
hidrolizis nyoman TBA-va alakul, ami akkumulalodik a rendszerben. A DEE ¢és az MTBE
oxidaciojat ennél a torzsnél is citokrom P450 tipusti monooxigenaz végzi.

A Gordonia terrae IFP 2007 jeli izolatum, etanol, mint ndvekedési szubsztrat
jelenlétében az MTBE-t és a TAME-t kometabolikusan oxidalta [97]. A reakcidt ebben az
esetben is citokrom P450 monooxigenaz katalizalta, sztochiometrikus mennyiségben TBA,
ill. TAA keletkezett, tovabba mindkét szubsztrat esetében intermedierként hangyasavat is
sikertiilt azonositani.

Az Arthrobacter sp. ATCC 27778 jelii izolatum n-butanon nétt tenyészete az MTBE
és a TBA hatékony oxidacidjara volt képes [98]. Az MTBE oxidacidja soran TBA
koztiterméket azonositottak, vélhetéen mind az MTBE, mind pedig a TBA atalakitasat a
butant is oxidalé enzim (alkan monooxigenaz) katalizalta.

A Mycobacterium vaccae JOBS5 propanon el6ndvesztett tenyészete az MTBE-t
oxidalta, a két dominans intermedier, a TBF és a TBA extracellularisan kimutathato volt
[99]. A tOrzs propanon torténd el6ndvesztés utan a TBA-t is oxidalta, de ennek a
folyamatnak a koztitermékeit nem sikeriilt azonositani. Mind az MTBE, mind pedig a TBA
oxidaciojat gatolta az acetilén vagy a propan jelenléte. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy
mindkét atalakitdst a propan oxidacidjaért is felelds, rovid lancu alkdn monooxigenaz
enzim katalizalta. Megfigyeléseik és a korabbi irodalmi adatok alapjan javaslatot tettek az
MTBE-lebontas 1utvonalanak kezdeti 1épéseire. Eszerint az MTBE-b6l alkan
monooxigenaz enzim révén, vélhetéen egy hemiacetal tipusu instabil vegyiilet (terc-
butoxi-metanol) képzddik, ami vagy spontan diszmutacié révén TBA-ra és formaldehidre
bomlik, vagy pedig feltételezhetéen egy alkohol dehidrogenaz aktivitdsi enzim TBF-¢
alakitja, amit egy észteraz enzim TBA-ra és hangyasavra hasit el. A keletkezett TBA-t az
alkan monooxigenaz enzim MPD-vé oxidalja. Késobb leirtak, hogy a JOBS esetében az
MTBE o6nmaga is képes indukélni azokat a géneket, melyek kometabolikus bontasdhoz
sziikségesek [100]. Megfigyelték ugyanis, hogy egyszerii, nem alkan szénforrasokon
(glicerin, cukrok, szerves savak), mint novekedési szubsztratokon MTBE jelenlétében
novesztett JOBS tenyészetekben MTBE-fogyas, ill. lebontasi intermedierek (TBF, TBA)
megjelenése volt kKimutathato.

Pseudomonas mendocina KR-1 rovid lanct n-alkanokon (Cs-Cg) nétt tenyészetei az

MTBE-t nagy hatékonysaggal TBA-va alakitottak [101]. TBF koztiterméket nem tudtak
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kimutatni a folyamat soran. A torzs n-pentanon nétt tenyészete sem a TBF-et, sem a TBA-t
nem tudta tovabbalakitani, viszont az MTBE dealkilezése soran képz6dé formaldehidet
gyorsan hasznositotta. Az MTBE oxidacidjat ebben az esetben is egy indukalhato alkan
monooxigenaz enzim végezte.

Pseudomonas putida GPol gazdag tapoldaton alkan hidroxilaz enzim inducer
(diciklopropilketon [DCPK]) jelenlétében, valamint n-oktanon nétt tenyészetei az MTBE-t
oxidaltak és sztochiometrikus mennyiségben TBA keletkezett, TBF-et nem tudtak
kimutatni [102]. A DCPK jelenlétében elénovesztett tenyészet TAME oxidaciojara is
képes volt, de ETBE, TBF, TBA és TAA bontasara nem, az MTBE és a TAME
demetilezése soran képz6d6 formaldehidet viszont gyorsan lebontotta. Igazoltdk, hogy az
MTBE oxidacidjat az OCT plazmidon kodolt alkan hidroxilaz (AIKB) enzim végezte.

Pseudonocardia sp. ENV478 tetrahidrofuranon nétt tenyészete az MTBE-t TBA-va
oxidalta [103]. A reakcidot valosziniileg a torzs tetrahidrofuran monooxigenaz enzime
katalizélta, mely az alkan hidroxildzok rokonsagi korébe tartozik.

Pseudonocardia tetrahydrofuranoxydans K1 tetrahidrofuranon nétt sejtjei az MTBE-
t, az ETBE-t és a TAME-t tercier alkoholokka oxidaltak kometabolikusan, de a keletkezett
TBA-t és TAA-t mar nem tudtak tovabbalakitani [104,105]. Az oxidacids reakcidkat ebben
az esetben is vélhetden a tetrahidrofuran monooxigenaz enzim katalizalta.

A kometabolikus MTBE-bontasra képes mikrobakat tehat alapvetden két csoportba
sorolhatjuk az MTBE-bontas mértéke és a keletkezett intermedierek alapjan. Az egyik
csoport tagjai az MTBE-t egy rovid lancu alkan(ok) altal indukalhaté alkan hidroxilaz
enzimiikkel TBA-va alakitjak formaldehid képz6dése mellett, TBF koztitermék viszont
nem keletkezik. A TBA-t azonban nem tudjak tovabb bontani, igy az felhalmozodik. Ebbe
a kategoriaba tartoznak a fent emlitett Pseudomonas izolatumok, bar Gjabban leirtak olyan
torzseiket IS, melyeknél nincs TBA akkumulacio, hanem teljes, COj-ig mend
kometabolikus lebontas torténik [106]. A masik csoportba tartozo izolatumok az MTBE
atalakitasa soran TBF-et képeznek, amit egy €szteraz enzim TBA-ra és hangyasavra bont
el. Az igy keletkezett TBA-t ugyanaz az alkan monooxigenaz enzim alakitja tovabb MPD-
vé, ami az MTBE oxidaciojat is végzi. Ide tartozik a Mycobacterium vaccae JOBS5, az
Arthrobacter sp. ATCC 27778 és részben a Graphium sp. ATCC 58400 is, bar ez

utobbinal a TBA atalakitasa meglehetosen csekély mértéki.
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2.8.3.3 Az éter tipusi iizemanyag-adalékok egyediili szén- és energiaforrasként

torténo hasznositasa

Az els6 MTBE- ¢és TBA-bontasra képes izolatumokat aktiv iszapbol €s pafranyfenyo
(Ginkgo biloba) magkdpenyérdl izolaltak [107]. A Methylobacterium, Rhodococcus és
Arthrobacter nemzetségekbe tartozd torzsek az MTBE-t meglehetésen alacsony
novekedési sebesség mellett hasznositottak és a biomassza termelésiik is alacsony volt,
amibdl arra kovetkeztettek, hogy az MTBE gyenge szén- ¢és energiaforrasnak mindsiil.
Leirtak, hogy az Osszetett bakterialis konzorciumok, 0sszehasonlitva az egyedi bontoképes
izolatumokkal, hatékonyabb bontasra és nagyobb biomassza hozamra voltak képesek
MTBE-n, mint egyediili szén- és energiaforrason. Megfigyelték tovabba, hogy konnyen
bonthatd, egyszerii szénforrasok (pl.: aceton, piruvat) egyidejii jelenléte visszavetette az
MTBE-bontas sebess¢gét.

A Rhodococcus ruber IFP 2001 (korabban Gordonia terrae IFP 2001) jeli torzs
hatékony ETBE-bontasra képes, viszont MTBE, TAME ¢és tercier alkoholok (TBA, TAA)
egyediili szén- és energiaforrasként torténd hasznositasara nem [97]. Az ETBE oxidaciojat
citokrom P450 tipusi monooxigenaz végzi, €s sztdchiometrikus mennyiségben TBA
keletkezik, ami extracellularisan felhalmozodik. Az atalakulas kezd6 1épésében az ETBE
etoxi csoportja szubterminalis pozicioban oxidalodik és feltételezhetéen egy instabil,
hemiacetal tipusu intermedier (terc-butoxi-etanol) képzddik, amit egy még ismeretlen,
dehidrogenaz aktivitasti enzim TBAc-vé alakit, melyet egy észteraz enzim TBA-ra és
acetatra hasit el (2. abra). Leirtak, hogy az ETBE-n elonovesztett tenyészet MTBE és
TAME bontasara is képes, és szintén sztochiometrikus aranyban TBA, ill. TAA keletkezik.
Az TFP 2001 jelt torzsben az ETBE-bont6 képesség indukalhato jelleget mutat, de sikertilt
izolalni egy konstitutivan expresszalé vonalat is (IFP 2007) az IFP 2001 ismételt
atoltasaval ETBE-n, mint egyediili szénforrason. Leirtdk, hogy a torzs konnyen elvesziti
ETBE-bontd képességét, ami egyiitt jar egy 14,3 kb méretli kromoszémalis DNS darab
bontas kezdo6 1épésében kdzremiikodo fehérjéket kodoljak: a ferredoxin reduktazt (ethA), a
citokrom P450 monooxigenazt (ethB), a ferredoxint (ethC), egy 10 kDa méretii, egyeldre
ismeretlen funkcioji fehérjét (ethD), valamint egy feltételezett pozitiv transzkripcios
regulatort (ethR). Az operont mindkét oldalrol egy-egy 5,6 kb méretii, azonos, direkt repeat
szekvencia hatarolja, amelyek a ll-es osztalyba tartozé transzpozonok, és egy TnpA

transzpozazt, a TnpR rekombinaz egy csonkolt formajat, valamint egy 38 bp méretli
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terminalis forditott repeat szekvenciat hordoznak. Valdszinti, hogy az ETBE-bontas
elvesztésével jard spontan delécid a két azonos direkt repeat szekvencia kozotti homolog
rekombinacié révén megy végbe, jellemzden nem szelektiv ndvesztési koriilmények
kozott. Nagyon hasonlo felépitésii eth operonokat talaltak két masik ETBE-bont6 torzsben
is (Rhodococcus zopfii IFP 2005 és Mycobacterium sp. IFP 2009), melyekben szintén
meglehetdsen instabil volt az ETBE-bontasra valo képesség [109]. Megfigyelték, hogy az
egyébként meglehetésen konzervalt eth operonok a harom torzs esetében kiilonbozo,
egymassal nem rokon szekvenciak kozott helyezkedtek el, ami fajok k6zotti horizontalis
géntranszferre utalhat, melynek soran az Gijonnan szerzett gének eltéré genomi kdrnyezetbe

integralodtak a kromoszoman.
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2. abra Az ETBE metabolikus tGtvonala a Rhodococcus ruber IFP 2001-ben ([110] alapjan).

A hidrogénoxidal6 Hydrogenophaga flava ENV735 jeli izolatum lassti novekedésre
volt képes MTBE-n és TBA-n egyarant, de mar kis mennyiségli élesztokivonat adagolasa
is nagymértékben ndvelte a lebontds sebességét, ugyanakkor H; hozzaadasa nem
befolyasolta szamottevéen a biodegradaciot [111]. Az MTBE-oxidalé aktivitas
konstitutivan jelen volt a torzsben, a TBA-bontas viszont indukalhaté jelleget mutatott.

Emiatt, valamint a két reakcid inhibitorokkal szemben torténo eltéré viselkedése miatt,
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valoszintsithetd, hogy az MTBE és a TBA oxidacigjat kiilonbozé enzimek katalizaljak az
ENV735-ben, melyek génjei egymastol fiiggetleniil szabalyozodnak. Az MTBE bontésa
soran TBA és 2-HIBA intermediereket tudtak kimutatni, TBF-et viszont nem, ami arra
utal, hogy a terc-butoxi-metanol spontan diszmutacio révén alakul tovabb a térzsben. Ezt
tdmasztja ala az is, hogy az ENV735 n6 formaldehiden, mint egyediili szénforrason.

A Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 jela torzset TBA-bontoként izolaltak,
de a késdébbiekben igazoltak, hogy MTBE, TAME és TAA bontasara is képes, ETBE-n
viszont gyengén n6 [112]. Az MTBE lebontasi koztitermékei koziil a TBF-et, a TBA-t, az
MPD-t, a 2-HIBA-t és az acetont azonositottak. A kisérleti eredmények alapjan a tdrzsben
az MTBE ¢s a TBA oxidacigjat minden valoszinliség szerint ugyanaz az alkan
monooxigenaz enzim végzi, citokrom P450 tipust oxigenazt nem talaltak az IFP 2012-ben.
Az MTBE lebont4sa sordan az egyes atalakitisokat katalizdlo enzimek és a keletkezd
intermedierek kozott dsszetett, kompeticion és inhibicion alapuld szabalyozasi rendszert
tartak fel [113,114]. Az MTBE/TBA monooxigenaznak alacsony az affinitisa a TBA
iranyaba, emiatt az MTBE bontdsa sordn a TBA felhalmozddik és csak azutan alakul
tovabb, miutan az MTBE elfogyott a rendszerbdl. A TBF az MTBE/TBA monooxigenaz
mikodését, a TBA pedig a TBF-et bontd észteraz miikodését szabalyozza negativ
visszacsatolassal. A TBF kis részben spontan hidrolizis révén is bomlik. Mivel az IFP 2012
metilotrof izolatum, ezért a TBF hidrolizise nyoman keletkezé formiatot is képes
hasznositani. Az aceton tovéabbalakitasat vélhetden katalizdl6 monooxigenaz enzim nem
azonos az MTBE/TBA monooxigenazzal, igy az aceton nem befolydsolja annak
mikodését kompeticid révén. A 2-HIBA 4talakitasat egy, a miikodéséhez Co?* ionokat
igényl6 dekarboxilaz aktivitasti enzim végzi, a reakcio soran 2-propanol keletkezik, amit
egy dehidrogenaz alakit acetonna. Az MTBE-, a TBA- és a 2-HIBA-bonto aktivitasok
indukalhato jelleget mutattak az IFP 2012-ben. Az MTBE és a TBA indukaltak ezeket az
aktivitasokat, a TBA jobb inducernek bizonyult, mint maga az MTBE.

A Mycobacterium austroafricanum IFP 2015 jelii izolatumot, az el6zéekben
bemutatott IFP 2012 torzs kdzeli rokonat, nagymértékben hasonld tulajdonsagok jellemzik
[115]. Degradacios profiljuk megegyezik (MTBE, TAME, ETBE), 1ényeges kiilonbség
viszont, hogy az IFP 2015 sokkal hatékonyabban né ETBE-n. Az MTBE katabolikus
utvonala is jo egyezést mutat, hiszen ugyanazokat a lebontdsi intermediereket
azonositottak itt is (TBF, TBA, MPD, 2-HIBA, aceton), mint az IFP 2012 esetében.
Ezenfeliil az IFP 2015 is fakultativ metilotréf, metanolon és hangyasavon, mint egyediili

szénforrasokon is no.
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Leirtak, hogy a fenti két Mycobacterium austroafricanum torzs jol né Cp-Cig N-
alkanokon is [116]. Az alkan hidroxilaz enzimet (AIkB) kodolo alkB gén mindkét
izolatumban jelen volt egy-egy képiaban. RT-PCR vizsgalatokkal sikeriilt igazolni, hogy
az alkB gén nagymértékben indukalodott nemcsak n-alkanokon, hanem TBA-n torténd
novesztés soran is. Ezenfelill a kiilonb6z6 n-alkanokon eléndvesztett IFP 2012 és IFP 2015
sejtek hatékony TBA-bontasra voltak képesek. Mindebbdl arra lehetett kdvetkeztetni, hogy
a TBA oxidacidjat ezekben a torzsekben az alkB gén terméke végzi, amibdl egyuttal az is
kovetkezett, a korabban emlitett megfigyelések alapjan, hogy az MTBE oxidaciojaért is az
AIKkB felel6s az IFP 2012-ben és az IFP 2015-ben. Az MTBE lebontasa soran az MPD > 2-
HIBA atalakulas enzimatikus és genetikai hatterét is feltartak az IFP 2012-ben [117]. A két
Iépésben torténd atalakitas elsd reakcidjat egy alkohol dehidrogenédz aktivitdsi enzim
(MpdB) katalizalja, és hidroxiizobutiraldehid (2-hidroxi-2-metilpropanal) keletkezik, mely
intermediert mindeddig még nem sikeriilt kimutatni. A masodik 1épésben egy aldehid
dehidrogenaz aktivitasi enzim (MpdC) 2-HIBA-t éallit el6 az aldehidbdl. A két
dehidrogenaz enzimet kodolo gén (mpdB és mpdC) az mpd génklaszter részét képezi,
melynek miikodését feltételezhetéen az mpdR gén szabalyozza.

Az L10 és L108 [118], valamint a CIP 1-2052 [119] jelii izolatumokat MTBE-vel
szennyezett talajvizbdl, illetve aktiv iszapbodl izolaltdk. Kemotaxonomiai, fiziologiai és
DNS-alapu vizsgalatok alapjan a harom torzs ugyanabba a fajba, az Aquincola
tertiaricarbonis-ba tartozik [120]. Az ismert mikrobak koziil az Aquincola tertiaricarbonis
L108 rendelkezik a legnagyobb potenciallal az éter tipusu iizemanyag-adalékok
lebontasaban, 1évén az MTBE, az ETBE, a TAME, a TAEE és a DIPE, valamint
képes az abiotikus kornyezeti tényezok (hémérséklet, pH) széles tartomanyaban [121,122].
A terc-butil csoportot tartalmazd vegyiiletek hasznositdsdhoz a tdrzsnek kobaltra van
sziiksége Co?* vagy kobalamin (B1,-vitamin) formajaban [118]. Az L108 esetében az alkil
éterek biodegradacids utvonaldban harom lépésnek ismert az enzimatikus és a genetikai
hattere. A lebontas kezdd 1€pését egy citokrom P450 tipusi monooxigenaz (EthB)
katalizalja, melyet a hozza kapcsolddo, elektrontranszferben szerepet jatszo fehérjékkel
egyiitt az ethABCD gének kodolnak, a Rhodococcus ruber IFP 2001 esetében megismert
elrendezés szerint, azzal a lényeges kiilonbséggel, hogy az L108-bol hianyzik az ethR
regulator gén, igy a génklaszter tagjai konstitutivan expresszalédnak [122]. A TBA
oxidaciojat vélhetden egy két alegységbdl allo fehérje végzi, amely szekvencia homoldgia

alapjan egy ftalat-4,5-dioxigenaz enzimmel mutatja a legkdzelebbi rokonsagot [123]. A
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fehérje egy 55 kDa-os, hidroxilaz aktivitasi (MdplJ), és egy 38 kDa-0s oxidoreduktaz
aktivitasu alegységbdl (MdpK) épiil fel. A 2-HIBA-t, a miikodésé¢hez kobalamint igényld,
2-hidroxiizobutiril-KoA mutaz (Hcm) enzim  (S)-3-hidroxibutiril-KoA-va  alakitja
reverzibilis reakcioban, ami azutan a kdzponti anyagcsere-utvonalakon keresztiil alakul
tovabb [124]. A két alegységes enzim egy nagyobb, szubsztratk6té (HecmA), és egy Kisebb
kobalamink&td alegységbdl (HemB) all, melyeket a hcmA, ill. a hcmB gének kodolnak. Az
L108-ban az MTBE és az ETBE lebontasa TBA-n keresztiil torténik, azonban Kis
mennyiségben, melléktermékként izobutilén is keletkezik [125]. Az izobutilén képzddése
TBA-boIl alacsony oxigénkoncentracio mellett figyelhetd meg €s valodsziniileg az MdpJK
deszaturaz aktivitasanak tulajdonithato. A TAME és a TAEE katabolikus utvonala TAA
koztiterméken at vezet, melybdl kevés oxigén jelenlétében szamottevd mennyiségben B- és
y-izoamilén is képzdédik [125]. Elegendd oxigén mellett a TAA-bol az MdpJ deszaturaz
aktivitasa nyoman 2-metil-3-butén-2-ol keletkezik, mely prenol és prenal intermediereken
keresztul 3-metilkrotonsavva alakul, ami azutan a leucin katabolikus utvonaldba
csatlakozhat be [126]. Lényeges kiilonbség tehat, hogy a TBA metabolizmusaval
Osszehasonlitva TAA esetében az MdpJ nem hidroxilacids reakcidt katalizal, tovabba a
TAA-n torténd novekedéshez az L108 nem igényel kobalamint, viszont biotinra sziiksége
van.

A PM1 jeli torzset egy komposzt alapt biofilterbdl szarmaz6, dusitott, MTBE-bontd
bakteridlis konzorciumbél izolaltdk az Egyesiilt Allamokban, Kalifornidban [127]. A
laboratoriumi tesztek alapjan nagyon hatékony izolatumnak bizonyult, jelentésebb lag fazis
nélkiil képes volt akar 500 pg/ml koncentracioban adagolt MTBE gyors lebontasara is.
MTBE-bontd képességét vizsgaltadk kornyezeti mintakbol (talajviz, tiledék) Osszeallitott
mikrokozmosz rendszerekben is [127,128], és igazoltak, hogy a PMI1 sejtszamanak
novekedése egyiitt jart az MTBE koncentraciojanak csokkenésével [128]. A PM1 16S
rRNS génjére tervezett specifikus primerek alkalmazasaval sikeriilt MTBE-vel szennyezett
teriiletekr6l a PMI1-hez rendkiviil hasonldo (>99%) izolatumok jelenlétét kimutatni
[129,130], de ezeket a torzseket nem izolaltdk. E PM1-szeri torzsek esetében is
megfigyelték mikrokozmosz rendszerekben, illetve terepi kisérletek soran in situ
koriilmények kozott is, hogy sejtszamuk novekedése és az MTBE fogyasa pozitiv
korrelaciot mutatott [129]. A PMI jeli izolatumot végiil késébb a Methylibium nemzetség
elso tagjaként, Methylibium petroleiphilum PM1-ként irtak le [131]. A PMI1 az alkil éterek
¢s jelentdsebb intermediereik koziil az MTBE ¢s a TAME, valamint a TBA, a TAA ¢és a 2-
HIBA nagy hatékonysagu lebontasara képes [118,125,131]. A PM1 esetében az MTBE
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lebontasi utvonalaban harom reakcié enzimatikus és genetikai hattere ismert, melyek koziil
kettot az L108-nal megismert enzimekhez nagymértékben hasonl6 fehérjék katalizalnak.
Az MTBE-bontas kezd6 1épésében mutatkozik jelentds eltérés az L108-hoz képest. Mig ott
egy citokrom P450 monooxigenaz (EthB), addig a PM1-ben egy az alkén hidroxildzokkal
rokon enzim, az MdpA végzi a kezd6 oxidacios 1épést [132]. Az MdpA tartalmazza a
membrankotott alkan hidroxilazokra jellemz6 6 konzervalt transzmembran régiot, valamint
a 3 klaszterbe rendez6dott szintén konzervalt 8 hisztidin aminosavat is. Az alkéan
hidroxilazokat két csoportra osztjak az aktiv centrumukban, egy kitiintetett pozicidoban 1évo
aminosav-oldallanc tipusa szerint, mely nagymértékben meghatarozza az enzim altal
atalakithato szubsztratok mérettartomanyat [133]. Az AH1 csoport esetében ez egy
nagyméretli aminosav (Trp, Tyr), igy az ide tartoz6 enzimek a révid vagy kozepes
lanchosszisagu alkanok hidroxilalasara képesek. Az AH2 csoportnal viszont jellemzden
egy kisebb méretli aminosav-oldallanc (Ile, Leu, Val) talalhaté ebben a pozicidban, igy
ezek az enzimek hosszi lancu alkanok oxidacidjat végzik. Az MdpA esetében Thr
talalhato ezen a helyen, igy, noha a filogenetikai vizsgalatok szerint az AH1 csoporttal
rokon, egyik fenti csoportba sem sorolhatd, hanem egy 6nallo alcsaladot képvisel az alkan
hidroxilazok ko6zott. Az MdpA-t és redox partnereit, a rubredoxint és a rubredoxin
reduktazt kodold gének (mdpA, mdpB, mdpD) [134], melyek a Pseudomonas putida GPol
alkB, alkF/G ¢és alkT génjeivel homologok [135], a PM1 megaplazmidjan, egy 10 kb
méretli 10kuszban talaljuk. A megaplazmidot nem tartalmazé mutans PM1 vonal nem volt
képes MTBE-bontasra [136]. Az MdpA alacsony szintli konstitutiv expressziot mutat,
MTBE viszont erésen indukalja a termel6dését [132]. Methimazol, a flavin kofaktort
(FAD) tartalmazé monooxigenazok irreverzibilis inhibitora gatolta a PM1 MTBE-bontasat,
az acetilén, az alkdn monooxigendzok masik ismert inaktivatora/inhibitora, azonban nem
volt ra hatassal [132]. Leirtak, hogy bizonyos koriilmények kozott az MdpA ugyan részt
vehet a TBA-bontas szabalyozasaban, de a TBA oxidacidjaért egy masik monooxigenaz
felelés a PM1-ben. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés is, miszerint az mdpA knockout
(KO) mutans PM1 vonal MTBE-bontasra nem volt képes, TBA-t viszont tovabbra is
bontott [132]. A PM1 teljes transzkriptom analizise soran azonositottak a TBA oxidacidjat
végzd enzimet, mely egy hidroxildz (MdpJ) és egy oxidoreduktiz (MdpK) alegységbdl
¢épiil fel, és a filogenetikai elemzés alapjan a ftalat dioxigenazok rokonsagi korébe tartozik,
hasonloképpen az L.108 esetében megismert enzimmel [134]. A teljes transzkriptom adatok
vizsgélata feltarta tovabba azt is, hogy az MTBE-n torténd ndvekedés soran mas

vegyliletcsoportok, igy aromas vegyiiletek (toluol, fenol) és alkanok lebontési utvonaldban
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szereplé gének is indukalédnak. A PMI esetében is megfigyelhetd a TBA-bol és a TAA-
bol illékony, telitetlen szénhidrogén melléktermékek (izobutilén, ill. izoamilének)
képzddése alacsony oxigénkoncentracié mellett az L108-nal bemutatott mechanizmus
szerint, de itt 1ényegesen kisebb intenzitisu a folyamat [125]. A két t6rzsnél az mdpJ gén
esetében megfigyelheté nagyfoki azonossag (~97%), valamint a csaknem egyforma
génkornyezet alapjan feltételezik, hogy a TAA metabolizmusa a PM1-ben szintén az L108-
nal leirt utvonalon megy végbe, melyet alatimaszt az a tény, hogy a PM1 képes a 2-metil-
3-butén-2-ol egyediili szén-és energiaforrasként torténd hasznositasara [126]. A 2-HIBA
metabolizmusa a PM1-ben nagy valoszinliség szerint szintén az L108-nal leirtak szerint
jatszodik le. Erre utal, hogy az L108 Hcm alegységeit kodold gének (hcmA és hcmB)
nagymértékii azonossagot (>97%) mutatnak a PM1 homoldgjaival (mdpO/R), és a gének
elrendez6dése is megegyezik a két torzsben [118,124,136]. A teljes transzkriptom
vizsgalata soran az mdpO/R géneken kiviil két masik gén indukcidjat is kimutattak MTBE-
n nott sejtekben, melyek valdszintsithetéen szintén a 2-HIBA lebontasi utvonaldban
vesznek részt: az acil-KoA szintetazét (2-HIBA-KoA ligaz) (mdpP) és a 3-hidroxibutiril-
KoA dehidrogenazét (mdpX) [134].

A fent bemutatott izolatumokon kiviil egyéb torzsekrol is leirtak, hogy az éter tipusu
lizemanyag-oxigenatok bontasara képesek [74,119,137-145], de mivel esetiikben a
biodegradacio részletei, kiilonds tekintettel a folyamatban részt vevd génekre és enzimekre,
valamint a lebontasi itvonalra vonatkozdan egyaltalan nem, vagy legfeljebb csak néhany
részletiikben ismertek, ezért itt most ezeket a torzseket nem targyaljuk részletesen.

Az éter tipusii lizemanyag-adalékok aerob mikrobialis lebontasanak részletes
attekintése utan elmondhatjuk, hogy kisszdmu kivételtdl eltekintve, a biodegradacios
folyamatokban részt vevo gének és/vagy enzimek, nincsenek minden kétséget kizardan
azonositva, sokszor csak indirekt bizonyitékok (pl.: szekvencia homologiak, enzim
inhibitorok) utalnak egy adott gén vagy enzim részvételére egy adott 1épésben. Ezenfeliil
nincs olyan mikroorganizmus, melyben valamelyik GEO vegyiilet teljes lebontasi titvonala
iIsmert lenne. Az egyes torzsekben azonositott intermedierek, valamint katabolikus gének
¢s enzimek felhasznalasaval azonban leirtdk az MTBE valoszinisithetd biodegradacios
utvonalat, melynek fels6, 2-HIBA-ig tarté szakaszat a 3. abra mutatja be, mig a 2-HIBA

lehetséges tovabbi atalakulasait a 4. abra szemlélteti.

34



HaC
HsC

o R
C.".3
CHs

metil-terc-butil-éter

Y
HC_o._oH
~
HsC oy B
HsC \
H3CX O‘Q' 5 terc-butoxi-metanol ,‘
Cho = " - H = co
terc-butil-formiat s Ol HCH /’ H S0 HO™ So
>\ i CHs ® / formaldehid hangyasav
,OH terc-butil-alkohol
co, = HG
(@]
hangyasav HO
OH
H.C
3~ CH;

2-metilpropan-1,2-diol

Y
CHs

HO—f-CHs
.Cs

H "0
2-hidroxi-2-metilpropanal

2-hidroxiizobutirat

3. abra Az MTBE aerob biodegradéciés utvonalanak felsd, 2-HIBA-t eredményez6 legvaloszinilibb utvonala

([93] alapjan). (A szogletes zardjelben feltiintetett intermediereket mindeddig még nem sikeriilt kimutatni.)

2.9 A Methylibium nemzetség altalanos jellemzése

A Methylibium nemzetség a Betaproteobacteria osztaly Burkholderiales rendjének
Comamonadaceae csaladjaba tartozik, legkézelebbi rokonai az Aquabacterium, a
Piscinibacter és a Rhizobacter nemzetségek tagjai kozott talalhatoak [131,136,146]. A
nemzetség jelenleg egyetlen leirt faja a M. petroleiphilum, melynek tipustdrzse a PM1'T. A

PM1 Gram-negativ, sejtjei egyenes palca alaktak, mozgékonyak, egy polaris flagellummal
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4. abra A 2-HIBA atalakulasanak lehetséges utvonalai az MTBE-lebontas alsé szakaszaban ([93] alapjan).
rendelkeznek. Fakultativ anaerob, optimalis novekedése 6,5-es pH-n ¢és 30 °C-on
figyelheté meg, 37 °C-on nem nd. 2-3 nap alatt NA taplemezen 2-3 mm atméréji,

krémszinli telepeket képez. Vitaminokat nem igényel a szaporodasahoz, a mikroelemek

koziil a Co, a Cu, a Fe, a Mn, a Mo, a Ni és a Zn sziikséges a novekedéséhez minimal
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tapoldatban MTBE-n, mint egyediili szénforrason. Fakultativ metilotrof, a C; vegyliletek
koziil a metanol, a formaldehid és a hangyasav hasznositasara képes. Szamos alkoholt és
szerves savat hasznosit egyediili szén- és energiaforrasként, igy etanolt, butanolt, acetatot,
piruvatot és tejsavat, viszont nem nd egyediili szénforrasként alkalmazott gliilkdzon,
citraton és DL-glicinen. Nagyszamu aromas vegyliletet metabolizal, igy benzolt, toluolt,
etil-benzolt, o-xilolt, fenolt és kiilonbozé dihidroxibenzoatokat, naftalint azonban nem
bont. A nyilt lancu telitett szénhidrogének koziil a Cs-Cj2 n-alkdnok bontasara képes.

A torzs teljes genomszekvenciaja ismert, genommérete 4,6 Mb. Cirkularis
kromoszémaja mintegy 4 Mb méretii, tovabba rendelkezik egy megkozelitdleg 600 kb-0s
megaplazmiddal (pPM1) is [136]. Az alifas és aromas szénhidrogének metabolizmusaban
részt vevo, valamint a kiilonboz6 nehézfémek elleni rezisztenciakért (Cd, Co, Cr, Cu, Zn)
és a metilotrofiaért felelés géneket a kromoszoman talaljuk. A megaplazmidon
lokalizalédnak az MTBE-lebontds és a kobalamin szintézis utvonaldban kozremiikddod
gének. A kromoszoéma ¢és a megaplazmid is nagy szamban tartalmaz inszercios
szekvencidkat (IS elemek), de eloszlasuk meglehetdsen eltér a két replikonon. Az MTBE
bontasaban részt vevd gének szomszédsdgaban is szdmos IS elem talalhatd, melyek
atrendezddeésében. A PM1 és az eltérd foldrajzi helyekrdl izolalt PM1-szerli torzsek
megaplazmidjai nagymértékben konzervalt nukleotid szekvencidkkal rendelkeznek (~99%
azonossag), kromoszomaikban azonban Iényeges eltérések figyelhetdk meg. A
kromoszéman, illetve a megaplazmidon kodolt fehérjék legkdzelebbi homoldgjainak
filogenetikai eloszldsa meglepd moddon nagy kiilonbségeket mutat. A fentiek
figyelembevételével, valamint kiegészitve azzal, hogy a kromoszoma és a megaplazmid
GC-tartalma is kiilonbozik (69,2%, ill. 66%), valoszinisithetd, hogy a plazmidot a

kodzelmultban horizontalis transzfer soran szerezte a torzs.
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3. CELKITUZESEK

Hazéankban szamos MTBE-vel szennyezett teriilet valt ismertté az utobbi id6ben,
mely szennyezések dontd hanyada lizemanyag eredetli. Ahogyan az el6z6 fejezetben
ismertettiik, Magyarorszagon jelenleg még nincs érvényben rendeletileg eldirt kornyezeti
hatarérték az iizemanyag-oxigenatokra vonatkozoan, de a kozeljovoben varhaté az MTBE
kornyezeti kiiszobkoncentracidinak Eurdpai Unid szintli szabalyozdsa, ami maga utan
vonja majd a szennyezett teriiletek kotelezd karmentesitését. A kornyezeti karmentesitések
soran a bioremediacids eljardsok sok esetben elsobbséget élveznek a fizikai-kémiai
modszerekkel szemben, els6sorban alacsonyabb koltségeik és a szennyezett kozegek
Okoszisztémajat 1ényegesen kevésbé karositd tulajdonsagaik miatt.

A szakirodalomban ugyan egyre tobb informaci6é all rendelkezésre lizemanyag-
adalékokat bonté konzorciumok, és ezaltal kozvetve a forrasukként szolgald, lizemanyag-
adalékokkal szennyezett kzegek mikrobidlis Osszetételérdl is a vildg szamos pontjardl, de
legjobb tudomasunk szerint hazankban mindeddig még nem tortént részletes felmérés az
MTBE-vel szennyezett teriiletek mikrobidlis viszonyait (diverzitas, biodegradacios
potencial) illetden, pedig a hatékony remediacié szempontjabdl ez elengedhetetlentil
sziikséges.

Munkank soran ezért célul tiztik ki hazai, MTBE-vel és rokon vegyiiletekkel
szennyezett felszin alatti kozegekbdl bontoképes konzorciumok izolalasat, mikrobialis
Osszetételik meghatarozasat és ezaltal a lokalis MTBE-bontd potencialok felmérését.
Veégsé célunk, a késobbi hatékony terepi beavatkozasok érdekében, az iizemanyag-
oxigenatok, mindenekeldtt az MTBE bontasara képes bakterialis konzorciumokbol egyedi
bontoképes baktériumtorzs(ek) izolalasa és jellemzése volt. Az izolatum(ok) jellemzésének
elsd lépéseként eldszor laboratdriumi szinten kivantuk meghatarozni az optimalis MTBE-
bontashoz sziikséges abiotikus paramétereket, majd feltérképezni a toérzs(ek)ben az MTBE
lebontédsi Utvonalat, megadni a hasznosithatdé szénforrdsok spektrumat, azonositani a
biodegradacidban szerepet jatszo géneket és enzimeket, végiil pedig a kapott eredményeket
Osszevetni az irodalmi adatokkal. Az azonositott gének, mint az aktiv MTBE-bontési
képesség meglétét igazold molekularis markerek, a jovobeni karmentesitési eljarasok soran
a remediécios folyamatban alkalmazott torzs terepi nyomon kovetését, és a beavatkozas

hatékonysaganak igazolasat tehetik lehetévé.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 MTBE-bonto konzorciumok izolalasa talajvizmintakbol

MTBE-bonté konzorciumok izolalasdhoz az aldbbi foldrajzi helyekrdl szédrmazo,
jellemzéen MTBE-tartalmi {izemanyagokkal, vagy maés, dontden alifds és aromas
szénhidrogénekkel szennyezett talajvizmintakat hasznaltuk fel: Baja, Balassagyarmat,
Barcs, Békéscsaba, Bonyhad, Fonyod, Fiizesabony, Gyongyos, Janossomorja, Komarom,
Palmonostora, Plispokladany, Satoraljaujhely, Tihany, Tiszajvaros, Vasarosnamény, Vép,
Zalaegerszeg, Zalalovo. A vizmintakbol 25-25 ml-eket lecentrifugaltunk (9500 g, 10 perc),
a kitilepedett pelleteket haromszor mostuk 1,5-1,5 ml MSM tapoldattal, majd 250 ml-es,
teflonbetétes kupakkal légmentesen zarhaté iivegekbe 50-50 ml MSM tapoldatba
inokulaltuk azokat, egyediili szén- és energiaforrasként 200 mg/l koncentracioban MTBE-t
mértiink be és a rendszereket 25 °C-on 150 rpm-el razatva inkubaltuk 30 napig. Ezutan
azokbol a tenyészetekbdl, melyek ez id6 alatt szamottevd ndvekedést mutattak, 500-500
ul-eket friss 50-50 ml MSM tapoldatba oltottunk at, majd 200 mg/l MTBE hozzaadasa
utan tovabb inkubaltuk Oket. A dusitashoz hasznalt MSM tépoldat és a megfeleld MSA

taptalaj Osszetételét a 2. tablazat mutatja be.

4.2 MTBE-bontéo konzorciumok mikrobialis o0Osszetételének

meghatarozasa piroszekvenalassal

Az el6zd 1épésben izolalt konzorciumok koziil a GC-MS analitikai eredmények
alapjan leghatékonyabbnak bizonyult RL és SC jelii dusitasok MTBE-n nétt tenyészeteibol
UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) felhasznalasaval
genomi DNS-t tisztitottunk a gyartd utasitasai szerint. Ezekr6l a templatokrol a 16S rDNS
szekvenciak amplifikalasat, a kapott termékek piroszekvenalasat ([147] alapjan), valamint
a nyers szekvencia adatok elézetes bioinformatikai feldolgozasat
(http://www.researchandtesting.com/docs/Archive/Data_Analysis_Methodology-01-26-2012.pdf
szerint) a Research and Testing Laboratory (Lubbock, Texas, USA) végezte.
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K,HPO, 0,425 ¢
KH2PO4 0,350 g
(NH4)2S04 0,124 g
MgSO,*7H,0 0,050 g
CaCl,*2H,0 0,0125¢g
Mikroelem oldat 1ml
Vitamin oldat 1ml
Agar (amennyiben sziikséges) 159
Desztillalt viz 1000 ml
pH 6,7
Mikroelem oldat:
FeSO,*7H,0 1,009
CoCl,*6H,0 1,009
MnSO,*H,0 1,009
ZnSO4*7H,0 1,009
Na,Mo0O,*2H,0 1,009
Na,WO0,*2H,0 1,009
NiCl,*6H,0 0,259
H3BO; 0,10g
CuSO,*5H,0 0,10g
Desztillalt viz 1000 ml
Vitamin oldat:
Biotin 200 mg
Kalcium-pantotenat 50 mg
Nikotinsav 50 mg
p-amino-benzoesav 50 mg
Riboflavin 50 mg
Folsav 20 mg
Tiamin 15 mg
Cianokobalamin (B,-vitamin) 1,5mg
Desztillalt viz 1000 ml

2. tablazat Az MSM tapoldat, illetve az MSA taptalaj 6sszetétele.

4.3 MTBE-bontasra képes egyedi baktériumtorzsek izolalasa az

MTBE-bonto konzorciumokbal

A GC-MS analitikai eredmények alapjan hatékony MTBE-bontasra képes
konzorciumok tenyészeteibdl higitasi sorokat készitettiink, majd egyediili szénforrasként
MTBE-t vagy TBA-t tartalmazd MSA lemezekre szélesztettiik 6ket. A lemezeket 25 °C-on
két hétig inkubaltuk. A megjelend telepeket izolaltuk és 2-2 ml, 200 mg/l MTBE vagy
TBA szénforrassal kiegészitett MSM tapoldatba oltottuk le 6ket un. headspace (HS)
(Chromacol 20-HSV T717) iivegekbe. A rendszereket két hétig inkubaltuk 25 °C-on 150
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rpm-el razatva. A szdmottevd optikai denzitasbeli (ODgog) novekedést mutatod tenyészetek
tisztasagat 2 x TSA és NA lemezekre torténd szélesztéssel ellendriztiik, majd tovabbi
ellendrzésként egyediili szénforrasként MTBE-t vagy TBA-t tartalmaz6 MSA lemezekre is
kiszélesztettiik, valamint 50 ml, 200 mg/1 koncentracioban MTBE-t vagy TBA-t tartalmazo
MSM tépoldatba is atoltottuk dket. Azokkal az izoldtumokkal dolgoztunk tovabb, amelyek
a /2 X TSA és az NA szélesztések alapjan is egynemiinek bizonyultak, valamint MSA
taptalajon és MSM tapoldatban is felnéttek MTBE-n vagy TBA-n, mint egyediili
szénforrasokon. A TSA ¢s az NA taptalajok, valamint a megfelelé TSB és NB tapoldatok

Osszetételét a 3. és a 4. tablazat tartalmazza.

Kazein pepton (pankreasz hidrolizatum) 179
Szo6ja pepton (papain hidrolizatum) 39
NaCl 59
K,HPO, 2509
D-(+)-gliikk6z-monohidrat 259
Agar (amennyiben sziikséges) 15¢
Desztillalt viz 1000 ml

3. tablazat A TSB tapoldat, illetve a TSA taptalaj 6sszetétele.

Pepton 54
Marhahus kivonat 39
Agar (amennyiben sziikséges) 159
Desztillalt viz 1000 ml

4. tablazat Az NB tapoldat, illetve az NA taptalaj dsszetétele.

4.4 Az izolalt MTBE- vagy TBA-bontasra képes egyedi

baktériumtorzsek azonositasa

A hatékony MTBE- vagy TBA-bontasra képes izolatumok azonositasat a 16S rRNS-t
kodold génjiik (16S rDNS) szekvencidjanak meghatarozasaval végeztiikk el. A 16S rDNS
szekvenciak amplifikalasahoz az eubaktériumok korében univerzalis EubA (1522R; 5°-
AAG GAG GTG ATC CAN CCR CA-3’) és EubB (27F; 5’-AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG-3’) primereket hasznaltuk [148]. Az 50 ul végtérfogatban Gsszemért PCR
reakciok templatjaként minden esetben 1-1, 2 x TSA lemezrdl izolalt, 20 pl

nukleazmentes vizben (AccuGENE™, Lonza) felvett egyedi kolonia sejtszuszpenzidjanak

41



1 pl-e szolgalt. Az alkalmazott program az alabbi volt: 95 °C 5 min, majd 30 ciklus: 95 °C
20 s, 55 °C 10 s, 70 °C 40 s, végil 70 °C 5 min. A termékeket pJET1.2 vektorba
(Fermentas) klonoztuk, majd Escherichia coli DHS5a™ kémiai kompetens sejtekbe
(Invitrogen) transzformaltuk a gyart6 utasitasai szerint. Az inszertet hordozo pozitiv
klonokbol plazmid DNS-t tisztitottunk EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Kit (Bio Basic
Canada Inc.) segitségével, majd az inszerteket mindkét iranyb6l megszekvenaltattuk. A
torzsek szekvencia homologia alapjan torténd azonositasa érdekében a kapott 16S rDNS
szekvencidkat a SILVA nem redundans rRNS gén szekvencia adatbazisaval

(http://www.arb-silva.de) [149] hasonlitottuk Gssze.

45 Az MTBE- és az ETBE-bontasban részt vevo ismert gének
PCR-alapu kimutatasi tesztjei a konzorciumokban és két

egyedi izolatumban

Az MTBE-bonté konzorciumokboél (5K, 5L, 8K, RL, SC) és két egyedi izolatumbol
(M28, T29) genomi DNS-t izolaltunk UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (MO
BIO Laboratories, Inc.) felhasznalasaval. Ezt kdvet6en ezeken a templatokon az MTBE és
az ETBE lebontési Gtvonaldban azonositott gének kimutatasat végeztiik el PCR reakciok
segitségével ([150] alapjan). A vizsgalt géneket, az alkalmazott primerek szekvenciajat,

valamint a termékek varhaté méretét az 5. tablazat tartalmazza.

4.6 A T29 jelu izolatum novekedési tesztjei Kkiilonbozo

szubsztratokon és szubsztrat keverékeken

A T29 jelll izoldtum altal egyediili szén- ¢és energiaforrasként hasznosithato
vegyliletek vizsgalatat 200 mg/l koncentracidban alkalmazott egyedi szubsztratokkal MSM
tapoldatban végeztiik el. A rendszereket 28 °C-on, 2 hétig, 150 rpm-el razatva inkubaltuk
3-3 péarhuzamosban, HS tivegekben 2 ml térfogatban. A torzs novekedési képességét az
adott szubsztraton a 600 nm-en mért optikai denzitas (ODgoo) mérésével hataroztuk meg az
inkubacios 1d6 végén. A vizsgalatokhoz MTBE-n elondvesztett sejteket hasznaltunk, az

egyes rendszerekbe annyi sejtet inokulaltunk, hogy a kiindulasi ODggg érték 0,03 legyen.
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Az alabbi egyedi szubsztratok vizsgalatara keriilt sor: metanol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol, 1-butanol, formaldehid, aceton, hangyasav, 2-metilpropansav (izobutirat), tejsav,
piroszOlosav (Na-piruvat), ecetsav (Na-acetat), citromsav (Na-citrat), gliikoz, glicerin,
glicin, 2-HIBA, n-hexan, n-dodekan, n-hexadekan, ciklohexan, benzol, toluol, etilbenzol,
o-xilol, m-xilol, p-xilol, fenol, naftalin, MTBE, ETBE, TAME, DIPE, tetrahidrofuran és
TBA. Az iizemanyag-oxigenatok, az alifds és az aromds szénhidrogének esetében
szubsztrat mixeken is elvégeztiik a szubsztrathasznositasi teszteket a fentiekkel teljesen
megegyez0 elrendezésben. Az lizemanyag-oxigenat keverék (“étermix”’) MTBE-t, ETBE-t,
TAME-t, DIPE-t és TBA-t, az alifas szénhidrogén keverék (’n-alkanmix’’) n-pentant, n-
hexant, n-oktant, n-dekéant és n-dodeként, az aromas szénhidrogén keverék ("BTEX mix”)
pedig benzolt, toluolt, etilbenzolt, o-xilolt, m-xilolt és p-xilolt tartalmazott. A
szubsztratmixek esetében az alkot6 egyedi komponensek koncentracioja azonos volt a 2 ml
végtérfogatban. Ez az érték az étermix és a n-alkanmix esetében 40-40 mg/l, a BTEX-mix

esetében pedig 33,3-33,3 mg/l volt komponensenként.

Termék
Célgén (kodolt fehérje) |Primer par Szekvencia (5°-37) mérete |[Referencia
(bp)
alkB Rhose2 ACG GSCCAY TTCTACRTCG 343 [116]
(alkéan hidroxilaz) Rhoasl CCGTARTGY TCG AGR TAG
CACGCG CTCGGC GACTGG CAGACGTTC
ethB EthB-F2 AGT
(citokrém P450 | pyp po |TcC GAC GCA CAT GTG CGG Gec GTAcce| 881 | [151
monooxigenaz) GAA
ethR EthRfor ATG GGA ACG TCG ACG ACG AG 995 [152]
(eth gének regulatora) | EthRrev CTA GGA GCG CAA GGT GTC CG
icmB
. .. i ICMB-f ATG GAC CAA ATC CCG ATC CGC
(izobutiril-KOA mutdz Biz-| | ~ypp TCA GCG GGC GCC GCG CGC GG 410 | [118]
vitaminkotd alegység)
mdpA MdpALF CTT ACC GGG CTC AAC TAT GC 796 | [152]
(MTBE monooxigenaz) | MdpA1R CGCTTCCCT GGATCGATGTT
mpdB MpdB-F ACG GTC TCG TCG GCA AAT AC 590 [117]
(alkohol dehidrogenaz) |MpdB-R1 GCA CAT CCC AGG TCT GAT
GTC AAC CTG GAA CTC GGC GGG AAG
mpdC MpdC-F2 AGCCCGTTG 437 [117]
(aldehid dehidrogenaz) |MpdC-R2|CAC CGC TGT GAC GGG CCC GAA GAT CTC
CTC
pdo/mdpJ PDO2-for TGT TGT CGT CGG TCG GGT GC 379 |[123.134]
(ftalat-4,5-dioxigenaz) |PDO2-rev CGT CGA CGG CAA ACT GCT GG '
piso/mdpK PISO3-f
. N -for CACCTGCGC GATCGACTTGT
(flalat-4,5-dioxigendz —|p oha 0| CGC TGA ACC TGC GGG TCC GG 767 | [123]
oxidoreduktaz alegység)

5. tablazat Az MTBE- ¢és az ETBE-bontas ismert génjeinek PCR-alapt kimutatisa soran alkalmazott

primerek és néhany tulajdonsaguk.
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47 A T29 jeli izolatum MTBE-bontasi sebességének

osszehasonlitasa a Methylibium petroleiphilum PM1-ével

A Methylibium petroleiphilum PM1-et a BCCM-tdl (Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-organisms; http://bccm.belspo.be/) szereztik be. A liofilizalt
formaban érkezett tenyészetet MSM tapoldatban szuszpendaltuk f6l, majd féloranyi
rehidratalast kovetden tisztasaganak ellendrzése céljabol 2 x TSA taptalajra szélesztettiik
Ki. A tovabbiakban a torzs fenntartasat a T29-ével megegyez6 modon végeztiik.

A két torzs MTBE-bontasi sebességének dsszehasonlitdsdhoz a T29 és a PM1 MSM
tapoldatban MTBE-n eldndvesztett tenyészeteibdl a sejteket centrifugalassal kiiilepitettiik,
kétszer mostuk 6ket MSM tapoldattal, majd HS iivegekbe, MSM tapoldatba bel6liik annyit
inokulaltunk, hogy 2 ml végtérfogatban a kiindulasi, 600 nm-en mért optikai denzitas érték
0,100 legyen. Az egyes rendszerekben 200 mg/l MTBE koncentraciot allitottunk be, majd
28 °C-on, 150 rpm-el razatva inkubaltuk oket 6, 12, 18 és 24 6rat. Mindkét térzs esetében
mindegyik idépontban 3-3 parhuzamos minta levétele tortént, melyek maradék MTBE
tartalmazo abiotikus rendszereket hasznaltunk, melyekben a kisérlet kezdetén szintén 200
mg/l MTBE koncentraciot allitottunk be, majd 0 és 24 6ra inkubécid utan ezekbdl is 3-3

parhuzamos mintat analizaltunk GC-MS méréssel.

4.8 Az MTBE lebontasi utvonalaban szereplé intermedierek

azonositasa a T29 jeli izolatumban

A T29 jeli izolatum MTBE-n elénovesztett tenyészetébdl a sejteket centrifugalassal
kiiilepitettiik, haromszor mostuk 6ket 20 mM foszfat pufferrel (7,8 mM NaH,PO,, 12,2
mM Na,HPQO,4, pH=7,0), majd HS iivegekbe, 20 mM foszfat pufferbe beldliikk annyit
inokulaltunk, hogy 2 ml végtérfogatban a 600 nm-en mért optikai denzitas érték 1,000
legyen. A rendszerekben 200 mg/l MTBE koncentraciot allitottunk be, majd 28 °C-on, 150
rpm-el razatva inkubaltuk Oket Y2, 1, 2, 3 és 4 orat. Minden idépontban 2-2 parhuzamos
mintat vettiink le, melyekben a lehetséges koztitermékeket GC-MS analizissel SCAN

modban kerestiik.
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4.9 Az analitikai mérések modszertani leirasa

49.1 Nagy koncentraciogji MTBE, ETBE, TAME, DIPE és TBA

mennyiségi meghatarozasa

A headspace iivegekben 1évé 2 ml mintakat lefagyasztottuk és az analizisek
kezdetéig -20 °C-on taroltuk. A rendszerekhez nem adtunk belsé standardot (ISTD), mivel
kiils6 standardos kalibraciot hasznaltunk a meghatarozashoz. A fagyasztott mintakhoz 10
ml matrixmodosito oldatot (MMS: 6,16 M NaCl; EPA Method 5021 alapjan) pipettaztunk
¢és az azonnali visszazarast kovetéen a gazkromatograf mintatartdjaba helyeztiik 6ket. Az
automata mintaadagold az iivegeket egyenként 20 percen at razta 80 °C-on (CTC HS
PAL), majd ezt kdvetden vett a gazfazisbol 250 pl mintat és a késziilékbe (Agilent
Technologies 6850 Network GC System) injektalta. A mintabeviteli port (inlet) 250 °C-0s
volt, a split arany 1:500. Az elvalasztast DB-VRX (60 m x 0,250 mm x 1,4 um) kolonnan
végeztik a kovetkez6 flitésprogrammal: kezdé hémérséklet 40 °C 3 percen at, 7 °C/min
flitési sebességgel fiitve 100 °C-ra és 100 °C-on tartva 0,43 percen at. A detektalashoz
Agilent Technologies 5975C VL MS detektort hasznaltunk. A vivégaz hélium volt (Linde,
6.0). A méréseket az EPA 8260B szabvannyal 6sszhangban végeztiik. A mérés pontossaga

+10% volt.

4.9.2 Az MTBE lebontas lehetséges intermediereinek analitikai vizsgalata

A headspace iivegekben 1évé 2 ml mintakat lefagyasztottuk és az analizisek
kezdetéig -20 °C-on taroltuk. A fagyasztott mintakhoz 10 ml matrixmodositd oldatot
(MMS: 6,16 M NaCl; EPA Method 5021 alapjan) pipettaztunk és az azonnali visszazarast
kovetden a gazkromatograf mintatartdjaba helyeztiik 6ket. Az automata mintaadagold az
tivegeket egyenként 20 percen at razta 98,5 °C-on (CTC Combi PAL), majd ezt kovetéen
vett a gazfazisbol 1,5 ml mintat és a késziilékbe (Agilent Technologies 6850 Network GC
System) injektalta. A mintabeviteli port (inlet) 250 °C-os volt, splitless modban hasznalva
(split vent 20 ml/min, 0,05 percen at). Az elvalasztast DB-VRX (60 m x 0,250 mm x 1,4
um) kolonnan végeztiik a kdvetkezd flitésprogrammal: kezdé homérséklet 40 °C 3 percen

at, majd 7 °C/min fhitési sebességgel fiitve 120 °C-ra. A detektalast Agilent Technologies

45



5975C VL MS detektorral végeztiikk, melyet BFB tune modban hasznaltunk, az MTBE

elicids ideje alatt off médban detektalva. A vivogaz hélium volt (Linde, 6.0).

4.9.3 Nagy koncentracidju n-alkanok és BTEX komponensek mennyiségi

meghatarozasa

A headspace iivegekben 1évé 2 ml mintakat lefagyasztottuk és az analizisek
kezdetéig -20 °C-on taroltuk. A rendszerekhez nem adtunk bels6 standardot (ISTD), mivel
kiilsé standardos kalibraciot hasznéltunk a meghatarozashoz. A fagyasztott mintakhoz 10
ml matrixmoédosito oldatot (MMS: 6,16 M NaCl (pH 2,0; foszforsavval); EPA Method
5021 alapjan) pipettaztunk és az azonnali visszazarast kovetden a gazkromatograf
mintatartdjaba helyeztiik Oket. Az automata mintaadagolé az iivegeket egyenként 20
percen at razta 80 °C-on (CTC HS PAL), majd ezt kovetéen vett a gazfazisbol 250 ul
mintat, és a késziilékbe (Agilent Technologies 6850 Network GC System) injektalta. A
mintabeviteli port (inlet) 250 °C-os volt, a split arany 1:200. Az elvalasztast DB-VRX (60
m x 0,250 mm x 1,4 pm) kolonndn végeztik a kovetkezd flitésprogrammal: kezdd
hémérséklet 40 °C 3 percen at, 7 °C/min flitési sebességgel fiitve 240 °C-ra, majd 240 °C-
on tartva 2,14 percen at. A detektalast Agilent Technologies 5975C VL MS detektorral

végeztiik. A vivogaz hélium volt (Linde, 6.0). A mérés pontossaga £10% Volt.

4.10 Methylibium izolatumok antibiotikum rezisztenciajanak

vizsgalata

Az M28, T29, T29-B ¢és PMI1-B jelii izoldtumaink antibiotikum rezisztenciajat
vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze a Methylibium petroleiphilum PM1-ével. 2 x TSB
tapoldaton felndvesztett tenyészeteikbol 5-5 pl-t cseppentettiink pozitiv kontrollként Y4 x
TSA lemezre, majd az alabbi antibiotikumokat a jelzett koncentraciokban tartalmazo Y2 x
TSA lemezekre: ampicillin (Amp) (50 és 100 pg/ml), apramicin (Apr) (25 és 50 pg/ml),
kanamicin (Km) (25 és 50 pg/ml), kloramfenikol (Cm) (15 és 30 pg/ml), sztreptomicin
(Sm) (12,5 és 25 ug/ml) és tetraciklin (Tc) (6,25 és 12,5 pg/ml). A lemezeket 28 °C-on 1
hétig inkubaltuk és ezutan értékeltiik az egyes torzsek esetében a rezisztencia mértékét az

egyes antibiotikumokkal szemben.
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411 Methylibium izolatumok higany rezisztenciadjanak

vizsgalata

Az M28, T29, T29-B ¢és PM1-B jeli izolatumaink higany rezisztencidjat vizsgaltuk
¢és hasonlitottuk Ossze a Methylibium petroleiphilum PM1-ével. 2 x TSB tapoldaton
felnovesztett tenyészeteikbdl 20-20 pl-t inokulaltunk pozitiv kontrollként 2 ml 2 x TSB
tapoldatba, majd HgCl,-ot 12,5, 25, 50 és 100 mg/1 koncentracidban tartalmazo 2-2 ml %2 x
TSB tapoldatba. Mindegyik torzs esetében valamennyi HgCl, koncentracié hatasat harom
parhuzamos rendszerben vizsgaltuk. A rendszereket 28 °C-on 150 rpm-el razatva
inkubaltuk 1 hétig és ezutan értékeltiik az egyes torzsek esetében a rezisztencia mértékét a

HgCl,-dal szemben a tenyészetek optikai denzitasanak (ODgop) meghatarozasan keresztiil.

4.12 Methylibium izolatumok genomjanak &sszehasonlitasa

pulzaldo mezeju gélelektroforézis (PFGE) vizsgalattal

Az M28 és a T29 jelt izolatumokat, valamint a Methylibium petroleiphilum PM1-et
%2 x TSA lemezeken novesztettiik 1 hétig 28 °C-on. Mindegyik torzs esetében a lemezeken
kivalasztottunk 1-1, koriilbeliil 1-2 mm atmérdji telepet és 100 ul 50 mM EDTA-ban
felszuszpendaltuk azokat. Centrifugalassal (9500 g, 3 perc) kililepitettiik a sejteket, majd
visszavettiik 6ket friss 100 ul 50 mM EDTA-ba. A sejtszuszpenziokhoz azonos térfogatu,
adtunk, majd ont6éformaba toltottiik és 30 percre 4 °C-ra helyeztiik. A megszilardult agar6z
dugodkat 1 ml lizis puffert (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM EDTA, 0,5% N-lauril-
szarkozin, 0,5% SDS, 0,2% natrium-dezoxikolat, 100 pg/ml proteinaz K, 20 ug/ml RNaz
A) tartalmaz6 2 ml-es mikrocentrifuga csovekbe emeltiik at és 24 ordn at 55 °C-on
inkubaltuk. Ezt kovetden a dugokat kétszer mostuk 30 percig 37 °C-on 1,5 ml inaktivald
pufferrel (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 1 mM PMSF) és tovabbi felhasznalasig
0,5 M EDTA-ban (pH 8,0) 4 °C-on taroltuk. Hasznalat el6tt a dugokat 6tszér mostuk 1,5
ml TE pufferrel (10 mM Tris-HCI1 pH 8,0, 1 mM EDTA) 55 °C-on, alkalmanként 15-15
percig, majd koriilbelil 5 mm x 4 mm x 1 mm nagysagu darabokra vagtuk fel 6ket steril
pengével. Az igy kapott gélkockakat 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a késébbiekben

hasznalni kivant restrikcios enzimek sajat puffereinek 100 pl-ében. Ezutan 16 6ran at, 37
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°C-on, 100 pl friss pufferben inkubaltuk a kockakat immaron kiegészitve a megfeleld
restrikcios enzimekkel (Asel, Bcul, BspTI, Hpal; 20 U, Fermentas). Az inkubacios id6
letelte utan a gélkockakat kétszer mostuk 500 ul %2 x TBE pufferrel (45 mM Tris-bazis, 45
mM H3BOs3;, 1 mM EDTA pH 8,0, 100 uM tiourea), majd a fésiire helyeztiik és 15 percig
szaradni hagytuk Oket. Ezutdn a fésiit, rajta a gélkockakkal 100 ml folyékony, 1,2%-0s
agaroz (SeaKem® LE) gélbe helyeztiik és 1 6ran at allni hagytuk, hogy megszilarduljon.
Az agar6zt elézetesen Y2 x TBE pufferben oldottuk fel és etidium-bromidot nem adtunk
hozza. Miutan megszilardult, a gélt 14 °C-ra elohiitott futtaté pufferbe (/2 x TBE puffer
100 uM tioureaval kiegészitve [153]) helyeztiik és fél orat allni hagytuk benne, hogy
ekvilibralédjon. Az elektroforézishez CHEF Mapper® XA System (Bio-Rad) késziiléket
hasznaltunk, a futtatds paraméterei pedig a kovetkezdk voltak: 6 V/em fesziiltség, 30-90 s
pulzushossz, 120°-0s orientacios szog és 24 ora futasi id6. A futtatas utan a gélt 0,5 ug/ml
koncentracioban etidium-bromidot tartalmazé desztillalt vizben festettiik meg 1 6ran at. Az
eredményt Infinity VX2 (Vilber Lourmat) tipusti géldokumentacios rendszer segitségével

rogzitettiik.

4.13 Plazmid detektalas és izolalas a Methylibium izolatumokbol

A plazmidok kimutatasat és méretének hozzavetdleges meghatarozasat S1 nukledz
kezelést koveté PFGE analizissel, [154] alapjan végeztiik el. A vizsgalathoz az egyes
Methylibium torzseket a lehet6 legszelektivebb novesztési koriilményeket alkalmazva,
MSM tépkozegben szaporitottuk fel: a T29-et és a T29-B-t tetraciklin (12,5 pg/ml)
jelenlétében MTBE-n, illetve TBA-n (200-200 mg/l), az M28-at és a PM1-et pedig MTBE-
n (200-200 mg/l). A PM1-B-t egyediili kivételként 2 x TSB tapoldatban novesztettiik,
mivel ez az izoladtum nem nétt egyik lizemanyag-oxigenaton sem. A kisérlet sordn a
mintaelokészités, valamint az S1 nukledz kezelést kovetd elektroforézis 1épései ¢€s
koriilményei megegyeztek a 4.12 fejezetben foglaltakkal.

Plazmid izolalashoz a T29 és a T29-B torzseket 100-100 ml MSM tapoldatban
novesztettik eld az elézéekben ismertetett modon. A tenyészeteket centrifugalassal
kitilepitettitk (17600 g, 10 perc), ezt kovetéen ([155] szerint) a sejteket 1-1 ml GTE
pufferben (50 mM gliikéz, 10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0) felszuszpendaltuk,
majd 2-2 ml lizis oldatot (0,2 M NaOH, 1% SDS) adtunk a rendszerekhez és alapos

homogenizalas utan szobahdmérsékleten 5 percig inkubaltuk dket. Ezt kdvetéen 1,5 ml 7,5
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M ammoénium-acetat oldatot és 1,5 ml kloroformot mértiink a lizdtumhoz, alapos
homogenizalast kdvetden 10 percig jégen inkubaltuk, majd centrifugaltuk (9000 g, 10
perc). A felilluszokhoz 2,4-2,4 ml kicsap6 oldatot (30% polietilén glikol 6000, 1,5 M
NaCl) pipettaztunk, alapos homogenizalas utdan 10 percig jégen inkubaltuk, majd
centrifugaltuk (9000 g, 10 perc). A feliiluszok eltavolitasa utan a DNS pelletet 1-1 ml 75%-
os etanollal mostuk, steril fiilkében megszaritottuk, végiil pedig 300-300 pl nukleazmentes
vizben (AcCCUGENE™, Lonza) feloldottuk. Ezt kovetéen RNaz A-val (Sigma) és
PlasmidSafe™ ATP-fiiggé6 DNaz-zal (Epicentre) kezeltiik a mintakat a gyartok utasitasai
szerint. Az enzimkezelések utan a rendszereket fenol és kloroform 1:1 aranyu elegyével
extrahaltuk, a DNS-t izopropanollal kicsaptuk, 70%-os etanollal mostuk, majd 50-50 ul TE
pufferben (1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) visszaoldottuk.

414 A T29 és a T29-B torzsek de novo genomszekvenalasa,
illetve a pT29A és pT29B jeli plazmidok de novo

szekvenalasa

Genomi DNS-t MSM tapoldatban 200 mg/l MTBE (T29), illetve TBA (T29-B)
szénforrasokon novesztett tenyészetekbdl UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (MO
BIO Laboratories, Inc.) felhasznalasaval tisztitottunk a gyartd utasitasai szerint. A Kinyert
DNS mennyiségét Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen) segitségével hataroztuk meg.
A tenyészetek tisztasagat %5 x TSA lemezekre torténd szélesztéssel ellendriztiik. Atlagosan
10-20 pg DNS-t sikerdilt tisztitani, melybdl 1 ug-ot hasznaltunk fel a genomi konyvtar
készitéséhez. A genomi konyvtarat lonXpress Plus Fragment Library Kit (Life
Technologies) felhasznalasaval készitettiik el, min6ségét Agilent Bioanalyzer késziilékkel
ellendriztiik. Az emulziés PCR-t lon PGM Template OT2 200 Kit (Life Technologies)
felhasznalasaval Ion OneTouch™ v2 késziilékkel végeztiik, majd egy dusitasi 1épés utan a
genomi konyvtarat hordozo gyongyoket Ion 316™ v2 Chip-re toltottik fel és lon PGM™
200 Sequencing Kit v2 (Life Technologies) segitségével egy lon PGM™ Sequencer
késziiléken végeztiik a szekvenalast. A nyers adatokat a Torrent Serveren futd Torrent
Suite 4.0.1 segitségével dolgoztuk fel, amely a beépitett mindségi sziir6 segitségével
szlikség esetén a szekvenciak végérdl levagta a nem megbizhato részeket. A kontigok de

novo osszeépitését a GS De Novo Assembler 2.9 (454 Life Sciences, Roche) szoftver
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végezte, ezutan sorba rendezésiik a Mauve programmal [156] tortént a Methylibium
petroleiphilum PM1 kromoszoémajat és megaplazmidjat hasznalva referenciaként. A sorba
rendezett kontigok 0Osszehasonlitisa a PMl1-ével a MUMmer 3.0 szoftver [157]
segitségével tortént, az eltérések abrazolasat a program mummerplot nevii szkriptje
végezte. Az Gsszerendezett szekvenciak annotalasahoz a Prokka 1.8 (Prokka: Prokaryotic
Genome Annotation System; http://vicbioinformatics.com/) programot [158] hasznaltuk.

A 4.13 fejezetben foglaltak szerint izolalt és kezelt plazmid preparatumok
szekvenalasat és a kapott adatok bioinformatikai feldolgozasat alapvetéen a teljes
genomokéval megegyez6 ~moddon  hajtottuk  végre.  Esetiikben azonban a
szekvenciarészletek Osszeépitését a SPAdes 3.0 [159] program végezte, az annotalas itt is

Prokka 1.8 szoftverrel tortént.

415 A T29 jeli izolatum transzformacios hatékonysaganak
osszehasonlitasa a Methylibium petroleiphilum PM1-ével

kétféle protokoll szerint

A T29 és a PM1 jeli torzseket 60-60 ml }2 x TSB tapoldatban, 28 °C-on, 150 rpm-el
razatva novesztettiik a korai logaritmikus fazisnak megfeleld optikai denzitds értékek
eléréséig (ODgpp=0,140-0,160). Ezt kovetden mindkét tenyészetet két egyenld részre
osztottuk a kétféle transzformacids protokoll kivitelezéséhez.

Az elsé modszer esetében ([160] alapjan) a 30 ml tenyészeteket szobahémérsékleten
lecentrifugaltuk (17600 g, 10 perc), a kiiilepedett sejteket haromszor mostuk 1-1 ml
szobahémérsékleti 300 mM szacharéz oldattal, majd 300 mM szachardéz oldatban
reszuszpendaltuk 6ket (120 pl végtérfogat).

A masik eljaras esetében ([136] modositasaval) a 30 ml tenyészeteket 30 percig
jégen inkubaltuk, majd 4 °C-ra hiit6tt centrifugadban kiiilepitettiik a sejteket (17600 g, 10
perc), haromszor mostuk Oket 1-1 ml jéghideg 10%-o0s glicerin oldattal, majd jéghideg
10%-os glicerin oldatban reszuszpendaltuk ket (120 pul végtérfogat).

A 120 pl sejtszuszpenziokat mindkét modszer esetében 40 pl-es térfogatokra
osztottuk szét, 50-50 ng pPBBR1IMCS2 [161] vektort mértiink hozzajuk, majd 2 mm-es
résméretll elektroporacios kiivettdkba (Bio-Rad) pipettaztuk ket (a 10% glicerin modszer

esetében 0 °C-ra hiitott kiivettakat alkalmaztunk), majd BTX Electro Cell Manipulator 600
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tipust elektroporator késziilékben 1,8 kV fesziiltség, 186 Q ellenéllas és 25 puF kapacitas
mellett transzformaltunk. Ezutan a sejteket 1-1 ml %2 x TSB tapoldatban reszuszpendaltuk,
150 rpm-el razatva 28 °C-on 1 orat inkubaltuk, majd 50 pg/ml koncentraciéban kanamicint
tartalmazd 2 x TSA lemezekre szélesztettiink a T29 tenyészeteibdl 1 és 5, a PM1
tenyészeteibdl pedig 100 és 500 pl-eket. A lemezeket 10 napig 28 °C-on inkubaltuk, a
kindtt rezisztens telepeket Osszeszamoltuk és a transzformacids hatékonysag értékeket

meghataroztuk.

4.16 MTBE-bontasra Kképtelen inszerciés mdpA knockout

”r

mutans vonalak eloallitasa a T29 jeli izolatumbol

A knockout (KO) konstrukciok 1étrehozasahoz a T29 jelii izolatum mdpA génjének
529, illetve 784 bp hosszsagi darabjat hibajavito KOD Hot Start DNS polimeraz
(TOYOBO) segitségével amplifikaltuk. A 10 ul végtérfogati reakcidelegyek dsszetétele a
kovetkezo volt: 1 x KOD Hot Start DNS polimeraz puffer, 1,5 mM MgSO,, 0,2 mM
dNTP, 10% DMSO, 10 ng genomi DNS templat, 0,05 U/ul KOD Hot Start DNS
polimeraz, 0,6-0,6 uM MO31 primer (5’-CAC GGT GCC TGT TCA CTA TCT CG-3’) és
MO32 primer (5’-CGC GAT CAC GAG GAA CCA GTA G-3’) az 529 bp mérett, illetve
MO31 és MO33 (5’-CCG ATA CAG AGG CGG AAC ATG AC-3’) primer a 784 bp
méretli géndarab amplifikdlasdhoz. Az alkalmazott program az aldbbi volt: 95 °C 2 min,
majd 35 ciklus: 95 °C 20 s, 61 °C 10 s, 70 °C 40 s. A termékeket 1%-0s agardz gélen
valasztottuk el, a megfeleld méretii fragmenteket EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction
Kittel (Bio Basic Canada Inc.) tisztitottuk, majd Hincll enzimmel linearizalt pSm18
vektorba ligaltuk. A Kklonozas eredményét teszt PCR-rel és restrikcios emésztéssel
ellendriztiik, a helyes klonokat megszekvenaltattuk. A KO konstrukciokat (pSm18-
mdpA529 és pSm18-mdpA784) a T29 jeli izolatum kompetens sejtjeibe elektroporacioval
juttattuk be ([160] alapjan). A spontan rezisztenciat szerzett klonoktol a beépiilést
hordozokat teszt PCR-rel valogattuk szét, amelyben egy vektorspecifikus (M13F(-62) [5°-
GAT TAA GTT GGG TAA CGC CAG GGT T-3’] vagy M13R(-73) [5’-TCC GGC TCG
TAT GTT GTG TGG AAT-3’]) és egy mdpA-specifikus primert (MO29: 5’-CCG CCA
GAT CGT CAT CCA CAA AG-3’) hasznaltunk. A reakciok koriilményei megegyeztek a
fentiekkel.
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4,17 Az mdpA knockout mutans T29 vonalak niévekedésének
vizsgalata MTBE-n, TAME-n, TBA-n és 2-HIBA-n

A novekedési tesztekhez a T29 jelii torzs mdpA knockout mutans vonalainak 25
ug/ml sztreptomicinnel kiegészitett 2 x TSA lemezeken (%2 x TSAsm) felndtt
sz¢lesztéseirdl 3-3 telepet izolaltunk, majd 2 x TSB tapoldatban 25 pg/ml sztreptomicin
mellett (2 x TSBsy) felndvesztettiik 6ket. Kontrollként a vad tipusta T29 jelii izolatum Y5 x
TSB tapoldatban felndvesztett harom, %2 x TSA lemezrdl izolalt egyedi telepe, valamint a
vad tipusu torzs pSm18-mdpA529 jelii konstrukcidval térténd transzformalasa soran kapott
sztreptomicin rezisztens, de a PCR tesztek eredményei alapjan intakt mdpA gént hordozo
illegitim rekombinans vonal "2 x TSBgy tapoldatban felndvesztett harom, Y2 x TSAgny
lemezrél izolalt egyedi telepe szolgalt. Mindegyik tenyészetbél 10-10 mi-t
lecentrifugaltunk (9000 g, 2 min), a kililepedett sejteket haromszor mostuk 1-1 ml MSM
tapoldattal, végil 2-2 ml MSM tapoldatban reszuszpendaltuk oket. Ezekbdl a
sejtszuszpenziokbol minden esetben annyit inokulaltunk HS iivegekbe, hogy azokban 2 ml
végtérfogatban a kiindulasi ODggg értek 0,100 legyen. Valamennyi vizsgalt szubsztrat
(MTBE, TAME, TBA, 2-HIBA) MSM tapoldatban el6zetesen elkészitett 2 g/l
végkoncentracio), majd MSM t4poldattal 2 ml-re egészitettiik ki a térfogatot és 25 ug/ml
koncentracioban sztreptomicint adtunk a rendszerekhez. Minden szubsztrat esetében 3-3,
sejteket nem tartalmazé abiotikus kontroll rendszert is dsszeallitottunk. A rendszereket 14
napig inkubaltuk 28 °C-on, 150 rpm-el razatva. Az inkubacids id6 letelte utan a maradék
szubsztratok mennyiségét az MTBE, a TAME ¢és a TBA esetében GC-MS analitikaval
hataroztuk meg. A 2-HIBA vonatkozasaban a ndvekedési képességet az optikai denzités

(ODggo) valtozasanak meghatarozasan keresztiil kovettiik nyomon.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1 MTBE-bonté konzorciumok izolalasa talajvizmintakbol és

mikrobialis 6sszetételiilk meghatarozasa

A 19 kiilonb6zo foldrajzi helyrdl szarmazo talajvizmintak felhasznalasaval 6sszesen
60t, hatékony MTBE-bontasra képes bakterialis konzorciumot sikeriilt izolalnunk, melyeket
az 5K, 5L, 8K, RL és SC jeloléssel lattunk el. Koziiliik is az optikai denzitas értékek
(ODgo) és a GC-MS analitikai eredmények alapjan (nem bemutatott adatok) a
legintenzivebb  novekedést és a leghatékonyabb MTBE-degradaciot  (100%
szubsztratfogyas az inkubacios id6 végére) az RL jeli konzorcium esetében figyeltiik meg.
Valamennyi konzorcium képes volt tovabba TBA-n ¢s TAME-n is, mint egyediili szén- és
energiaforrasokon névekedni, az SC konzorcium pedig ezeken tilmenden hatékony ETBE-
bonténak is bizonyult. A bontdképes konzorciumok mindegyike Tiszatjvaros &s
Zalaegerszeg térsegébdl szarmazo talajvizmintakbol torténd dusitassal lett izolalva.

Az 6t konzorcium koziil mikrobidlis Osszetétel vizsgalatra az RL €s az SC jeliieket
valasztottuk ki, mivel az RL konzorcium mind koziil kimagasléan a leggyorsabb MTBE
degradaciora volt képes, az SC jelli pedig valamennyi vizsgélt lizemanyag-oxigenatot
hasznositani tudta egyediili szén- és energiaforrasként.

A piroszekvenalas eredményei nyoman az RL konzorciumban 37, az SC-ben pedig
Osszesen 31 baktérium nemzetséget azonositottunk. Mindkét konzorciumban a dominans
torzs (phylum) a Proteobacteria volt, amely az RL konzorcium esetében a nemzetségek
64,9, az SC esetében pedig 58,1%-at foglalta magaba. A Proteobacteria torzson beliil az
Alphaproteobacteria volt a leggyakoribb osztaly mindkét rendszerben, ahova az RL
konzorcium nemzetségeinek 40,5, mig az SC nemzetségeinek 25,8%-a tartozott. Jelentds
volt még a Bacteroidetes torzs részaranya is, amely az RL konzorcium esetében az
azonositott nemzetségek 10,8, az SC esetében pedig a 19,4%-at tOmoritette. Az
Actinobacteria torzs és osztaly az RL konzorciumban a nemzetségek 13,5%-aval a
harmadik legnépesebb volt. A kimutatott nemzetségek torzsek és osztalyok szerinti
szazalékos megoszlasat a két konzorciumban a 7. tablazat mutatja be.

Az RL konzorcium 37 nemzetségébdl 14, az SC 31 nemzetségébdl pedig 7 aranya

haladta meg az 1%-ot. Az 1%-os részaranyt meghaladé nemzetségek az RL konzorcium

53



esetében az Osszes mikrobak 89,8%-at tették ki, mig az SC konzorciumnal ez az érték
95,9% volt. Az RL és az SC konzorciumok esetében ezeket a dominansnak tekintett
nemzetségeket az 5., illetve a 6. abra mutatja be.

Az ismert MTBE-bonto torzset vagy torzseket tartalmazo, 1%-os részaranyt
meghaladd nemzetségek koziil a Methylibium (49,7% [RL], ill. 29,9% [SC]) megtalalhato
volt mindkét konzorciumban, mig a Variovorax (7,5%), a Pseudomonas (3,9%), az
Achromobacter (2,0%) és a Pseudoxanthomonas (1,3%) nemzetségek csak az RL, a
Hydrogenophaga (2,3%) pedig csak az SC konzorciumbol volt kimutathaté. Az ismert
TBA-bont6 fajokat tartalmazé nemzetségek koziil egyediil a Hydrogenophaga (2,3%) volt
jelen az SC konzorciumban. Az irodalomban leirt ETBE-bontok koziil egyik sem volt

kimutathat6 az SC konzorciumbodl.

Torzs Osztaly Konzorcium
RL SC

Acidobacteria Acidobacteria 2,7% (1) 3,2% (1)
Actinobacteria Actinobacteria 13,5% (5) 3,2% (1)
Armatimonadetes - - 3,2% (1)
Bacteroidia 2,7% (1) 6,5% (2)
Bacteroidetes Cytophagia - 3.2% (1)
Flavobacteriia 2,7% (1) 6,5% (2)
Sphingobacteriia 5,4% (2) 3,2% (1)
Chloroflexi Chloroflexi - 3,2% (1)
Fibrobacteres Fibrobacteria - 3,2% (1)

Firmicutes Clostridia 2,7% (1) -
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes 2,7% (1) 3,2% (1)

Planctomycetes Planctomycetia 2,7% (1) -
Alphaproteobacteria 40,5% (15) 25,8% (8)
Betaproteobacteria 8,1% (3) 16,1% (5)
Proteobacteria Gammaproteobacteria 16,2% (6) 6,5% (2)
Deltaproteobacteria - 6,5% (2)
Epsilonproteobacteria - 3,2% (1)
Verrucomicrobia Opitutae - 3,2% (1)

7. tablazat Az azonositott baktérium nemzetségek szazalékos megoszlasa torzs és osztaly szinten a két
vizsgalt konzorciumban a piroszekvenalasi eredmények alapjan (zarojelben az adott osztalyhoz tartozo

nemzetségek szdma van feltiintetve az egyes konzorciumokban).
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Kiemelked6 a Methylibium nemzetség részaranya a konzorciumokban, hiszen az RL
konzorciumban csaknem 50%, az SC-ben pedig kozel 30% a részesedése, ami alapjan az
RL konzorciumnak magasan a leggyakoribb, mig az SC-nek a masodik leggyakoribb
nemzetségét alkotja. Az irodalmi adatok ismeretében mindezek alapjan valosziniisithetd,
hogy a Methylibium térzseknek mindkét rendszerben dontd szerepiikk van a hatékony
MTBE-bontasban. Tovabbi potencialisan MTBE-bonté nemzetségek tagjai ugyan
megtalalhatdoak mindkét konzorciumban, azonban részaranyuk a Variovorax nemzetség
(RL) kivételével olyannyira alacsony, hogy az MTBE-bontasban valo részvételilk nem

tekintheto jelentOsnek.

® Methylibium

® Variovorax

m Stenotrophomonas

® Mycoplana

® Pseudomonas

m Alkaliflexus

m Dokdonella

® Achromobacter

# Thermodesulfobium

m Singulisphaera

u Pseudoxanthomonas
Pedobacter

Chitinophaga

Legionella

Egyéb (23 nemzetség)

5. abra Az 1%-os részaranyt meghaladé baktérium nemzetségek szazalékos megoszlasa az RL

konzorciumban.

A Lysobacter nemzetségbe [162], amely az SC konzorcium dominans
nemzetségének bizonyult, aerob, Gram-negativ fajok tartoznak, melyek szerves anyagban
¢s mikrobakban gazdag ¢l6helyeken, jellemzden a talajban és édesvizekben fordulnak eld,
¢és kemoorganotrof életmodot folytatnak. Az ide tartozé fajok kozos ismertetéjegye, hogy

hidrolitikus exoenzimeket termelnek, melyek révén nemcsak mas baktériumok, hanem
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cianobaktériumok, algak, fonalas gombak, s6t egyes torzsek fonalférgek lizalasara is
képesek. A nemzetségnek mindeziddig nem ismert olyan torzse, amely valamelyik éter
tipusti lizemanyag-adalék hasznositasara képes volna. Mindezek alapjan feltételezhetd,
hogy a Lysobacter torzsek az SC konzorciumban nem vesznek részt az MTBE
lebontasaban, hanem vélhetéen az MTBE lebontasa soran keletkezd egyszeriibb
intermediereket és/vagy az elpusztult sejtek anyagait hasznositjak, vagy exoenzimeikkel
€16 sejteket timadnak meg. Kozel 20%-os részaranyaval a Fibrobacter nemzetség [163]
jelenléte is szamottevd az SC konzorciumban, annak ellenére, hogy a nemzetséghez tartozo
ismert fajok anaerob kornyezetbdl, elsédlegesen az emldsok, mindenekeldtt a kérédzok
emésztd szervrendszerének kiillonb6zd szakaszaibol lettek elkiilonitve. Azonban tobb 16S
rDNS szekvencia lelhetd fel kiillonb6z6 nukleinsav adatbazisokban, amelyek a
legkdzelebbi rokonsagot a Fibrobacter nemzetséggel mutatjak, de eredetileg talajbol vagy
valamilyen vizi él6helyr6l szarmaznak. Jelenlétiikk tehat ebbdl a szempontbdl ugyan
magyarazhatd, azonban szigortian anaerob életmddjuk oldaldrél nézve meglehetdsen

szokatlan.

m Lysobacter

m Methylibium

= Fibrobacter

m Acidovorax

® Hydrogenophaga

m Bacteroides

= Hyphomicrobium

= Egyéb (24 nemzetség)

6. abra Az 1%-0s részaranyt meghaladd baktérium nemzetségek szazalékos megoszlasa az SC

konzorciumban.
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Nem a Fibrobacter az egyetlen anaerob nemzetség a konzorciumokban, hiszen az
RL konzorciumban az Alkaliflexus ¢és a Thermodesulfobium, az SC-ben pedig a
Bacteroides nemzetség el6fordulasa is kimutathatdo volt szamottevé mennyiségben.
Mindkét konzorcium esetében megfigyelhetd volt az a jelenség, hogy a sejtek egy része
szabad szemmel is jol lathatd, makroszkopikus, esetenként néhdny mm atmérdji
aggregatumokat képzett, vagy az iiveg falan kitapadva, helyenként bevonatot hozott 1étre.
Ezekben a képz6dményekben jo eséllyel alakulhattak ki olyan oxigén-limitalt vagy teljesen
oxigénmentes mikrokornyezetek, amelyekben az anaerob mikrobdk életfeltételei adottak
voltak. Az Alkaliflexus nemzetségrdl tovabba leirtak, hogy kis vagy kézepes mértékben
képes toleralni az oxigén jelenlétét is [164]. A Bacteroides nemzetség tagjai a
Fibrobacteréhez hasonléan az emldsok gasztrointesztinalis rendszerébdl ismertek [165].
Ugyanakkor sekély, BTEX vegyiiletekkel ¢és MTBE-vel szennyezett talajviz z6nabol
szamos baktérium taxont azonositottak, amelyek a legkodzelebbi rokonsagot a
Bacteroidetes torzshoz, illetve a Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes csoporthoz
tartozd nem tenyésztett izolatumokkal mutattak [166]. Korabban hasonldé megfigyelést
tettek aerob MTBE-bonto6 bioreaktorok mikrobialis Osszetételének vizsgalatakor is, amikor
a Cytophaga-Flexibacter-Bacterioides torzshéz tartozo, szintén nem tenyésztett
izolatumokat sikeriilt nagy gyakorisaggal kimutatni a vizsgalt rendszerekbdl [167].

Az egyetlen aerob MTBE-bont6 konzorcium esetében, amelyet mikrobialis dsszetétel
és aktivitds szempontjabol, multidiszciplinaris eszkozokkel részletesen vizsgaltak,
meglepden hasonld eredményeket kaptak, mint a mi rendszereinknél [168]. Az US3-M jelii
konzorciumot, egy, az Egyesiilt Allamokbol szarmazé, iizemanyaggal szennyezett
talajvizmintabél MTBE-n, mint egyediili szén- és energiaforrdson torténd dusitassal
izolaltak. A konzorciumban azonositott 26 baktérium taxon (OTU) 66,3%-a a
Proteobacteria torzshoz (phylum) tartozott, melybdl 36,6% volt a Betaproteobacteria, és
20,3% az Alphaproteobacteria osztaly részesedése. A dominans torzs tehat itt is a
Proteobacteria volt, nagyon hasonlo6 - az RL-ével szinte megegyez0 - részarannyal, mint a
mi konzorciumaink esetében. Az osztalyok tekintetében viszont a mi rendszereinkben az
Alphaproteobacteria volt a legnépesebb, a Betaproteobacteria az SC esetében (16,1%) a
masodik, az RL-nél (8,1%) viszont csak a negyedik legnépesebb rendszertani kategoria
volt. A Bacteroidetes (10,8%) és az Actinobacteria (9,5%) torzsek részaranya szintén
nagyfokl hasonlosagot mutat az RL konzorcium esetében tapasztalt gyakorisag értékekkel
(10,8, ill. 13,5%). Az US3-M-ben a dominans taxon (19%) a legkdzelebbi rokonsagot a
Methylibium petroleiphilum PM1-gyel mutatta, melyrél stabil izotdopos vizsgalatokkal

57



(CSIA ¢és fehérje-SIP) igazoltdk is, hogy a konzorcium MTBE-bont6é kapacitasaért
csaknem kizarélagosan felelds.

Eredményeinket Gsszevetve a rendelkezésre allo irodalmi adatokkal elmondhato
tehat, hogy MTBE-vel szennyezett kozegekbdl dusitdssal izolalt bontoképes
konzorciumokban a Proteobacteria torzshoz tartozo fajok tulstlya figyelheté meg. Az a
tény pedig, hogy az Egyesiilt Allamokban ugyaniugy Methylibium nemzetséghez tartozo
izolatum a dominans toérzs egy MTBE-vel szennyezett kozegben, mint hazankban, arra
enged kovetkeztetni, hogy a nemzetségnek dont6 szerepe lehet, jelenlegi ismereteink
szerint Eszak-Amerikaban és Eurdpaban, de vélhetéen ennél szélesebb korben is, a

kornyezetbe kikeriild MTBE természetes koncentracid-csokkenésében.

52 MTBE/TBA-bontasra Kképes egyedi baktériumtorzsek

izolalasa az MTBE-bonto konzorciumokbol

Az egyes konzorciumok MSM tapoldatban egyediili szén- és energiaforrasként
MTBE-n nétt tenyészeteibol higitasi sorokat készitettiink, majd egyediili szén- és
energiaforrasként MTBE-t vagy TBA-t tartalmaz6 MSA lemezekre szélesztettiik Oket,
amelyekrdl kétheti inkubacid utan Gsszesen 99 telepet sikeriilt izolalnunk. A 99 izolatum
kozil 14 mutatott szamottevé novekedést (ODgp>0,150), illetve MTBE/TBA
biodegradaciot (>50% szubsztratfogyas) folyadék tenyészetben. Koziiliik a TSA és az NA
taptalajokra végzett szélesztések alapjan 6 bizonyult tiszta, egyedi torzsnek, melyeket az
alabbi jelolésekkel lattunk el: M2, M6, M15, M28, M48 és T29. Az M2, M6, M15, M28 és
M43 jeliicket MTBE, a T29 jeliit pedig TBA szénforrasrol kiilonitettiik el.

Az izolatumok azonositasa a 16S rDNS szekvencidjuk meghatarozésa révén tortént.
A torzsek rendszertani kategoridba torténd besorolasahoz a 16S rRNS génjeik nukleotid
szekvenciajat a SILVA nem redundans rRNS gén szekvencia adatbazisaval hasonlitottuk
Ossze. Ez alapjan valamennyi torzsiink a Methylibium nemzetségbe tartozonak bizonyult és
a legkozelebbi rokonsagot a Methylibium petroleiphilum PM1-gyel mutatta. A szekvencia
homologia mértéke alapjan a hat izolatumot két csoportba tudtuk sorolni. Az M2, M15 és
T29 jelt torzsek 16S rDNS szekvenciaja 100%-o0s egyezést mutatott a PM1-ével (GenBank
azonosito: AF176594), mig a masik harom torzs (M6, M28, M48) esetében 1 nukleotid
eltérést tapasztaltunk (C-T csere a 444-es pozicidban). A két csoportba tartozé izolatumok
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kiilonb6z6 konzorciumokbdl lettek izoldlva: az M2, MI5 ¢és T29 jeliek az RL
konzorciumbol, mig az M6, M28 és M48 jeliiek a 8K jelii dusitasbol.

A kovetkezékben elvégeztiik az ismert, MTBE-, ETBE- és TBA-bontasban részt
vevl enzimek génjeinek PCR-alapt kimutatasi tesztjét valamennyi konzorciumban, illetve
a két izolatum-csoport egy-egy tagjan (M28 és T29). Illy mdédon szamos gén jelenlétét
sikeriilt igazolnunk az 5K, 5L, 8K és SC konzorciumok, valamint az M28 jelt izolatum
esetében, azonban az RL konzorcium ¢€s az abbdl elkiilonitett T29 jeli torzs esetében egyik
vizsgalt gén esetében sem kaptunk pozitiv reakciot (8. tablazat).

Az ETBE-bontas kapcsan vizsgalt gének koziil az ethB jelenlétét sikeriilt
kimutatnunk az SC konzorciumban. Ez az eredmény egybevdg azzal a korabbi
megfigyeléssel, miszerint a konzorciumaink koziil kizarolag az SC volt képes ETBE-
bontasra. Az eth operon transzkripcios szabalyozasaért felelds ethR gén hianya arra utal,
hogy az ETBE-bont6 aktivitas konstitutivan expresszalddik a konzorciumban, ahogyan azt
korabban az Aquincola tertiaricarbonis L108 esetében bemutattuk [122].

Az RL konzorcium és a T29 jelii izolatum kivételével valamennyi rendszerben
kimutathat6 volt az MTBE monooxigenazt (MdpA), a TBA monooxigenaz két alegységét
(MdpJ, MdpK), valamint a 2-HIBA atalakitasat végzé mutaz Bip-vitamint kot6 alegységét
(IcmB) kodold gének jelenléte.

Konzorcium/ oo alkB | ethB | ethR | icmB | mdpA | mpdB | mpdC rﬁggg rf“'jsg}/(
egyedi izolatum
5K - - ) + + . ) . .
5L - . } + + R ] . .
8K - - ) + + N ) . .
RL - . ) ) i ] ] ) ]
SC - + i} + + ] ] . .
M28 - - } + + . ] . .
T29 - - 3 _ i ] ] ] ]

8. tablazat Az ismert, MTBE-, ETBE- és TBA-bontasban részt vevé enzimek génjeinek PCR-alapu

kimutatasi tesztjének eredményei az 6t konzorcium és két egyedi izolatum (M28 és T29) esetében.
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Az eredetileg a Mycobacterium austroafricanum IFP2012-ben leirt [117], az MPD
két 1épésben lejatszodo, 2-HIBA-va torténd atalakitasat katalizalo gének koziil az alkohol
dehidrogenaz aktivitasu MpdB (mpdB) jelenlétét sikeriilt kimutatnunk az 5K, 5L és a 8K
konzorciumokban, valamint az M28 jelii izolatumban is. Erdekes modon azonban az
MpdB altal katalizalt reakcié termékét tovabbalakito, aldehid dehidrogenaz aktivitasu
MpdC (mpdC) esetében egyetlen mintaban sem kaptunk pozitiv reakciot. Hozza hasonléan
az alkB gént sem tudtuk detektalni egyik konzorciumban és egyedi izolatumban sem.

Konzorciumainkat a kimutatott gének, valamint a korabbiakban részben mar
bemutatott degradacios spektrumok ¢és kapacitasok figyelembe vételével harom csoportba
sorolhatjuk. Az 5K, 5L és 8K jeli dusitasok, valamint a 8K-bol izolalt M28 jeli torzs a
detektalt gének szempontjabol teljesen megegyez6 profilt mutatnak. Degradacios
spektrumuk megegyezik az RL-ével, illetve a T29-ével, degradacios sebességiik azonban
elmarad azokétol. Az SC konzorcium nemcsak degradacios spektrumaval, hanem ebbdl
adoddan egyedi génkészletével is eltért valamennyi vizsgalt konzorciumtol. Az RL
konzorcium szintén egyedinek bizonyult, hiszen egyik vizsgalt gén sem volt kimutathato
bel6le, ami igaz a T29 jelt torzsre is. Mindezek miatt, valamint mivel elzetes tesztjeink
alapjan valamennyi egyedi izolatumunk koziil a T29 bizonyult a leghatékonyabb MTBE-

bontdnak, ezt valasztottuk ki tovabbi, részletesebb vizsgalatokra.

5.3 A T29 jeli izolatum novekedésének és novesztésének

altalanos jellemzoi

A T29 jeli izoldtumot az RL konzorcium MTBE-n nétt tenyészetébél MSA
taplemezen, TBA-n, mint egyediili szén- és energiaforrason izolaltuk. MSM tapoldatban
TBA-n nétt tenyészetébdl nyert sejteket MTBE szénforrasra visszaoltva, kiemelkedéen
gyors novekedést figyeltiink meg, ezért a tovabbiakban a torzs fenntartdsat rutinszertien
MTBE szénforrason végeztiik.

A torzs rokonsagi viszonyainak megallapitasa érdekében elkészitettilk az ismert,
teljes vagy kozel teljes 16S rDNS szekvenciaval (>1300 bp) rendelkez6, Methylibium
nemzetségbe tartozo izolatumok filogenetikai torzsfajat (7. abra). A vizsgalat eredménye
megerésitette, hogy torzsiink a legkdzelebbi rokonsagot a nemzetségen belil a

Methylibium petroleiphilum PM1-gyel mutatja. Az izolatumot ennek megfeleléen
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Methylibium sp. T29-nek neveztiik el és NCAIM B.02561 azonosito alatt a Mezdgazdasagi
¢s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytiijteményében is elhelyeztiik.

A Methylibium sp. T29 sejtjei atlagosan 1,4 um x 0,7 pm nagysaguak, leginkabb
coccobacillus morfologiat mutatnak (8.A abra). A sejtpopulacid kisebb részén polarisan

egy flagellum volt megfigyelhets. 2 x TSA lemezen, 25 °C-on, 7-10 napig torténd

e 4

inkubdlas soran a torzs atlagosan 2-3 mm atmérdjii, sargas-krémszint telepeket képzett
(8.B abra). MSA taptalajon, MTBE vagy TBA szénforrason kétheti inkubaciot kovetéen

hasonlé méretii, de 1ényegesen vilagosabb, fakosarga telepeket figyeltiink meg (8.C abra).

Methylibium sp. TSE78 (HM156141)
Methylibium sp. TPD48 (HM224495)
19| Methylibium sp. Gra5 (JQ977182)
Methylibium sp. Zs46 (JQ977338)
Methylibium sp. NS21 (AB609313)
Methylibium sp. Cra24 (JQ977109)
59 [ Methylibium sp. LCB69 (JN650585)
79 Methylibium sp. YIM 61602 (FJ615290)
Methylibium sp. DR10 (FJ464985)

Methylibium sp. Cra18 (JQ977103)
17 Methylibium sp. UTPF58 (AB769201)
— Methylibium sp. Eza7 (JQ977655)
Methyfibium sp. B17 (KF826889)
3 Methylibium sp. W125 (AB162105)
B Methylibium sp. UTPF84a (AB769202)
42 4‘_Methyﬁbfum sp. UTPF19a (AB769200)
%8 Methylibium sp. UTPF13a (AB769199)
Methylibium sp. IFP 2052 (JX402118)
64 Methylibium sp. T2-YC6780 (GQ369048)
18 L Methylibium sp. UKPF16 (AB769223)

Methylibium sp. BAC199 (EU130974)
96 | Methylibium sp. BAC116 (EU130971)
50 Methylibium sp. BAC115 (EU130970)
97 Methylibium sp. T29 (AZND01000010)
98 " Methylibium petroleiphilum PM1 (CP000555)
Delftia acidovorans SPH-1 (CP000884)

18

T
7. abra A Methylibium sp. T29 nemzetségen beliili rokonsagi viszonyait bemutatd filogenetikai térzsfa. A
kladogram a rendelkezésre allo 16S rDNS szekvencidk 1329 bp hosszsigu szakaszainak dsszehasonlitasaval
a Tamura-Nei modell alapjan MEGA 6 szoftver felhasznalasaval késziilt [169]. A Delftia acidovorans SPH-1
szolgalt a nemzetségen kiviili referencia torzsként (outlier). Az elagazasoknal feltiintetett szamok 1000
véletlenszer(i ismétléssel generalt bootstrap tamogatottsagi értékek (%). A skala 100 nukleotidonkénti 1
eltérést reprezental. Zarojelben az egyes izolatumok 16S rDNS szekvencidinak GenBank azonosité szamai

talalhatoak.
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Erdekes novekedési tulajdonsaga volt a torzsnek, hogy %4 x TSA téptalajon, a telepek
kornyezetében az agar szine kezdetben vilagos, majd fokozatosan egyre sotétebb barna
elszinezddést mutatott az inkubacid elérehaladtaval. Hasonld jelenség volt megfigyelhetd
%2 x TSB tapoldatban torténd ndvesztés soran is, amikor a halvanysarga szinl tapkozeg az
inkubécié sordn egészen soOtétbarndra szinezddott. Ugyanez a novekedési fenotipus
megfigyelhetd volt a tobbi izolatumunk esetében is, ugyanakkor NA taptalajon, illetve NB
tapoldatban nem tapasztaltunk hasonlot. A barna szinért minden valdszinliség szerint egy,
a pyomelaninnal rokon pigmentmolekula lehet felelés. A pyomelanin abiotikus tton, a
sejteken kiviil képzddik a tirozin anyagcsere egyik koztitermékébdl, a homogentizinsavbol
[170]. A sejten kiviili térbe szekretalt homogentizinsavbol autooxidacié révén benzokinon
ecetsav képzddik, amelybdl spontan autopolimerizacio révén keletkezik a pyomelanin. A
szerkezetileg a huminsavakkal rokon pyomelanin ebben az allapotdban oldhato

exocellularis pigmentként viselkedik, de képes szorpcidval a sejtfelszinhez kapcsolodni, és

AW

8. abra A Methylibium sp. T29 sejtjeinek transzmisszios elektronmikroszkopos felvétele (Hitachi S-4800
(FEG) pasztazo elektronmikroszkop; transzmisszios mod; 25 kV gyorsito fesziiltség; 13 000-szeres nagyitas)
(A), valamint ndvekedési morfologidja %2 x TSA (B) és MSA+MTBE taptalajon (C).
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ezaltal a sejteket is pigmentdlni. A pyomelanin molekula szdmos feladatot ellat: véd a
fénytdl €és az oxidativ stressztol, részt vesz kiilonb6z6 redox folyamatokban és a hozzajuk
kapcsolt energiatranszferben. Pyomelanin termelésrél szamos baktérium nemzetség
esetében beszamoltak mar, kiilondsen elterjedt a Gammaproteobacteria osztalyon beliil
(pl.: Pseudomonas fajok), Methylibium torzsek kapcsan azonban mindeddig még nem irtak
le hasonl6 pigment termelddését.

A tOrzs azonositasa utan a novesztés soran attértiink a 28 °C-on torténd inkubalasra,
mivel a legkdzelebbi rokon PM1 esetében az irodalmi adatok alapjan ez volt a rutinszert

fenntartas soran alkalmazott hémérsékleti érték [134].

54 A Methylibium sp. T29 novekedése Kkiilonb6zo

szubsztratokon és szubsztrat keverékeken

A T29 jeli torzs a kovetkezd egyediili szén- és energiaforrasként alkalmazott
vegyiileteken mutatott egyértelmii novekedést: MTBE, TAME, TBA, 2-HIBA, metanol,
etanol, 1-propanol, 1-butanol, hangyasav, Na-piruvat, Na-acetat, glicerin és benzol. Az
alabbi szubsztratokat viszont nem tudta hasznositani egyediili szén- és energiaforrasként:
ETBE, DIPE, 2-propanol, formaldehid, aceton, izobutirat, tejsav, Na-citrat, gliikoz, glicin,
n-hexan, n-dodekan, n-hexadekan, ciklohexan, toluol, etilbenzol, o-xilol, m-xilol, p-xilol,
fenol, naftalin és tetrahidrofurdn. A torzs szubsztrathasznositasi profilja szamos egyezést
mutat a PM1-ével, ugyanakkor jelentds kiilonbségek is megfigyelhetdk a két izolatum
kozott. A legnagyobb eltérések a telitett alifas és az aromds szénhidrogének
vonatkozdsdban mutatkoznak meg. Mig a PM1 a Cs-Ci2 n-alkdnok hasznositasara képes
[136], addig a T29 egyik vizsgalt n-alkant sem tudta metabolizalni sem egyedi
szubsztratként, sem pedig szubsztrat keverékben (”n-alkanmix”). Az aromas
szénhidrogének csoportjabol a BTEX vegyiiletek koziil a T29 kizarélag a benzolt tudta
egyediili szuszbsztratként elfogadni, a PM1 ezzel szemben a benzolon kiviil a toluol, az
etilbenzol €s az 0-xilol bontasara is képes [131,136]. BTEX-mixben a T29 mar nem volt
képes benzolbontéasra, ami arra utalhat, hogy az egyediili szénforrasként nem hasznosithato
BTEX komponensek gatoljak a benzol hasznosulasat a torzsben. A PM1 a fentieken
tulmenden a formaldehid [131], a tejsav [146] és a fenol [131] hasznositasara is képes, mig
a T29 egyiket sem bontja. Az {izemanyag-oxigenatok koziil mindkét térzs az MTBE, a
TAME ¢és a TBA bontasara képes, az ETBE-ére egyikiik sem. A T29 az étermix”
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komponensei koziil is csak az MTBE-t, a TBA-t és TAME-t bontotta le, az ETBE és a
DIPE koncentracioja valtozatlan maradt. Mindezek alapjan elmondhato, hogy a T29-ben
sem konstitutiv, sem pedig indukalhat6 ETBE/DIPE-bont6o aktivitds nincs jelen. A két
torzs tovabbi kozos metabolikus tulajdonsaga, hogy egyikiik sem képes a Na-citrat, a
gliikéz, a glicin, valamint a naftalin egyediili szén- és energiaforrasként torténd

hasznositasara.

5.5 A Methylibium sp. T29 és a Methylibium petroleiphilum PM1

MTBE-bontasi sebességének osszehasonlitasa

Azért, hogy pontosabb képet kapjunk a T29 MTBE-bontd képességérdl ¢és
sebességérdl, elvégeztik a PMIl-gyel torténé Kinetikai Osszehasonlitast. A kisérlet
eredményei azt mutattak, hogy a két torzs esetében azonos koriilmények kézott az MTBE

koncentracio-csokkenése nagyon hasonldan alakul (9. abra).
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9. abra A Methylibium sp. T29 és a Methylibium petroleiphilum PM1 MTBE-bontd képességének
Osszehasonlitisa az MTBE ¢és a TBA koncentraciok valtozdsanak GC-MS analizissel torténé nyomon

kovetésével.

Az MTBE fogyasa mindkét torzsben nulladrendii sebességi allandoval volt leginkabb
jellemezhetd. Ennek értékét a fogyasi gorbék linedris szakaszaira illesztett egyenesek

meredekségébdl szamitottuk ki (10. abra). A T29 esetében 0,09711 mM/h, a PM1
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esetében pedig 0,10096 mM/h sebességi allandd értéket (Kroo, ill. Kpyi) Kaptunk. A két
sebességi allando kozotti csekély, minddssze 3,96%-os eltérés azt mutatja, hogy a két tdrzs
azonos korilmények kozott gyakorlatilag azonos sebességli MTBE-bontasra képes. Ez a
tény pedig eclérevetiti a T29 bioremediacios célu alkalmazhatosaganak lehet6ségét is,
hiszen a PM1-et, mint az egyik leghatékonyabb MTBE-bontasra képes ismert torzset mar
tobb esetben vetették be nemcsak MTBE-vel terhelt vizek bioreaktorban és biofilteren at
torténd kezelésénél, de MTBE-vel szennyezett teriiletek in situ bioaugmentacios
karmentesitése soran is [80,130,171-173].

A két torzs MTBE-bontasanak nyomon kovetése soran sikeriilt ugyanakkor
megfigyelniink egy szembetling kiilonbséget is. Mig a T29 esetében egyetlen mintavétel
alkalméval sem sikeriilt TBA koztiterméket kimutatni a rendszerekben, addig a PM1-nél az
1d6 elérehaladtaval atmeneti, kismértékiit TBA akkumulécio volt megfigyelhetd: a 12 dras
mintakban atlagosan 3,96, a 18 orasakban pedig atlagosan 8,46 mg/l TBA koncentracio
volt kimérhetd (9. abra). Ennek hatterében vélhetéen az allhat, hogy a TBA-t atalakito
lépés (a TBA monooxigenaz enzim altal katalizalt reakcio) a T29-ben nagyobb sebességgel
megy végbe, mint a PM1-ben. Ezenfeliil magyarazhatja a jelenséget az is, hogy a T29-ben
a TBA bomlasi sebessége lényegesen nagyobb lehet, mint az MTBE-¢, igy nincs lehetdség
arra, hogy a TBA felhalmozdodjon az MTBE-bontés soran.
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10. abra A T29 és a PMI nulladrendii sebességi allanddinak meghatarozasa az MTBE fogyasi gorbéik
linedris szakaszara illesztett egyenesek egyenletének felhasznalasaval tortént. A sebességi allandok értéke az

egyenesek meredekségének -1-szeresével egyezik meg.
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5.6 Az MTBE lebontasi folyamataban szereplo intermedierek
azonositasa a Methylibium sp. T29-ben és az MTBE

biodegradaciojanak valosziniisitheto utvonala a torzsben

A GC-MS mérések eredményei nyoman két intermediert sikeriilt azonositanunk az
MTBE lebontasi tvonalaban a Methylibium sp. T29-ben: TBA-t és acetont (11. abra).

Az abiotikus mintdkbol a GC-MS analizis soran, az alkalmazott erdteljes
mintaeldkészitési koriilmények (nagy soOkoncentracid, magas homérséklet, alacsony pH)
ellenére egyik intermedier sem volt kimutathato, igy kizarhato, hogy az MTBE abiotikus
hidrolizise nyoman keletkeztek volna ezek a koztitermékek. Koziiliikk a TBA jelenléte nem
meglepd, hiszen a szakirodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy valamennyi ismert
MTBE-bontasra képes torzs TBA-n is jol n6, és tobb esetben igazoltak azt is, hogy az adott
izolatumban az MTBE metabolikus utvonala TBA-n keresztiil halad. Mindazonaltal meg
kell emliteniink, hogy a Methylibium petroleiphilum PM1 esetében az MTBE potencialis
lebontasi koztitermékei koziil mindeddig egyet sem mutattak ki. Az aceton is régota
szerepel az MTBE-bontas lehetséges koztitermékeinek soraban, de minden kétséget
kizaréan mindezidaig csak a Mycobacterium austroafricanum IFP2012 torzs esetében
detektaltak [114].

Az aceton, mint koztitermék kimutatasa a résziinkrdl jelentds eredmény, hiszen altala
pontosabb képet kaphatunk a térzs MTBE hasznositasi utvonalardl és ezaltal a benne
potencialisan részt vevd enzimekrdl is. Ugyanakkor itt kell megjegyezniink azt is, hogy
amint kordbban mar leirtuk, a T29 nem képes acetonon, mint egyediili szén- ¢és
energiaforrason noni, mig az IFP2012 igen. Ennek hatterében azonban tobb dolog is allhat:
az aceton az alkalmazott koncentracioban (200 mg/1) toxikus lehet a T29-re, de lehetséges
az is, hogy a T29-bél hianyzik az aceton sejtekbe torténd felvételéhez sziikséges transzport
rendszer.

Mivel az MTBE lebontasi utvonaldnak fels¢ szakaszabdl egyedil a TBA-t sikeriilt
azonositani, igy arrdl nem tudunk részletesebb képet adni. Az als6 szakaszban viszont a 2-
HIBA lehetséges atalakuldsai koziil (4. abra) az aceton kijeloli a valdszinti utvonalat.
Eszerint a 2-HIBA-bdl dekarboxilaz enzimaktivitas révén 2-propanol képzddik, melyet egy
alkohol dehidrogendz enzim alakit acetonnd. Az acetont egy monooxigendz enzim
hidroxiacetonna oxidalja, amely tovabbi oxidéacidé utan pirosz6lésavva alakul és belép a

kozponti anyagcsere-folyamatokba.
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11. abra A Methylibium sp. T29 MTBE lebontasi Utvonalaban azonositott intermedierek GC-MS
kromatogramja. A bal fels6 sarokban az abiotikus minta kromatogramja szemlélteti, hogy a mérési

koriilmények hatasara nem keletkeznek ezek a koztitermékek az MTBE-bdl.

5.7 Methylibium izolaitumok antibiotikum és nehézfém

r

rezisztenciajanak osszehasonlito vizsgalata

A tervezett molekularis biologiai kisérletek megkezdése eldtt sziikséges volt, hogy

megismerjiik izoldtumaink, mindenekel6tt a T29, esetleges antibiotikum rezisztenciajat,
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illetve érzékenységét. A PMI-r6l kordbban mar leirtdk, hogy eredendden az
antibiotikumok széles spektrumaval szemben rezisztens, sét konnyen képez spontan
mutansokat is, melyek tovabbi antibiotikumokkal szemben valhatnak rezisztenssé [132].
Ugyanakkor az ampicillinre és a tetraciklinre szenzitiv a torzs, és ezen antibiotikumok
ellen a PM1-ben nem fejezOdnek ki a molekularis biologiai gyakorlatban altalanosan
alkalmazott rezisztencia gének sem.

Az antibiotikum tesztjeink eredményei alapjan mind a Methylibium sp. M28, mind
pedig a PM1 szenzitiv valamennyi vizsgalt antibiotikumra (Amp, Apr, Cm, Km, Sm, Tc)
mindkét alkalmazott koncentracidban. Ezzel szemben a T29 rezisztensnek bizonyult
ampicillinnel (100 pg/ml) és tetraciklinnel (12,5 pg/ml) szemben is, a tobbi antibiotikumra
a T29 is szenzitiv.

Az a tény, hogy a T29 éppen arra a két antibiotikumra rezisztens, amelyre a PM1
szenzitiv, rdadasul a kiviilr6l bevitt rezisztencia gének sem mikddnek benne, remek
lehetdséget kinalhat a jovOben arra, hogy a mar azonositott T29 rezisztencia gének
felhasznaldsaval probaljunk meg rezisztencidt kialakitani a PM1-ben. Mivel a két torzs
egymassal kozeli rokonsagban all, nagyobb a valdszinlisége annak, hogy a bevitt gének
expresszalodnak majd, €és ezaltal lehetdség nyilhat a molekularis biologiai munkak
megkdnnyitésére a PM1-ben, s6t mas Methylibium izolatumokban is.

A Methylibium petroleiphilum PMI1 teljes genomszekvencidjanak meghatarozasat
kovetéen szamos nehézfém (Cd, Co, Cr, Cu, Zn) elleni rezisztencidban potencialisan
szerepet jatszd gént azonositottak a torzs genomjaban szekvencia homologidk alapjan
[136], de e rezisztenciak kifejezodését kisérletesen nem igazoltak.

Kisérleteink soran a nehézfémek koziil a higany elleni rezisztenciat vizsgaltuk a
torzsekben, kiilonbdzd koncentracidkban adagolt HgCl, formdjaban. A PM1 kizardlag a
Hg2+-t nem tartalmazé kontroll rendszerekben nétt f6l, mig a T29 és az M28 torzseink 12,5
mg/l HgCl, koncentracié mellett még a kontroll rendszerekével megegyez6 novekedést
mutattak, magasabb Hg?* koncentracioknal viszont méar nem voltak képesek ndvekedésre.

Az antibiotikum ¢és a higany rezisztencidkban megmutatkozd szembetlind
kiilonbségek tovabb erdsitették azt a megallapitast, miszerint a hazai Methylibium
izolatumok a PMI1-gyel valé nagyon kozeli rokonsdg ellenére is szamos tekintetben

kiilonboznek a tipustorzstdl, ami indokoltta tette mélyrehatobb vizsgalatukat.
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5.8 Methylibium torzsek gemomjanak osszehasonlitasa pulzalé

Mmezeju gélelektroforézis (PFGE) vizsgalattal

A pulzaldé mezejii gélelektroforézis modszer idealisan megvalasztott restrikcios
enzimekkel kombinalva kivaléan alkalmas kozelrokon fajok vagy ugyanazon fajhoz
tartozo torzsek genomjanak Osszehasonlitasahoz. Kisérletiink soran a két Methylibium
izolatum-csoport 1-1 tagjanak (M28 és T29) genomjat kivantuk &sszevetni a PM1-ével. A
restrikcids enzimek kivalasztdsahoz a PM1 ismert, teljes genomszekvencidjat hasznaltuk
fol. A vizsgalat soran négy kiilonb6z6 restrikcios enzimmel (Asel, Bcul, BspTIl, Hpal)
kezeltilk a harom térzs LMP agaroz géldugokba agyazott intakt genomjait, majd a 4.12
fejezetben leirtak szerint elvégeztiik a kapott fragmentek elvalasztdsat. A harom torzs
esetében az igy eldallt restrikcids mintazatokat a 12. abra mutatja be.

A kapott mintazatok alapjan egyértelmiivé valt, hogy a harom torzs kozott a
rendkiviil nagyfoku 16S rDNS szekvencia homoldgia (=99% azonossag) ellenére a teljes
genomok szintjén jelentés kiilonbségek figyelhetéek meg. Mindehhez valdszini, hogy
nagyban hozzjarultak az egyes torzseket élOhely-specifikusan érd abiotikus és biotikus
tényez0k, hiszen noha a PM1 és a hazai izolatumok is mindannyian MTBE-vel szennyezett
kozegekbdl, de egymastol tetemes fOldrajzi tavolsagban, eltérd mikrokdrnyezetbdl lettek
1zolalva.

Annak megallapitasahoz, hogy e szamottevo eltérések mely géneket érintik, illetve
hogy a kiilonbségek csak nukleotid szinten jelentkeznek-e vagy a fehérjék szintjén is
megmutatkoznak, mélyrehatobb vizsgalatok voltak sziikségesek. Ezért, valamint mivel
korabban az MTBE-bontas ismert génjeinek PCR-alapt kimutatasa sordn egyetlen pozitiv
reakciot sem kaptunk a T29 esetében, ugy dontottiink, hogy a késébbiekben a torzs teljes
genomjat megszekvenaljuk, hogy ezaltal pontosabb képet kapjunk nemcsak az MTBE-
bontashoz kapcsolodd génekrdl, de a PMI1-gyel torténd részletesebb Osszehasonlitas

céljabal is.

5.9 Természetes mutans vonalak izolalasa a Methylibium sp.

T29-bol és a Methylibium petroleiphilum PM1-bél

A Methylibium torzsek fenntartasahoz és tisztasaganak ellendrzéséhez a 5 x TSA és
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12. abra A Methylibium sp. T29, a Methylibium sp. M28 és a Methylibium petroleiphilum PM1 genomjanak
Osszehasonlitisa négy kiillonb6zo restrikcios enzimmel végzett kezelést kovetd pulzaldo mezeji

gélelektroforézis (PFGE) vizsgalattal.

az NA téaptalajokat, valamint a /2 x TSB ¢€s az NB tépoldatokat parhuzamosan hasznaltuk.
Egyértelmiien megfigyelhetd volt, hogy NB tapoldatban a T29 gyorsabban nétt €s nagyobb
optikai denzitas értékeket ért el, mint 2 x TSB tapkozegben. Hasonld jelenség volt
¢észrevehetd a szilard taptalajok vonatkozasdban is, hiszen NA taptalajon a T29 szintén
gyorsabban nétt és nagyobb telepeket képzett, mint /2 x TSA-n.

NB tapoldaton torténd folyamatos fenntartds (hetenkénti atoltas és NA taptalajra
torténd szélesztés) soran tobbszor, egymastol fliggetlen esetekben eléfordult, hogy az NA
szélesztésekrdl izolalt, majd NB tapoldaton felnevelt egyedi koloniak tenyészeteib6l MSM
tapoldatba MTBE-re, mint egyediili szén- €s energiaforrasra visszaoltott sejtek egyaltalan
nem mutattak ndvekedést, elvesztettétk MTBE-bontd képességiiket. /2 x TSB és /2 x TSA

tapkozegeken fenntartott tenyészetek esetében hasonld jelenség nem volt megfigyelhetd.
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Nyilvanvalé volt tehat, hogy a funkcidvesztés kialakulasaban a tapkozegek eltérd
Osszetételének fontos szerepe volt.

A kiilfoldi térzsgytjteménybol beszerzett Methylibium petroleiphilum PM1 tenyészet
tisztasaganak ellenérzése soran, a 2 x TSA lemezre végzett szélesztésen (4.7 fejezet),
kétheti, 28 °C-on torténd inkubaciot kovetden kétféle telepmorfologiat tudtunk
elkiiloniteni. Mindkét tipust telepbdl kolonia PCR segitségével a 16S rDNS szekvencidkat
amplifikaltuk, majd a termékeket megszekvenaltattuk. Az eredmények alapjan mindkét
koloénia 16S rDNS-e 100%-ban megegyezett a PM1-ével. Mindkét vonal %2 x TSB
tapoldatba MTBE-re, mint egyediili szén- és energiaforrasra, de csak az egyik vonal
esetében tapasztaltunk novekedést, a masik egyaltaldn nem nott.

Ugy déntéttiink, hogy a T29 és a PM1 funkciévesztéses mutans vonalait részletesebb
vizsgalatoknak vetjiik ald. Azért, hogy Osszehasonlithassuk dket a vad tipusu torzsekkel,
elvégeztiink néhany szubsztrathasznositasi kisérletet, illetve megvizsgaltuk antibiotikum és
higany rezisztenciajukat is.

A kisérletek érdekes eredményekkel szolgéaltak. A T29 mutans vonala sem MTBE-t,
sem pedig TAME-t nem volt képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani,
viszont TBA-n jol nétt. Az antibiotikumok koziil a vad tipushoz hasonléan rezisztens volt
ampicillinre és tetraciklinre iS, viszont higany jelenlétében (12,5 mg/l) nem volt képes
novekedni. A PM1 mutans vonala sem MTBE-n, sem TAME-n, sem pedig TBA-n nem
volt képes novekedni, ezen feliil szenzitiv volt ampicillinre és tetraciklinre is, higany
jelenlétében pedig nem mutatott novekedést. A két torzs esetében ezeket a mutans
vonalakat T29-B-nek, illetve PM1-B-nek neveztiik el. Koziiliik a T29-B-t Methylibium sp.
T29-B néven a MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytiijteményében is
elhelyeztiik NCAIM B.02560 azonosito alatt. A T29 és a PM1 esetében a vad tipust és a
mutans vonalak leglényegesebb karakterisztikus tulajdonsagait a 9. tablazat foglalja 6ssze.

A szakirodalombdl ismert, hogy az antibiotikumokkal és nehézfémekkel szembeni
rezisztenciat biztositd gének sokszor extrakromoszomalis elemeken, igy gyakran
rezisztencia plazmidokon helyezkednek el. Hasonloképpen, szamos kdrnyezetszennyezd
antropogén vegyiilet lebontdsaban szerepet jatsz6 enzimek katabolikus plazmidokon
kodoltak. Nem  szelektiv  kornyezetben torténd nodvekedés soran ezek az
extrakromoszomalis elemek bizonyos esetekben elimindlodnak a sejtekbdl, hiszen
fenntartasuk feleslegess¢ valik. Hasonld jelenséget mas abiotikus kiilsé tényezdk is

kivalthatnak, igy az optimalisnal alacsonyabb vagy magasabb novesztési homérséklet,
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bizonyos kémiai anyagokkal torténd érintkezés vagy kezelés, vagy megfeleld novekedési

inhibitorok alkalmazasa.

Novekedés Rezisztencia
MTBE TAME TBA Amp Tc Hg**
T29 + + + + + +
T29-B - - + + + -
PM1 - + + - - -
PM1-B - - - - - -

9. tablazat A Methylibium sp. T29 és T29-B, valamint a Methylibium petroleiphilum PM1 és PM1-B torzsek
Osszehasonlitisa az egyediili szén- ¢és energiaforrasként hasznosithatd {izemanyag-oxigenatok

vonatkozéséban, valamint az ampicillin (Amp), tetraciklin (Tc) és higany (Hg®") elleni rezisztencia alapjan.

A T29 esetében az NA/NB, illetve a /2 x TSA/TSB tapkozegeken torténd hosszabb
ideji fenntartas egyarant nem szelektiv novekedési kornyezetet jelentett a sejtek szamara a
vizsgalt tulajdonsagok tekintetében, de koziilik csak az NA/NB esetében tapasztaltunk
fenotipus valtozast. Ennek oka valdsziniileg az, hogy az NA/NB esetében gyorsabb
szaporodas, ezaltal rdvidebb generacidos 1d6 volt megfigyelhetd, aminél nagyobb
valoszinliséggel kovetkezhet be egy esetleges plazmid vesztés vagy delécid, ami maga utan
vonhatja bizonyos funkcidk kiesését. Annak hatterében, hogy a T29 esetében csak az
MTBE- és a TAME-bonto képesség, valamint a Hg?* elleni rezisztencia tiint el, viszont a
TBA-bontd tulajdonsag és az ampicillin és tetraciklin elleni rezisztencia tovabbra is
megmaradt, tobb dolog is allhatott. Elképzelheté, hogy a vad tipust torzsre jellemzd
tulajdonsagok egymastol fiiggetleniil, tobb plazmidon kodoltak, melyeknek csak egy része
veszett el vagy pedig a funkcidk részben a kromoszoman kodoltak. Ugyanakkor a
funkcidvesztéshez nem sziikségszerti, hogy teljes plazmidok vesszenek el, elképzelhetd,
hogy deléci6 révén csupan DNS darabok estek ki a genombol, vagy éppen valamilyen
mobilis genetikai elem integralodott a génekbe, amely inaktivalta dket.

A PM1l-re vonatkozéan nem tudtunk hasonlé hipotézist felallitani, minthogy a
mutans fenotipussal rendelkezd vonal a vad tipussal egylitt érkezett a liofilizatumban, de
elképzelhetd, hogy a liofilizalas folyamata soran, vagy még azt megelézden a
torzsgylijteményben torténd fenntartds vagy tarolds sordn tortént a funkciovesztés. A PM1

esetében az altalunk vizsgalt tulajdonsagok koziil csak az lizemanyag-oxigenatok bontasara
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vald képesség tiint el a mutans vonalbol, hiszen a vizsgalt anyagokkal (Amp, Tc, Hg*)
szembeni rezisztencidk a vad tipusbdl is hianyoznak. Az MTBE- és TBA-bontasban részt
vevd gének a PMI-ben a megaplazmidon lokalizdlédnak, sok mas funkcioval egyiitt.
Eppen ezért kevéssé tiint valoszintinek, hogy egy 600 kb-os plazmid teljesen elvesszen a
torzsbol. Emiatt Ggy véltiik, hogy delécio vagy mobilis genetikai elem integracidja okozta
a PM1 esetében a mutans vonal 1étrejottét.

A kovetkezokben elméleteink helyességének ellendrzése céljabol megvizsgaltuk,
hogy a torzseink rendelkeznek-e plazmiddal vagy plazmidokkal, amelyek jelenléte vagy

hianya, illetve a koztiik 1évé esetleges méretbeli kiilonbség magyarazhatja-e a fenotipus

valtozasokat és a mutans vonalak létrejottét.

5.10 Plazmid detektalas és izolalas a Methylibium sp. T29 és a
Methylibium petroleiphilum PM1 vad tipusu és természetes

mutans vonalaibdl, valamint a Methylibium sp. M28-bél

A Methylibium sp. T29, T29-B, M28 és a Methylibium petroleiphilum PM1-B jeli
izolatumainkban, valamint a Methylibium petroleiphilum PM1 térzsben a plazmidok
kimutatasat és méretiik hozzavetéleges meghatarozasat S1 nukleaz kezeléssel kapcsolt
PFGE analizissel végeztiik el. Az 6t torzs esetében az S1-PFGE vizsgalat eredményét a 13.
abra mutatja be.

Az S1-PFGE analizis érdekes eredményekkel szolgalt: harom torzsben sikeriilt 1-1
plazmidot azonositanunk (PM1, T29, T29-B), mig a masik két izolatum (M28, PM1-B)
esetében nem kaptunk extrakromoszomalis elemre utalo jelet.

A Methylibium petroleiphilum PM1 teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa
soran korabban mar leirtak ugyan egy 600 kb koriili (599 444 bp) méretli megaplazmidot a
torzsben [136], de mindezidaig még nem sziiletett bizonyiték, amely kisérletes tton
ténylegesen igazolta volna a jelenlétét. A pPMI1 jeli megaplazmid Osszesen 646 gént
hordoz, melybdl 382 egyedi (,.hipotetikus fehérje”) a PM1-re nézve. A megaplazmidon
talalhatoak a PM1-ben az MTBE- és a TBA-bontasban részt vevd gének, de ezek mellett
szamos mas anyagcsere-folyamat, igy bizonyos koenzimek ¢€s szervetlen ionok
transzportjaban ¢€s metabolizmusadban, a kobalamin bioszintézisben, tovabba a

replikdcioban, a rekombinacids és repair folyamatokban szerepld egyes fehérjék génjei.

73



Leirtak a plazmidrol azt is, hogy minden valdsziniiség szerint a kdzelmultban horizontalis

transzfer soran tett szert ra a torzs.

T29 T29-B PM1 PMI1-B M28

T29 T2%-B PMI PMI-B M28

I A marker

l ‘ I A marker

Hozzavetoleges
méret (kb)
582
533,5 m—
485  —
436,5 m—
388
3395 mm—
201 —
2425 w—

194 w—

:

C LR

A

13. abra Plazmid detektalas a Methylibium izolatumokban S1-PFGE analizissel. Az A és a B kép ugyanazt a

gélfotot abrazolja kétféle fényerdsség mellett. Az azonositott plazmidokat a piros és a sarga nyilak jelzik.

A PM1-B-bdl egyértelmiien a teljes megaplazmid hidnyzik, hiszen nincs nyoma
kisebb méretii (>40 kb) plazmidnak a térzsben. Mindez amellett, hogy magyardzza korabbi
kisérleti eredményeinket, miszerint a térzs nem képes sem MTBE, sem pedig TBA
bontéasara, cafolja azon feltételezésiinket, hogy a mutans vonal kialakulasdnak hatterében
deléci6 vagy inszercid allna. Figyelembe véve, hogy a megaplazmidon nagyszamu
alapanyagcsere-folyamatban szerepet jatszo gén is lokalizalodik, melyek egyiittes hianya
nagy valoszinliséggel letdlis lenne egy olyan kdornyezetben, ahol nincs lehetdség a

potlasukra (példaul horizontalis géntranszfer révén), a plazmid elvesztésénél
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valdszinlibbnek tlinik annak integracidja a kromoszémaba. Ennek sordn vagy ezt
megelézéen egy delécidos vagy inszerciés folyamat altal valhattak inaktivvd vagy
veszhettek el az MTBE/TBA metabolizmuséban szerepet jatszo gének a PM1-bdol.

A Methylibium sp. M28 esetében sem kaptunk plazmidra utald jelet, viszont ez a
torzs hatékony MTBE- és TBA-bontasra volt képes. Igy ebben az esetben az egyetlen
magyarazat az lehet, hogy a bontasért felelés gének a kromoszoman lokalizalodnak. A
gének eredetére vonatkozdan azonban nem tudunk semmilyen megallapitast tenni, vagyis
nem tudhatjuk, hogy a torzsben evolucids-adaptacios folyamatok soran alakult-e Ki a
bontasra vald képesség vagy pedig horizontalis géntranszfer tortént. Ennek eldontéséhez
tovabbi mélyrehatobb vizsgalatok sziikségesek.

A T29 ¢és a T29-B torzsekben egyértelmilen azonosithatdo volt egy-egy,
hozzavetblegesen 50 és 90 kb kozotti méretli plazmid, viszont a PMl-re jellemz6
megaplazmid mindkettébdl hidnyzott. A két térzs esetében hasonld méretli plazmidra utalo
jeleket kaptunk, de az esetleges méretbeli és szekvenciabeli kiilonbségek megismeréséhez
ez a vizsgalat nem volt elegendd. Igy arra sem kaptunk valaszt még, hogy a vizsgalt
tulajdonsagokért (MTBE/TBA-bontas, ampicillin, tetraciklin és higany elleni
rezisztenciak) felelds gének koziil melyek talalhatoak a plazmidon és melyek a
kromoszoéman. Ezért a T29 és T29-B jelii torzsekbol a 4.13 fejezetben foglaltak szerint
plazmid DNS-t izolaltunk és a teljes genomok szekvenalasat kovetéen azokat is
megszekvenaltuk. A két torzs esetében a plazmidokat pT29A, illetve pT29B jeloléssel
lattuk el.

511 A Methylibium sp. T29 és T29-B torzsek de novo
genomszekvenalasa, valamint a pT29A és pT29B jeli

plazmidok de novo szekvenalasa

A de novo genomszekvenalas soran kapott nyers adatok bioinformatikai feldolgozasa
alapjan a Methylibium sp. T29 vazlatos (draft) genomszekvenciaja 4 449 424 bp méreti,
amelyet 608 kontigba sikeriilt sszeépiteni, GC-tartalma 68,7%. A genom mérete és a GC-
tartalom értéke nagyfokti hasonlosdgot mutat a legkdzelebbi rokon PM1 genomjanak
megfelel6 adataival (4 643 669 bp genomméret, ill. 67,6% GC-tartalom) [136]. A T29

esetében Osszesen 4806 gén jelenléte valoszinlisithetd a genomszekvenciabol, a PM1-nél
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B COG besorolas nélkiil
PMI kromoszoma BLAST osszehasonlitasa a T29 draft genomjaval
pPMI1 BLAST osszehasonlitasa a T29 draft genomjaval

M GC-tartalom

M GC-arany aszimmetria (5°-3")

M GC-arany aszimmetria (3°-3")

14. abra A Methylibium sp. T29 draft genomszekvencidjanak grafikus abrazolasa, néhany relevans
tulajdonsadganak bemutatasaval. A kontigokat a Mauve 2.3.1 program [156] segitségével rendeztiik sorba a
PMI teljes genomszekvenciajat hasznalva referenciaként. A gének COG kategéridkba torténd besoroldsa a
WebMGA szerver [174] segitségével tortént. A genom térképének abrazolasat CGView programmal [175]
végeztiikk. A megjelenitett tulajdonsagok a kdvetkezok (kiviilrél befelé haladva): gének az 5°-3” szalon, gének
a 3’-5” szalon (COG kategoériak szerint szinezve); a Methylibium petroleiphilum PM1 kromoszémajanak és
megaplazmidjanak Osszehasonlitasa a T29 draft genomjaval BLAST segitségével; GC-tartalom; GC-arany
aszimmetria. (A COG kategoridk betiikodjainak feloldasai a 11. tablazatban talalhatoak.)

korabban 4477 gént irtak le [136]. A T29 genomjaban 3 rRNS, 48 tRNS és 1 tmRNS gént
azonositottunk. A fehérjekodold gének 72,8%-ahoz tudtunk funkciot rendelni, a tobbit
hipotetikus fehérjeként neveztiik el. Ezenfeliil a fehérjekodoldo gének 71,0%-a volt
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besorolhatd COG (Clusters of Orthologous Groups) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)
kategoriakba. A Methylibium sp. T29 draft genomszekvenciajanak (14. abra) statisztikai
adatait a 10. tablazat Osszegzi, a fehérjekodold gének COG kategoridk szerinti
megoszlasat pedig a 11. tablazat tartalmazza.

A NUCmer programmal [157] végzett Osszehasonlitasok eredményei nyoman
elmondhat6, hogy a Methylibium sp. T29 draft genomszekvencidja atlagosan 97%-0S
azonossagot mutat a PM1 kromoszémajaval nukleotid szinten, illetve 85%-ot a pPM1
megaplazmid egy kis részletével (15. abra). Ugyanakkor azonban jelentés eltérések is
megfigyelhetdek a két torzs esetében. A legjelentdsebb ezek koziil, hogy a kdzel 600 kb-0s
pPM1 megaplazmid legnagyobb része hianyzik a T29-bdl, a meglévé homolog
szekvenciak pedig a kromoszoman talalhatoak. Mindez Iényeges kiilonbség az Egyesiilt
Allamokban izolalt PM1-szerii torzsekkel szemben is, melyek a T29-hez hasonloan szintén
nagyon kozeli rokonai a PM1-nek (~99% azonossag a 16S rDNS szekvencidkban), viszont
benniik kivétel nélkiil megtalalhato a kozel 600 kb-os megaplazmid, a PM1-ével csaknem
megegyezé (~99% azonossag) nukleotid szekvenciaval [136]. Esetilkben azonban a
kromoszomabeli kiilonbségek lényegesen nagyobbnak bizonyultak, olyannyira, hogy a
reszekvenalasi kisérleteket nem tudtak elvégezni ezekkel az izolatumokkal. Feltételezhetd
tehat, hogy a T29 és az USA-beli Methylibium t6rzsek esetében eltéré eredetii az MTBE-
bontasra vald képesség, illetve az egyes, vélhetden transzpozonok vagy mdas mobil
genetikai elemek altal indukalt genomatrendez8dések is masként jatszodtak le. Minden
bizonnyal ezekben a folyamatokban az egyes torzseket élohely-specifikusan éré abiotikus
és biotikus kolcsonhatasoknak is kiemelt szerepe volt.

A Methylibium sp. T29 5.10 fejezetben leirt pT29A jelii plazmidjat szintén
megszekvenaltuk. A plazmid mérete 86 856 bp, 90 fehérjekddold gént hordoz, GC-
tartalma 67,1%. Itt talalhaté a kobalamin szintézisben részt vevo gének egy jelentds része,
tovabba szamos, a higany elleni rezisztenciaért felelds gén, valamint tobb transzpozazt
kodolo szekvencia is. A pT29A plazmid (16. abra) nukleotid szekvenciajanak statisztikai
adatait a 12. tablazat foglalja Ossze, a fehérjekddold gének COG kategoriak szerinti
megoszlasat a 13. tablazat mutatja be.

A tény, miszerint a PM1-ben az MTBE-bontasban részt vevd gének a pPMI1
megaplazmidon talalhatoak [136], el6zetesen azt valosziniisitette, hogy ezeket a géneket a
T29-ben a pT29A plazmidon fogjuk megtalalni. Meglepé modon azonban egy kobalamin
szintézis operontol eltekintve, mely 1ényegesen eltér a PM1-ben talalhat6tol, nem talaltunk

MTBE-bontasban szerepld géneket a T29 plazmidjan. Ahogy a kordbbiakban mar
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emlitettiik, kobaltion vagy kobalamin a 2-HIBA intermedier tovabbalakitasahoz sziikséges

az MTBE metabolizmusa soran [118].

Tulajdonsag Erték Az 6sszes szazalékaban
Genom mérete (bp) 4 449 424 100
Kdédolé DNS szakasz hossza (bp) 3743112 84,1
GC-tartalom (bp) 3057 506 68,7
Kontigok szama 608 -
Osszes gén 4 806 -
Fehérjekodold gének 4754 98,9
RNS gének 52 1,1
Pszeudogének 196 4,1
Gének funkcié megjeldléssel 3498 72,8
COG kategoriaba sorolhato gének 3376 71,0

10. tablazat A Methylibium sp. T29 draft genomszekvenciajanak fontosabb statisztikai adatai.

A Methylibium petroleiphilum PM1 teljes genomszekvenciajat hasznalva
referenciaként szekvencia homologiak alapjan sikeriilt azonositanunk a T29
kromoszémajan az MTBE-bontas Gtvonaldnak valoszinli komponenseit, koztilk az MTBE
monooxigenazt (MdpA) és a TBA monooxigenazt (MdpJ) is, melyek minddssze 84, illetve
81%-0s azonossagot mutatnak aminosav szinten a PM1-es megfeleldikkel. Megfigyeltiik,
hogy a szubsztrat specifitast meghatarozo pozicioban 1évé aminosav a PM1 MdpA-jahoz
hasonldéan a T29-ben is treonin, nem pedig valin vagy egyéb hidrofob aminosav, melyek az
MdpA kozeli rokonaira, az alkan hidroxilazokra jellemzéek [132]. Mindez pedig a polaros
treoninnak az enzimkatalizis soran az éter-szubsztrat megkotésében jatszott esetleges
szerepére utalhat.

Tovabbi fontos megfigyelés lehet, hogy a T29 mdpA génjének promotere teljesen
kiilonbozik a PM1 mdpA-janak promoterétél, ami 1ényegesen eltérd génszintli szabalyozas
meglétét valoszinisiti a két térzsben. Ellentétben tehat a T29 és a PM1 genomjainak nagy
része kozott fenndlld nagymértéki altalanos hasonlésadggal, az MTBE metabolizmusaban
szerepld gének (14. tablazat) lényegesen kisebb szekvencia konzervaltsagot és teljesen
eltérd lokalizaciot (plazmid [PM1], illetve kromoszéma [T29]) mutatnak a két térzsben,
ami arra utalhat, hogy ezek a gének valoszinlileg egy transzpozonon, esetleg valamilyen
mas tipust mozgd genetikai elemen helyezkednek el, mely a PMI1 esetében a

megaplazmidon, mig a T29-ben a kromoszéman talalhato.
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Korabban a Rhodococcus ruber IFP 2001 esetében leirtak, hogy az ETBE bontasaért
felelos eth génklasztert mindkét iranybol egy-egy 5,6 kb méretli, azonos direkt repeat
szekvencia hatarolja, amelyek a II-es osztalyba tartozé transzpozonok [108]. Megfigyelték,
hogy a torzsben spontan kromoszomalis delécié jatszodhat le a két azonos direkt repeat

szekvencia kozotti homolog rekombinacio révén, melynek soran az IFP 2001 elvesziti az

Kaéd SGZ?::: g:gﬁ;lékos Leiras

J 169 3,5 Transzlacio, riboszoma-szerkezet és -biogenezis

A 2 0,0 RNS érés és modositas

K 276 5,8 Transzkripciod

L 190 4,0 Replikacid, rekombinacio és repair

B 4 0,1 Kromatin szerkezet és dinamika

Y 0 0,0 Sejtmagi struktarak

D 32 0,7 Sejtciklus szabalyozas, sejtosztodas, kromoszoma szegregaciod
Vv 59 1,2 Védekezd mechanizmusok

T 284 6,0 Szignal-transzdukciés mechanizmusok

z 0 0,0 Citoszkeleton

W 0 0,0 Extracellularis struktirak

M 218 4,6 Sejtfal és sejtmembran biogenezis

N 100 2,1 Sejt motilitas

U 122 2,6 Sejten beliili anyagtranszport és szekrécid

O 170 3,6 Poszt-transzlacios modositas, fehérje turnover, chaperonok
C 292 6,1 Energiatermelés és -konverzio

G 126 2,6 Szénhidrat transzport és metabolizmus

E 295 6,2 Aminosav transzport és metabolizmus

F 72 15 Nukleotid transzport és metabolizmus

H 196 4,1 Koenzim transzport €s metabolizmus

| 177 3,7 Lipid transzport és metabolizmus

P 236 5,0 Szervetlen ion transzport és metabolizmus

Q 118 2,5 Szekunder metabolitok bioszintézise, transzportja és katabolizmusa
R 456 9,6 Csak altalanos funkcié megjelolés

S 337 7,1 Ismeretlen funkcio

- 823 17,3 Nem szerepel COG kategoriaban

11. tablazat A Methylibium sp. T29 draft genomszekvencidjaban azonositott fehérjék COG (Clusters of

Orthologous Groups) kategoériak szerinti megoszlasa.
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eth géneket, igy ETBE-bonto6 képességét is. A pPM1 megaplazmidon kozvetleniil az mdpA
szomszédsagaban szintén talalhat6 egy, az IS4 csaladba tartozé transzpozaz gén. Ezeknek
és a rokon szekvenciaknak minden bizonnyal fontos szerepe van a fajok ko6zotti
horizontalis géntranszferben, ezaltal pedig a kiilonb6zé metabolikus tUtvonalak
fenntartasaban és evollcidjaban is. A T29 esetében ugyan az mdpA gén kozelében nem
talaltunk mobil genetikai elemeket, de szerte a kromoszoman nagyszamu transzpozazt,
rekombinazt ¢és integrazt tudtunk azonositani, melyeknek korabbi vagy jovébeli

rekombinaciés eseményekben egyarant szerepe lehet.
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15. abra A Methylibium sp. T29 ¢és a Methylibium petroleiphilum PM1 genomszekvencidjanak
Osszehasonlitasa. A T29 draft genomszekvencidjanak kontigjait a Mauve 2.3.1 [156] program segitségével
rendeztiik sorba a PMI teljes genomszekvenciajat hasznalva referenciaként. Az Osszehasonlitds és az

abrazolas MUMmer 3.0 szoftverrel [157] tortént.

Szamos egyedi szekvenciat azonositottunk a T29-ben, amelyek a PM1-bdl teljesen
hianyoznak, koztiik tobb antibiotikum (ampicillin, meticillin, szulfonamid, tetraciklin) és
nehézfém (Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Te, Zn) elleni rezisztenciat biztosité gént. A tovabbi T29-
specifikus gének tobbek kozott kiilonbozd anyagcsere-folyamatokban szerepet jatszo
enzimeket, transzkripcios regulatorokat, szenzor fehérjéket, a restrikcids modifikécios
rendszerek elemeit, fag és transzpozon eredetli fehérjéket, valamint egyéb hipotetikus

fehérjéket kodolnak. A génannotaciok alapjan a T29 képes lehet tobb mas
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kornyezetszennyezd vegyiiletcsoport tagjainak hasznositasara is, igy példaul bizonyos
klérozott aromds szénhidrogének, halogénezett szerves savak és policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH) lebontéasara, de mindezeket a tulajdonsagokat kisérletesen még nem
vizsgaltuk. A PathogenFinder 1.1 [176] programmal végzett elemzés szerint a torzs
minden valdszinliség szerint nem human patogén (a patogenitas valdszintisége 0,083), ami

a terepi alkalmazhatdsag szempontjabdl mindenképpen biztato.

pT29A

86 856 bp

nHOoOHmTMHOONKa AR ZZOoOUE R W

B COG besorolas nélkiil

M GC-tartalom

B GC-ariny aszimmetria (5°-3°)
B GC-arany aszimmetria (3°-37)

16. abra A Methylibium sp. T29 pT29A jelii plazmidjanak grafikus &brazolasa, néhany relevans
tulajdonsaganak bemutatasaval. A gének COG kategoriakba torténé besorolasa a WebMGA szerver [174]
segitségével tortént. A plazmid térképének abrazolasat CGView programmal [175] végeztikk. A megjelenitett
tulajdonsdgok a kovetkez6k (kiviilr6l befelé haladva): gének az 5°-3” szdlon, gének a 3’-5’ szalon (COG
kategoriak szerint szinezve); GC-tartalom; GC-arany aszimmetria. (A COG kategoridk betitkddjainak
feloldasai a 13. tablazatban talalhatdak.)
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Tulajdonsag Erték Az Osszes szazalékaban

Meéret (bp) 86 856 -
Kodolé DNS szakasz hossza (bp) 75 837 87,3
GC-tartalom (bp) 58 265 67,1
Kontigok szama 1 100,0
Osszes gén 90 100,0
Fehérjekodolo gének 90 100,0
RNS gének 0 0,0
Pszeudogének 1 1,1
Gének funkcidé megjeldléssel 65 72,2
COG kategoriaba sorolhato gének 63 70,0

12. tablazat A pT29A jelt plazmid nukleotid szekvencidjanak fontosabb statisztikai adatai.

A Methylibium sp. T29-B draft genomszekvenciaja 4 430 398 bp méretii, melyet 409
kontigba tudtunk 6sszeépiteni, GC-tartalma 68,8%, 0sszesen 4750 gént tartalmaz, melybol
4696 a fehérjekodold szekvencidk szdma. A pT29B plazmid 76 724 bp méretli, GC
tartalma 67,7% ¢és 82 fehérjekodold gént tartalmaz, koztik a pT29A-hoz hasonldan a
kobalamin szintézis és a higany elleni rezisztencia szamos elemét, valamint tobb
transzpozaz génjét is. Noha a T29-B genomszekvencidjadban megtalaltuk valamennyi, a
T29-ben is azonositott higany elleni rezisztencidért felelés fehérje génjét, a kisérleti
eredmények (5.7 fejezet) alapjan a T29-B nem rezisztens a higannyal szemben a T29 altal
még toleralt koncentracioban (12,5 mg/l HgCl,). Valoészinii, hogy valamely hipotetikus
fehérjeként azonositott, de a higany elleni rezisztencidban szerepet jatszd géntermék
hianya vagy mutécioja 4ll a megvaltozott fenotipus hatterében.

Azért, hogy megallapithassuk, hogy a Methylibium sp. T29-B MTBE-bonto
képességének kiesésében mely gén(ek) hianya allhat, a vad tipusu torzs de novo
genomszekvenalasabol szarmazo readekb6l a MIRA v. 4.0.2 szoftver (http://mira-
assembler.sourceforge.net/docs/DefinitiveGuideTOMIRA.html) mirabait nevii modulja
segitségével kisziirtik a T29-B de novo genomszekvenalasabol nyert readeket. Az igy
visszamaradt T29-specifikus readeket a GS De Novo Assembler 2.9 program segitségével
Osszerendeztilk, majd az igy eldallt 29 kontigot (52 710 bp) Prokka 1.8 szoftverrel
annotaltuk. Osszesen 84 gént kaptunk, melyek koziil 72 a kromoszoéman, 12 a pT29A
plazmidon lokalizalodik. Ezen T29-specifikus gének legnagyobb része, mind a
kromoszéman, mind pedig a plazmidon talalhatoak kozott, azonositott funkcié nélkiili

hipotetikus fehérjét kodol (60, illetve 8). A fennmaradd gének altal kodolt fehérjék
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mindkeét replikon esetében valtozatos szabalyozo és metabolikus funkcidkat latnak el (pl.:
transzkripcids regulator, endonukledz, multidrog rezisztencia fehérje, metiltranszferaz,
sth.). El6zetes transzkriptomikai vizsgalataink soran a hianyzé gének kozott mindeddig
még nem sikeriilt azonositani azt/azokat, amely(ek) a funkciovesztés hatterében
allhat(nak), igy a felelds gén(ek) megallapitasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

crer

ben azonositott valamennyi gén (14. tablazat) megtalalhaté a T29-B-ben is.

Kéd Gé:nek Szz,'lzalékos Leirds
szama arany
J 0 0,0 Transzlacio, riboszoma-szerkezet és -biogenezis
A 0 0,0 RNS érés és modositas
K 8 8,9 Transzkripciod
L 10 11,1 Replikacid, rekombinacid és repair
B 4 0,1 Kromatin szerkezet és dinamika
Y 0 0,0 Sejtmagi struktarak
D 1 11 Sejtciklus szabalyozas, sejtosztodas, kromoszoéma szegregacio
Vv 0 0,0 Védekez6 mechanizmusok
T 7 7,8 Szignal-transzdukciés mechanizmusok
z 0 0,0 Citoszkeleton
W 0 0,0 Extracellularis struktarak
M 0 0,0 Sejtfal és sejtmembran biogenezis
N 0 0,0 Sejt motilitas
U 0 0,0 Sejten beliili anyagtranszport és szekrécid
(0] 0 0,0 Poszt-transzlacios modositas, fehérje turnover, chaperonok
C 3 3,3 Energiatermelés és -konverzid
G 0 0,0 Szénhidrat transzport €s metabolizmus
E 1 11 Aminosav transzport és metabolizmus
F 0 0,0 Nukleotid transzport és metabolizmus
H 19 21,1 Koenzim transzport és metabolizmus
| 0 0,0 Lipid transzport és metabolizmus
P 5 5,6 Szervetlen ion transzport és metabolizmus
Q 0 0,0 Szekunder metabolitok bioszintézise, transzportja és katabolizmusa
R 4 44 Csak altalanos funkcié megjelolés
S 10 11,1 Ismeretlen funkcid
- 22 24,4 Nem szerepel COG kategoriaban

13. tablazat A Methylibium sp. T29 pT29A jelii plazmidjanak nukleotid szekvenciajaban azonositott fehérjék

COG (Clusters of Orthologous Groups) kategoriak szerinti megoszlasa.
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fgy azt feltételezziik, hogy vagy a szubsztrat érzékelésében és felvételében szerepet jatszo,

vagy pedig az mdpA gén transzkripcids szabalyozasaban kézremiikodé gén(ek) tiint(ek) el

vagy valt(ak) inaktivva.

Génazonosito a

- Génazonosito a Azonossag Azonossag
Gén funkcio :;gf:g?g:smm m Methylibium sp. nukleinsav aminosav
- i [0) i [0)
PM1-ben T29-ben szinten (%) szinten (%)

MTBE monooxigenaz Mpe_B0606 X551_03232 79 84

rubredoxin Mpe_B0602 X551 03234 nincs szignifikans 43
hasonlosag

rubredoxin reduktaz Mpe_B0597 X551 01331 nincs szignifikans 29
hasonldsag

ATP-fiiggd Mpe_B0601 X551_04638 74 85

transzkripcios

regulator

hidroximetil-terc- Mpe_B0558 X551 02800 86 91

butil-éter

dehidrogenaz

terc-butil-formiat Mpe_A2443 X551 01122 99 99

karboxilészteraz

terc-butil alkohol Mpe_B0555 X551 02402 79 81

hidroxilaz

Fe-S oxidoreduktaz Mpe_B0554 X551_02401 82 82

2-metil-2-hidroxi-1- Mpe_B0561 X551_02804 83 85

propanol

dehidrogenaz

hidroxiizobutiraldehid Mpe_A0361 X551 03863 részleges 36

dehidrogenaz homologia

2-hidroxiizobutiril- Mpe_B0539 X551_02557 85 94

KoA ligaz

2-hidroxiizobutiril- Mpe_B0541 X551 02559 89 92

KoA mutaz

2-hidroxiizobutiril- Mpe_B0538 X551_02556 86 91

KoA mutéz C-

terminalis domain

3-hidroxibutiril-KoA  Mpe_B0547 X551 _02564 79 84

dehidrogenaz

acetil-KoA Mpe_A3367 X551 00431 részleges 45

acetiltranszferaz homologia

14. tablazat Az MTBE lebontasi utvonalaban részt vevd gének a Methylibium petroleiphilum PM1-ben és a

Methylibium sp. T29-ben.
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A Methylibium sp. T29 és T29-B draft genomszekvencidja megtalalhaté a
DDBJ/EMBL/GenBank adatbazisokban ~AZNDO00000000, illetve AZSN00000000
azonositoé szam alatt. A pT29A és pT29B plazmidok teljes szekvencidja szintén elérhetd a

GenBank adatbazisban NC_024957, illetve NC 024958 azonosito alatt.

5.12 A Methylibium sp. T29 transzformacios hatékonysaganak
osszehasonlitasa a Methylibium petroleiphilum PM1-ével

kétféle protokoll szerint

A késobbi funkcionalis genetikai kisérletek megfeleld hatékonysaganak biztositasa
céljabol elvégeztik a T29 szamara leginkdbb alkalmas transzformalasi protokoll
kivéalasztasat és optimalizalasat, melyet Osszekapcsoltunk a két torzs (T29 és PMI1)
transzformélhat6sagdnak Osszehasonlitdsaval. Eldkisérleteink soran tobb  eljarast
teszteltiink elektrokompetens T29 sejtek eldallitasara, melyek kozil végiil a 300 mM
szachar6z” moédszer [160] bizonyult a leghatékonyabbnak, a 4.15 fejezetben bemutatott
protokoll szerint végrehajtva. Kontroll eljarasként az irodalomban a PMI
transzformalasara leirt ”10% glicerin” modszert [136] hasznaltuk, melyet azonban néhany
pontban moédositottunk, a 4.15 fejezetben foglaltak szerint.

A kisérletsorozat eredményei (17. abra) azt mutatjadk, hogy a T29 mindkét
modszerrel 1ényegesen hatékonyabban transzformalhato, mint a PM1. Az irodalomban
korabban leirt, a PM1 transzformalasara alkalmazott eljarassal (”10% glicerin) kozel 70-
szer nagyobb transzformacios hatékonysagot kaptunk a T29 esetében, mint a PM1-nél. A
”300 mM szachardz” protokoll alkalmazasa nyoman, melyet eredetileg Pseudomonas
aeruginosa torzsek transzformalasara irtak le, mindkét torzs esetében két nagysagrendbeli
novekedés volt megfigyelhetd a transzformacios hatékonysagban a ”10% glicerin”
modszerhez képest, tovabba a T29 ezzel a modszerrel is csaknem 30-szor nagyobb
transzformécids hatékonysagot produkalt a PM1-hez képest. Az elért maximalis
transzformaciés hatékonysag értékek a PM1 és a T29 esetében 2,22x10°, illetve 5,95x10°
CFU/ug DNS voltak.

Mivel az irodalomban nem allnak rendelkezésre transzformacios hatékonysag adatok
a PM1-re vonatkozoan a ”10% glicerin” modszert illetéen, igy nincs Osszehasonlitasi

alapunk, amelyhez eredményeinket viszonyitani tudnank. Pseudomonas aeruginosa
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trzsek transzformaldsa soran a 300 mM szachar6z” protokoll alkalmazasaval 107 és 10
kozotti transzformans szamot kaptak a vizsgalt replikativ plazmidok esetében. A mi
értékeink a T29 esetében ennek az intervallumnak az alsé hatarat kozelitik meg, de tovabbi
optimalizalassal a Methylibium izolatumoknal is minden bizonnyal tovabb lehet majd

novelni a transzformacios hatékonysagot.

6,774
5,346

Ig (CFU/pg DNS)
N

4,874
3,034

PM1 T29 PM1 T29

10% glicerin | 300 mM szacharéz

17. abra A Methylibium sp. T29 és a Methylibium petroleiphilum PM1 maximalis transzformacios
hatékonysaganak Osszehasonlitdsa kétféle protokoll alapjan, az 1 pg plazmid DNS-re (pBBR1MCS-2)

vonatkoztatott transzformans értékek bemutatasan keresztiil.

Mindazonaltal egyértelmiien elmondhatjuk, hogy sikeriilt adaptalnunk egy eredetileg
Pseudomonas izolatumokra leirt transzformacios modszert a Methylibium torzsekre, amely
tobb nagysagrendbeli ndvekedést eredményezett a transzforménsok szamaban, tovabba
lényegesen idéhatékonyabbnak is bizonyult, mint a szakirodalomban eddig leirt moédszer.
A T29 nagyobb transzformaciés hatékonysagat a jovében metagenomikai screen
vizsgalatok (pl.: kornyezeti mintdkbdl izolalt metagenom konyvtarak transzformalésa)

soran kivanjuk majd kamatoztatni.
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5.13 A Methylibium sp. T29 mdpA knockout mutans vonalainak

novekedési tulajdonsagai

A pSm18-mdpA529 ¢és a pSm18-mdpA784 jelii konstrukciokkal torténd
transzformalas eredményeképpen két mutans vonalat sikeriilt létrehozni a vad tipust
Methylibium sp. T29-b6l. Az mdpA K0529 és az mdpA_KO784 jelslésti vonalak esetében
teszt PCR reakciokkal és ellendrzé Sanger-szekvenalassal is megbizonyosodtunk arrol,
hogy a sztreptomicin rezisztenciaért felelés kazetta homolog rekombinécié révén a kivant
helyre, vagyis az mdpA génbe integralodott, biztositva ezaltal, hogy arrol elméletileg
funkcidképes géntermék nem keletkezhet. Ugyanakkor sikeriilt izoldlnunk egy olyan
sztreptomicin rezisztens mutanst is, amelyben intakt mdpA gént tudtunk kimutatni. Ezt az
illegitim rekombinanst Methylibium sp. T29-Sm-nek neveztiik el. Ez utobbi vonalat a
szubsztrathasznositasi kisérletek soran kontrollként hasznaltuk fel annak megallapitasara,
hogy a sztreptomicin rezisztencia kifejezddése dnmagéban mennyivel veti vissza a torzs
novekedési képességét €s sebességét MTBE-n a vad tipushoz képest.

A novekedési tesztek nem vart eredményekkel is szolgaltak az mdpA génnek az
lizemanyag-oxigenatok bontidsaban betoltott szerepét illetéen. A kisérletek eredményei
ugyanis azt mutattak, hogy az mdpA KO-k esetében nemcsak az MTBE-bontasi képesség
veszett el, de ezzel egyidejiileg a TAME-n és a TBA-n, mint egyediili szén- ¢és
energiaforrasokon torténé novekedésre vald képesség is. A GC-MS analitikai adatok
alapjan ugyanis, mind az MTBE, mind pedig a TAME és a TBA esetében is az abiotikus
kontrollok esetében visszamért koncentraciokkal (~159 mg/l) lényegében megegyezd
értekeket kaptunk a KO vonalakndl (~155 mg/l), mig a vad tipusu T29 és az illegitim
rekombinans T29-Sm is teljesen elfogyasztotta a 200 mg/l koncentracioban adagolt
szubsztratokat a kisérlet végére.

Azt mar korabban a PM1-nél is leirtak, hogy az MdpA fehérje bizonyos
koriilmények kozott részt vesz a TBA-bontas szabalyozasaban, de kdzvetleniil nem felelds
érte [132]. Ezt alatamasztottak az enzim inhibicids kisérletek is, melyek szerint az MTBE
¢s a TBA bontasaért minden valdszintiség szerint két kiilonb6z6 monooxigenaz felelds a
PM1-ben [132]. Késébb az Aquincola tertiaricarbonis L108-ban azonositottak egy ftalat
dioxigenazzal rokon fehérjét és oxidoreduktaz alegységét, amelyek TBA-n torténd

novekedés soran erésen indukalodtak [123]. A két fehérje kodolo génjeivel csaknem

87



azonos szekvenciakat megtalaltadk a PM1-ben is (mdpJ/mdpK), melyekrdl ez alapjan
feltételezik, hogy a PM1-ben felelések a TBA bontasaért.

A Kisérleti eredményeink alapjan a leglényegesebb kiilonbség a T29 és a PM1 mdpA
mutans vonalai k6zott, hogy mig a T29 esetében az mdpA gén kiiitése az MTBE- és a
TBA-bontd képesség egyideji elvesztését jelentette, addig a PM1-bdl 1étrehozott mdpA
mutans vonal MTBE-n ugyan szintén nem nétt, viszont TBA-n tovabbra is képes volt
szaporodni [132]. Mindez pedig a PM1-ét6l 1ényegesen eltéré génszintli szabalyozas
meglétét valdszinisiti a Methylibium sp. T29-ben. Mig korabban a PM1-nél nem
vizsgaltak az mdpA gén részvételét a TAME metabolizmusaban, addig a mi eredményeink
van a T29-ben. Minden valosziniiség szerint az MTBE ¢és a TAME lebontasa soran a kezd6
oxidacios lépést katalizalja, mig a TBA esetében a PM1-nél leirt szabalyozé funkciohoz
hasonlo feladatot 1at el. Az a megfigyelés, miszerint 2-HIBA-n valamennyi térzs felnétt,
arra utal, hogy az mdpA génnek és termékének csak a vizsgalt lizemanyag-adalékok
lebontasi Gtvonalanak kezdé 1épéseiben van szerepe.

A T29-re jellemzd fenotipus visszaallitasat célzd6 komplementacios kisérleteink nem
jartak sikerrel. A vad tipust torzs intakt mdpA génjét és annak valdszinli promoterét
tartalmazo fragmentet pPBBRIMCS2 vektorba klénoztuk, majd betranszformaltuk a muténs
vonalba. Ennek hatasara azonban nem allt helyre az MTBE-bontd képesség, a
komplementald plazmidot hordozé vonalak nem voltak képesek MTBE-n, mint egyediili
szén- ¢és energiaforrason, kis kiinduldsi sejtszamrél felndni. Koradbban hasonlo
eredménnyel jartak a PM1-gyel, a miénkhez hasonld elrendezésben végzett azonos célu
kisérletek is [132].

Vizsgalataink alapjan az mdpA gén molekularis markerként alkalmas lehet a
jovObeni bioremediacids célu terepi kezelések alkalmaval a Methylibium sp. T29 nyomon
kovetésére. A torzs mdpA génjének amplifikalasara tervezett specifikus primerek (MO29:
5’-CCG CCA GAT CGT CAT CCA CAA AG-3’ és MO30: 5°-TTC AAG CGT CTC AAT
CGG GCT C-3°) segitségével ugyanis elvégeztik a T29 kimutatasat valamennyi
rendelkezésiinkre alloé hazai, MTBE-vel szennyezett teriiletrdl szarmazé talajvizmintabdl,
valamint a BAY-BIO torzsgyiijteményében megtalalhatd, eredetileg Belgiumban,
Franciaorszagban, Németorszagban, valamint az Egyesiilt Allamokban izolalt és dusitott
MTBE-bonté konzorciumokbol. A térzs nem volt detektalhato egyik kiilfoldi
konzorciumban sem, tovabba a hazai mintak koziil is egyediil a Tiszajvaros térségébol

szarmazodakban volt kimutathatdo a jelenléte. A kapott eredmények igy arra engednek
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kovetkeztetni, hogy jelenlegi ismereteink szerint a Methylibium sp. T29 kizardlag
Magyarorszagon, azon beliil is csak Tiszatjvaros kornyékén fordul el, ahol minden
bizonnyal fontos szerepe lehet az MTBE szennyezések természetes koncentracio-

csokkenésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A vilagszerte folyamatosan novekvO tlizemanyagigényekkel egyidejlileg emelkedik
az éter tipusil lizemanyag-adalékok iranti kereslet is, hiszen ezek a vegyiiletek az
oktdnszam novelésén tilmenden nagyban hozzajarulnak az ilizemanyagok tokéletesebb
égéséhez is, ami altal lényegesen csokken a kozlekedésbdl szarmazo karos 1égkori
kibocsatdsok mennyisége. Azonban els6sorban kémiai szerkezetilkbdl addédoan az
lizemanyag-éterek a kornyezetbe kikeriilve sokkal jobban ellenallnak a kiilonb6zd
természetes fizikai-kémiai ¢s biologiai lebontd folyamatoknak, mint az ilizemanyagok
egy¢b komponensei, igy kivald vizoldhatéosdguknak koszonhetéen nagy kiterjedésti és
tartds vizszennyezéseket okozhatnak. Noha Okotoxikoldgiai és human egészségiligyi
szempontbol  végzett  vizsgalataik  ellentmondasos  eredményekkel —szolgaltak,
legelterjedtebben és legnagyobb mennyiségben alkalmazott képviseldjiiket, az MTBE-t, a
potencialis human karcinogén vegyiiletek kozé soroltdk. Az utobbi idoben hazankban is
egyre tobb MTBE-vel szennyezett teriilet valt ismertté, melyek karmentesitése a
kozeljovoben esedékessé valhat. Ehhez koltséghatékonysagi szempontbdl a legjobb
valasztas a bioaugmentacid lehet, melyhez azonban sziikség van egy, a célvegyiiletet
hatékonyan bontod, mikrobiologiailag jol jellemzett baktériumtorzsre, amelynek terepi
nyomon kovetése is megoldott. Ennek megfeleléen munkank soran célunk az volt, hogy
MTBE bontéasara képes egyedi torzset izolaljunk és elvégezziik annak legfontosabb
mikrobiologiai és molekularis bioldgiai vizsgalatat, megalapozva ezaltal az izolatum
jovobeli terepi alkalmazasat.

Munkénk soran eldszor Magyarorszag teriiletérdl szarmazo, jellemzden lizemanyag
eredetli szennyezésekkel terhelt talajvizmintak felhasznaldsdval MTBE-n, mint egyediili
szén- ¢€s energiaforrason torténd dusitassal bontoképes konzorciumok izolalasat végeztiik
el. Osszesen 6t, hatékony MTBE-bontéasra képes konzorciumot izolaltunk, melyek koziil a
két legintenzivebb novekedésre képes dusitas mikrobialis Osszetételét piroszekvenalassal
meghataroztuk. A rendelkezésre allo korlatozott szamu irodalmi adattal Osszevetve
nagymértékben hasonl6 eredményeket kaptunk, hiszen a dominans torzs (phylum) mindkét
rendszeriinkben a Proteobacteria volt. A meghatarozé nemzetségek koziil kiemelked6 volt
a Methylibium részaranya mindkét dusitasban.

A konzorciumokbol hat egyedi, MTBE-bontasra képes torzset sikertilt izolalnunk,

melyek mindegyike a 16S rDNS szekvencia homoldgia vizsgalatok alapjan a legkdzelebbi
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rokonsagot a Methylibium petroleiphilum PM1-gyel mutatta. Az izolatumokat a PM1-gyel
val6 rokonsag mértéke, az MTBE-bontas sebessége és a forrasukként szolgalé konzorcium
alapjan két csoportba tudtuk sorolni. Az RL konzorciumbdl elkiilonitett M2, M15 és T29
jeli torzsek 16S rDNS szekvencidja teljesen megegyezett a PM1-ével ¢és MTBE
degradacios sebességiik 1ényegesen nagyobb volt, mint a 8K konzorciumbdl izolalt M6,
M28 és M43 jell torzseké, melyek 16S rDNS szekvencidja egy nukleotid eltérést mutatott
a PM1-éhez képest. Elvégeztik az lizemanyag-oxigenatok bontasa soran ezidaig
azonositott gének PCR-alapt kimutatasi tesztjét valamennyi konzorciumban, illetve a két
izolatum-csoport 1-1 tagjan. A vizsgalatba bevont gének koziil egyet sem tudtunk
kimutatni sem az RL konzorciumbol, sem pedig a T29 jelii izolatumbol. Ezért, valamint az
elézetes analitikai vizsgalatok eredményei alapjan a T29-et vélasztottuk ki tovabbi
részletes vizsgalatokra.

Az elektronmikroszkopos felvételek tantisaga szerint a torzs sejtjei coccobacillus
morfologiat mutatnak, egy résziik polarisan egy flagellumot visel. A sejtek Gram-
negativan festédnek, 2 x TSA taptalajon krémszinii, MSA+MTBE taptalajon pedig
fakosarga telepeket képeznek. A torzset Methylibium sp. T29 néven, NCAIM B.02561
azonosito alatt a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében is
elhelyeztiik.

Részletesen megvizsgaltuk a torzs daltal hasznosithatd szubsztratok spektrumat,
melynek soran megallapitottuk, hogy a T29 az ilizemanyag-oxigenatok koziil egyediili
szén- ¢s energiaforrasként az MTBE-n és a TBA-n kiviil a TAME-t is hasznositani tudja,
csakugy, mint a PM1, és a PM1-hez hasonléan ETBE-n és DIPE-n nem képes szaporodni.
Tobb Iényeges metabolikus tulajdonsagban azonban eltért a PM1-t6l, igy nem volt képes
n-alkanokon, fenolon, formaldehiden és tejsavon néni, tovabba a BTEX komponensek
koziil egyediil a benzolt tudta hasznositani a novekedéséhez. Az antibiotikum rezisztencia
vizsgalatok tovabbi eltéréseket tartak fol a két torzs kozott, hiszen mig a PM1 valamennyi
vizsgalt antibiotikumra szenzitiv volt, addig a T29 ampicillin és tetraciklin jelenlétében is
tudott novekedni. Higany jelenlétében szintén eltérés volt megfigyelhetd a két torzs
novekedésében, hiszen mig a T29 12,5 mg/l HgCl, mellett még szaporodott, addig a PM1
csak a ng+—t nem tartalmazo kontroll rendszerekben tudott ndni.

A T29 és a PM1 MTBE-bontasi sebességének Osszehasonlitdsakor a nulladrendii
sebességi allandok meghatarozéasan keresztiil megallapitottuk, hogy a két torzs a vizsgalt
koriilmények kozott gyakorlatilag azonos sebességli MTBE-bontasra képes. Ugyanakkor a

PM1 esetében a kisérlet soran kismértékii, atmeneti TBA akkumulécid volt megfigyelhetd,
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ami arra utalhat, hogy a PM1-ben a TBA oxidacidja lassabban megy végbe, mint a T29-
ben. Az MTBE Ilebontasi utvonalaban szereplé intermedierek vizsgalata soran két
vegyiiletet sikeriilt GC-MS analitikaval azonositanunk: TBA-t és acetont. Az aceton
kimutatasa jelentdés eredmény, hiszen eddig kordbban csak a Mycobacterium
austroafricanum IFP2012 esetében igazoltak a jelenlétét. Ez alapjan feltételezziik, hogy a
T29-ben az MTBE lebontasa soran a 2-HIBA kozponti intermedierbdl egy dekarboxilaz
enzim 2-propanolt allit el6, melyet egy alkohol dehidrogenaz enzim alakit acetonna. Az
aceton hidroxiacetonon Kkeresztiil piruvatta oxidalodik, mely a kozponti anyagcsere
folyamatokba belépve hasznosul.

Elvégeztik a Methylibium sp. T29 ¢és M28, valamint a PM1 genomjainak
Osszehasonlitdsat négy kiilonbozo restrikcids enzimmel torténd emésztést koveté PFGE
vizsgalattal. A harom torzs esetében kapott restrikcids mintazatok nagyfoku eltéréseket
tartak fol DNS szinten, mely alapjan bizonysagot nyert, hogy noha a harom izolatum
nagyon kozeli rokonsagban van egymassal (>99% azonossag a 16S rDNS
szekvenciakban), a teljes genomok szintjén mégis jelent6s eltérések vannak kozottik, ami
magyarazza a korabbi PCR-alapt detektalasok sikertelenségét a T29 esetében.

A Methylibium sp. T29 NA és NB tapkozegeken torténé hosszabb idejti fenntartasa
soran sikeriilt izolalnunk egy spontan funkcidévesztéses mutans vonalat, melyet T29-B-nek
neveztiink el. A T29-B nem volt képes sem MTBE-n, sem pedig TAME-n ndvekedni,
TBA-n azonban tovabbra is jol nétt. Ezenfeliil rezisztens volt ampicillinre és tetraciklinre
IS, viszont higany jelenlétében nem tudott néni. A PM1 melldl is elkiilonitettiink egy
mutans vonalat (PM1-B), mely nem nétt MTBE-n, TBA-n és TAME-n sem, tovabba nem
volt rezisztens ampicillinre, tetraciklinre és higanyra sem.

S1-PFGE analizis segitségével megvizsgaltuk, hogy a vad tipusu, illetve a
funkciovesztéses mutans Methylibium izolatumok hordoznak-e plazmidokat, melyek
jelenléte vagy hianya esetlegesen magyarazhatja a megfigyelt fenotipus valtozasokat. A
T29 és a T29-B esetében sikeriilt egy-egy hasonlé méreti, 50-90 kb tartomanyba esé
plazmid jelenlétét kimutatnunk. Az M28 és a PM1-B esetében nem kaptunk plazmidra
utalo jelet, viszont a PM1 esetében elsként sikertilt kisérletes bizonyitékot szolgaltatnunk
a 600 kb-os megaplazmid jelenlétére. Ezaltal igazoltuk, hogy a T29 nem hordozza a PM1-
re jellemzd megaplazmidot, igy feltételeztilk, hogy a két toérzs genomszervezOdése
jelentésen eltér. Az eddigiekben részletezett kiillonbségek hatasara tigy dontottiink, hogy
mind a T29, mind pedig a T29-B teljes genomjat, valamint mindkét torzs plazmidjat
(pT29A, ill. pT29B) de novo megszekvenaljuk.
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A Methylibium sp. T29 draft genomja 4 449 424 bp méretli, GC tartalma 68,7%,
4806 gént tartalmaz. A szoftveres Osszehasonlitasok alapjan a T29 draft
genomszekvencidja atlagosan 97%-o0s azonossagot mutat a PM1 kromoszomajaval, illetve
85%-ot a PM1 megaplazmidjanak egy kis részletével. A leglényegesebb eltérés, hogy a
pPM1 megaplazmid legnagyobb része hidnyzik a T29-b6l, a meglévé homolog
szekvenciak pedig a kromoszoman talalhatéak. A pT29A jelti plazmid mérete 86 856 bp,
90 fehérjekodold gént hordoz, GC-tartalma 67,1%. A plazmidon az elGzetes
varakozasokkal ellentétben sem antibiotikumok elleni rezisztenciaért felelds, sem pedig az
MTBE bontasaban kozvetleniil szerepet jatsz6 géneket nem taldltunk. Minddssze egy
kobalamin szintézis operont azonositottunk rajta, amelynek a 2-HIBA tovabbalakitasa
soran lehet szerepe, ezenfeliil a higany elleni rezisztencia szamos eleme is itt lokalizalodik.
Szekvencia homologiak alapjan, a PM1 genomjat hasznalva referenciaként, valamennyi, a
PM1-ben azonositott, MTBE-bontasban szerepet jatszo gént sikeriilt megtalalnunk a T29
genomszekvencidjaban. Ellentétben azonban a két torzs genomjainak nagy része kozott
fennalld6 nagymértékii altalanos hasonlésdggal, az MTBE metabolizmusdban szerepld
gének lényegesen kisebb szekvencia konzervaltsagot és teljesen eltérd lokalizaciot
mutattak, ami arra utalhat, hogy ezek a gének vélhetden valamilyen mozgd genetikai
elemen helyezkednek el, mely a PM1 esetében a megaplazmidon, mig a T29-ben a
kromoszoéman talalhatd. Szamos egyedi szekvenciat azonositottunk a T29 genomjéaban,
melyek a PM1-bél teljesen hidnyoznak, igy példaul tobb antibiotikum és nehézfém elleni
rezisztenciat biztosito gént. A Methylibium sp. T29-B draft genomszekvenciaja 4 430 398
bp méretli, GC-tartalma 68,8%, Osszesen 4750 gént tartalmaz, a pT29B plazmid pedig
76 724 bp méretli, GC-tartalma 67,7% és 82 fehérjekodold gént hordoz. A T29 és a T29-B
draft genomszekvencidinak Osszehasonlitdo vizsgalata alapjan 84 gén hianyzik a T29-B
genomjabol, koziilik azonban eldzetes transzkriptomikai vizsgélataink soran még nem
sikertilt azonositanunk az MTBE-bontasi képesség elvesztésének hatterében allo gén(eke)t,
igy a felelds szekvenciak megtaldldsahoz még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A funkcionalis genetikai kisérletek megkezdése el6tt megvizsgaltuk és
Osszehasonlitottuk a T29 és a PM1 transzformalhatosagat kétféle elektroporacios protokoll
szerint. Az eredmények alapjan a T29 mindkét vizsgalt modszerrel hatékonyabban
transzformalhato, mint a PM1, tovabba az altalunk Methylibium t6rzsekre adaptalt,
eredetileg Pseudomonas fajokra leirt eljaras hatékonyabbnak bizonyult mindkét torzs

esetében, mint az irodalomban a PM1 transzformalasahoz korabban publikélt metddus.
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Az mdpA gén funkcionalis vizsgalata soran a vad tipusu T29-b6l két mdpA knockout
mutans vonalat hoztunk 1étre. A szubsztrathasznositasi kisérletek eredményei alapjan ezek
az mdpA™ T29 torzsek nemcsak MTBE-bontd képességiiket veszitették el, hanem TBA-n és
TAME-n sem voltak képesek novekedni. Igy igazoltuk, hogy a Methylibium sp. T29-ben
az mdpA génnek a torzs altal hasznosithatd valamennyi {izemanyag-oxigenat
tovabbra is képes volt TBA-n névekedni, igy valoszinii, hogy a két torzsben az mdpA gén
miikodése és szabalyozasa eltéré modon alakul. A mutans fenotipus helyreallitasat célzo
komplementacios kisérleteink nem jartak sikerrel, ahogy korabban a PM1 esetében sem
tudtak az MTBE-bontd képességet a miénkhez hasonlé elrendezésben revertalni.

Az T29 mdpA génjére tervezett primerek segitségével elvégeztiik a torzs kimutatasi
probajat a rendelkezésre allo hazai, MTBE-vel szennyezett talajvizmintakbdl, illetve tobb
kiilfoldi MTBE-bont6 konzorciumbdl. A T29 nem volt kimutathaté egyik kiilfoldi
dusitasbol sem, tovabba a hazai mintak koziil is egyediil csak a Tiszaujvaros kornyékérdl
szarmazoakban volt igazolhat6 a jelenléte.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Methylibium sp. T29 egy
Magyarorszagon izolalt, jelenlegi ismereteink szerint kizarolag hazankban el6forduld,
kivalo MTBE- és TBA-bonto képességgel rendelkezd izolatum, melynek mdpA génje
molekularis markerként alkalmas a torzs kimutatdsdra kornyezeti mintakbol is. A
kozelmultban a torzs egy terepi teszt soran, MTBE-tartalmu lizemanyagokkal stlyosan
szennyezett talajviz zona bioremediacios kezelésénél mar biztatdé eredményekkel szolgalt,
igy a jovoben mindenképpen idealis valasztas lehet a hazai, MTBE-vel szennyezett

teriiletek bioaugmentéacios kdrmentesitéséhez.
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7. SUMMARY

The need for fuel additive ethers grows simultaneously with the continuous growth
in demand for fuels worldwide. These compounds, beyond increasing octane ratings,
significantly contribute to the more complete combustion of gasoline, hereby they
considerably help to reduce the amount of harmful emissions from traffic. However,
particularly due to their chemical structure, fuel ethers are much more recalcitrant to
natural physicochemical and biological degradation processes than other components of
gasoline. Hence, because of their excellent water solubility they can cause extensive and
persistent pollutions in aquatic environments. Though investigations concerning
ecotoxicological and human health issues provided contradictory results, their most
widespread representative - MTBE - was classified as a potential human carcinogen. In
Hungary, the number of sites contaminated with MTBE has been growing in recent years
and their remediation may start in the near future. For this purpose, bioaugmentation can
be the ideal alternative in terms of cost efficiency, but it requires a microbiologically well-
characterized and traceable bacterial strain capable of the efficient degrading of the target
compound. Accordingly, we aimed to isolate an individual MTBE-degrading strain and
carry out the essential microbiological and molecular biological studies necessary to
establish its prospective field application.

Firstly, using Hungarian groundwater samples mainly contaminated with gasoline,
we performed the isolation of MTBE-degrading consortia by enrichment on MTBE as the
sole source of carbon and energy. We succeeded to isolate five consortia being able to
effectively degrade MTBE and other fuel oxygenates. The most efficient growers, RL and
SC, were analyzed using pyrosequencing to assess their microbial diversity. The
predominant phylum in both of our enrichments was Proteobacteria, which finding is in
great accordance with the limited number of available data in the literature. Among the
prevalent genera, Methylibium had significant proportions both in RL and in SC with
almost 50% and 30%, respectively.

From the consortia we isolated six individual MTBE-degrading strains and the 16S
rDNA sequence homology analyses indicated that their closest relative is Methylibium
petroleiphilum PM1. The isolates could be divided into two groups based on the degree of
relatedness to PM1, the rate of MTBE degradation and the consortium they were isolated
from. The 16S rDNA sequence of strains M2, M15 and T29 isolated from RL was identical
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to PM1’s and their MTBE degradation rate was substantially higher than that of strains
M6, M28 and M48, which had a single nucleotide substitution in the 16S rDNA sequence
compared to PM1’s and they were originated from 8K. We carried out the PCR-based
detection of the genes identified in the degradation of fuel oxygenates so far on all
consortia and on one representative of both isolate groups. None of the examined genes
could be detected either in the RL consortium or in isolate T29. Based on this result and
preliminary analytical data, strain T29 was chosen for further detailed investigation.

According to electron micrographs, the cells of T29 show coccobacillus morphology
and a fraction of them possesses a single polar flagellum. Cells stained Gram-negative and
formed cream colored colonies on %2 x TSA plates and pale yellow ones on MSA+MTBE
plates. The strain was deposited as Methylibium sp. T29 into the National Collection of
Agricultural and Industrial Microorganisms under the accession number NCAIM B.02561.

We investigated the spectrum of the metabolizable substrates in detail. Of the fuel
oxygenates tested, similarly to PM1, T29 could utilize MTBE, TBA and TAME, but not
ETBE and DIPE as the sole source of carbon and energy. However, T29 differed from
PM1 in several significant metabolic properties, e.g. it could not grow on n-alkanes,
phenol, formaldehyde and lactic acid and of the BTEX compounds it could only utilize
benzene for growth. Antibiotic resistance studies revealed further differences between the
two strains, since PM1 was sensitive to all tested antibiotics, but T29 could grow in the
presence of ampicillin and tetracycline, too. There was also a difference in the growth of
T29 and PML in the presence of mercury. T29 could grow at a HgCl, concentration of 12.5
mg/l, but PM1 could only propagate in the control systems not containing Hg*".

By determining the zero-order rate constants, we compared the MTBE degrading
capabilities of T29 and PM1 and concluded that under the applied conditions the two
strains had almost identical degradation rates. However, we could observe some transient
TBA accumulation at PM1 which may suggest that TBA oxidation is somewhat slower in
PM1 than in T29. In the course of searching for the possible intermediates of the MTBE
degradation pathway by GC-MS analysis we could identify two compounds: TBA and
acetone. Detection of acetone is a significant achievement, since, thus far, it was only
verified from Mycobacterium austroafricanum 1FP2012. According to our findings, we
assume that during MTBE degradation in T29 a decarboxylase enzyme produces 2-
propanol from central metabolite 2-HIBA which is then converted into acetone by an
alcohol dehydrogenase. Acetone is oxidized to pyruvate via hydroxyacetone which enters

the central metabolic pathways.
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We compared the genomes of Methylibium sp. T29, Methylibium sp. M28 and
Methylibium petroleiphilum PM1 with pulsed field gel electrophoresis after treated with
four different restriction enzymes. The obtained restriction patterns revealed significant
differences at the nucleotide level, verifying that despite the very high degree of
relatedness (>99% identity in the 16S rDNA sequences) there are major differences among
the isolates at the genomic level. This observation served as a possible explanation for the
fail of the earlier PCR-based gene detections in T29.

During long-term culturing of Methylibium sp. T29 on NA and NB media we
isolated a spontaneous loss-of-function mutant line, designated as T29-B, which lost its
ability to grow on MTBE and TAME, but still grew well on TBA. Moreover, it was
resistant to ampicillin and tetracycline, but could not grow in the presence of Hg**. We
also separated a mutant PM1 line (PM1-B) which could grow neither on MTBE and
TAME nor on TBA and was sensitive to ampicillin, tetracycline and mercury.

We carried out S1-PFGE analyses to detect plasmids in wild-type and loss-of-
function mutant Methylibium strains to ascertain whether the presence or the lack of them
may explain the observed phenotypic changes. We detected a plasmid both in T29 and in
T29-B with a similar size of approximately 50-90 kb and designated them as pT29A and
pT29B, respectively. There was no sign of plasmids in M28 and in PM1-B, but in PM1 we
provided the first experimental evidence for the presence of the 600 kb megaplasmid.
Consequently, we proved that T29 does not harbor the PM1-type megaplasmid and thus,
we supposed that the genetic arrangement of the two strains was substantially different.
Based on the differences between the Methylibium isolates (T29, T29-B, PM1) discussed
so far, we decided to sequence de novo both the entire genomes and the plasmids of T29
and T29-B, too.

The size of the draft genome sequence of Methylibium sp. T29 is 4,449,424 bp, its
G+C content is 68.7% and harbors 4,806 predicted genes. Comparison of the two genomes
revealed that the draft genome sequence of T29 shows an average identity of 97% to the
PM1 chromosome and 85% to a small part of the pPM1 megaplasmid. The most important
differences are the absence of the most parts of the PM1-type megaplasmid from T29 and
the fact that the extant homologous sequences are located on the chromosome. The pT29A
plasmid was found to be 86,856 bp in size, it carries 90 protein coding genes and has a
G+C content of 67.1%. Contrary to our previous assumptions, we found neither plasmid-
bound antibiotic resistance genes nor ones directly involved in MTBE degradation. On

pT29A we could only identify a number of elements of mercury resistance and a
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cobalamin synthesis operon which may have a role in the transformation of 2-HIBA. Based
on nucleotide sequence homologies, using the complete genome sequence of PM1 as a
reference, we could find all the putative genes involved in the MTBE metabolism of T29
previously described in PM1. However, in contrast to the considerably high similarity of
the majority of the two genomes, the genes involved in the MTBE metabolism of PM1 and
T29 show significantly lower sequence conservation and different localization (plasmid
versus chromosome). By these observations we hypothesize that these genes are located on
a mobile genetic element which resides on the megaplasmid in PM1 and on the
chromosome in T29. We identified several unique sequences in the genome of T29,
missing from PM1’s, coding for resistances to different antibiotics and heavy metals. The
draft genome sequence of Methylibium sp. T29-B is 4,430,398 bp long, it has a G+C
content of 68.8% and carries 4,750 genes. pT29B is 76,724 bp in size, it has a G+C content
of 67.7% and bears 82 protein coding genes. Comparative analysis of the draft genome
sequences of T29 and T29-B indicated that 84 genes are missing from T29-B. During
preliminary transcriptomic analyses we could not identify any possible candidate
sequences responsible for the loss of MTBE degrading ability in T29-B, so finding these
genes requires further investigations.

Before starting the functional genetic experiments, we assessed and compared the
transformation efficiencies of T29 and PM1 using two different electroporation protocols.
According to our results, T29 can be transformed much more efficiently with both of the
tested methods than PM1. Furthermore, one of the protocols, originally described for the
transformation of Pseudomonas spp., was successfully adapted to Methylibium strains and
proved to be more effective at both strains than the one published for the transformation of
PM1 before.

To analyze the function of mdpA gene, we created two mdpA knockout mutant lines
from wild-type T29. Results of the substrate utilization tests showed that these mdpA™ T29
strains lost the ability to degrade not only MTBE but also TBA and TAME. Consequently,
we verified that the mdpA gene has an important role in the biodegradation of all fuel
oxygenates in Methylibium sp. T29. Since, according to literature data, the mdpA KO
mutant of PM1 was still able to degrade TBA, it is likely that the function and regulation of
mdpA are considerably different in the two strains. Our efforts to restore the wild-type
phenotype in T29 during complementation experiments failed just like in PM1 before.

Using primers designed to amplify the mdpA gene of Methylibium sp. T29, we

carried out the detection probe of T29 from a series of Hungarian groundwater samples and
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several MTBE-degrading consortia originating from outside of Hungary. We could not
detect T29 from any foreign MTBE-degrading enrichment cultures, moreover, of the
inland environmental samples tested it was only present in the ones from the area of
Tiszaajvaros.

Summing up, we have isolated a novel bacterial strain, Methylibium sp. T29, and
performed its essential microbiological and molecular biological characterization.
According to our current knowledge, T29 is known only from a limited number of
Hungarian environments and found to have an excellent ability to degrade MTBE and
TBA. Its mdpA gene as a selective molecular marker is most likely to be suitable for the
tracking of the strain in the field. In the recent past, during a field trial aiming to remediate
a groundwater zone severely polluted with MTBE-containing gasoline we obtained
promising results with T29, so the strain can definitely be an ideal candidate for the

bioremediation of Hungarian sites contaminated with MTBE.

99



8. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet mondok témavezetomnek, Dr. Bihari Zoltannak, tudomanyos munkam
tamogatasaért és iranyitasaért, mellyel nagymértékben hozzajarult szakmai fejlédésemhez.

Ko6szondm Dr. Kiss Istvannak, a Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kozhasznu
Nonprofit Kft. Biotechnologiai Divizio (BAY-BIO) igazgatdjanak, hogy a kutatasaimhoz
minden sziikséges feltételt biztositott.

Rendkiviil halas vagyok munkatarsamnak, Dr. Gyula Péternek, aki a molekularis
biologiai kisérletek és a bioinformatikai analizisek elvégzésében nyujtott pdtolhatatlan
segitséget.

Koszonet illeti Dr. Tolmacsov Pétert a GC-MS analitikai mérések elvégzéséért és Dr.
Robotka Herminat a de novo genomszekvenalasokban nyujtott segitségéért.

Koszonetemet fejezem ki tovabba a BAY-BIO valamennyi munkatarsanak, akikkel
mindennapi munkam sordn lehetdségem volt egyiitt dolgozni, hiszen kiillonb6zé mértékben
ugyan, de mindannyiuknak eléviilhetetlen érdeme van abban, hogy ez a dolgozat
elkésziilhetett.

Végiil, de nem utolsésorban halas koszonettel tartozom csaladomnak és barataimnak,

akik mindvégig tdmogattak és a nehéz idészakokon tanicsaikkal atsegitettek.

A dolgozat alapjaul szolgal6 kutatasok jelentGs részben a francia-magyar MiOxyFun
projekt (Biodegradability of fuel oxygenates (ETBE and MTBE): Microorganisms -
Monooxygenases - Functionality; TET 10-1-2011-0376) részeként, a Nemzeti Fejlesztési

Ugynokség finanszirozasaban valosultak meg.

100



9. FELHASZNALT IRODALOM

1. Kovarik W: Ethyl-leaded gasoline: How a classic occupational disease became an
international public health disaster. Int J Occup Environ Health 2005, 11:384-397.

2. Landrigan PJ: The worldwide problem of lead in petrol. Bull World Health Organ 2002,
80:768.

3. Tong S, von Schirnding YE, Prapamontol T: Environmental lead exposure: A public health
problem of global dimensions. Bull World Health Organ 2000, 78:1068-1077.

4. Fewtrell L], Priiss-Ustiin A, Landrigan P, Ayuso-Mateos JL: Estimating the global burden of
disease of mild mental retardation and cardiovascular diseases from environmental
lead exposure. Environ Res 2004, 94:120-133.

5. Bellinger DC: Teratogen update: Lead and pregnancy. Birth Defects Res A Clin Mol Teratol
2005, 73:409-420.

6. Skerfving S, Bergdahl I: Lead. In Handbook on the Toxicology of Metals, 3rd Edition. Edited by
Nordberg GF, Fowler BA, Nordberg M, Friberg LT. Academic Press; 2007:599-643.

7. ATSDR: Toxicological profile for lead. US Department of Health and Human Services. Public
Health Service. Agency for Toxic Substances and Disease Registry; 2007. Available at:
http://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tp13.pdf

8. Stupp D, Gass M, Leiteritz H, Pijls C, Thornton S, Smith J, Dunk M, Grosjean T, den Haan K:
Gasoline ether oxygenate occurrence in Europe, and a review of their fate and
transport characteristics in the environment. CONCAWE; Brussels; 2012. Available at:
https://www.concawe.eu/

9. Wu WT, Tsai PJ, Yang YH, Yang CY, Cheng KF, Wu TN: Health impacts associated with the
implementation of a national petrol-lead phase-out program (PLPOP): Evidence from
Taiwan between 1981 and 2007. Sci Total Environ 2011, 409:863-867.

10. Oost C, Sundmacher K, Hoffmann U: Synthesis of tertiary amyl methyl ether (TAME):
Equilibrium of the multiple reactions. Chem Eng Technol 1995, 18:110-117.

11. Pock M: Gasoline and diesel demand in Europe: New insights. Institute for Advanced
Studies; Vienna; 2007. Available at: http://www.ihs.ac.at/publications/eco/es-202.pdf

12. Squillace PJ, Zogorski JS, Wilber WG, Price CV: Preliminary assessment of the occurrence
and possible sources of MTBE in groundwater in the United States, 1993-1994. Environ
Sci Technol 1996, 30:1721-1730.

13. Squillace PJ, Moran MJ, Lapham WW, Price CV, Clawges RM, Zogorski JS: Volatile organic
compounds in untreated ambient groundwater of the United States, 1985-1995. Environ
Sci Technol 1999, 33:4176-4187.

101


http://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tp13.pdf
https://www.concawe.eu/
http://www.ihs.ac.at/publications/eco/es-202.pdf

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Snelling J, Curtis CW, Park Y: Synthesis of higher carbon ethers from olefins and alcohols:
I. Reactions with methanol. Fuel Process Technol 2003, 83:219-234.

Snelling J, Barnett MO, Zhao DY, Arey JS: Methyl tertiary hexyl ether and methyl tertiary
octyl ether as gasoline oxygenates: Assessing risks from atmospheric dispersion and
deposition. J Air Waste Manag Assoc 2006, 56:1484-1492.

Snelling J, Barnett MO, Zha D, Arey JS: Methyl-tert-hexyl ether and methyl-tert-octyl ether
as gasoline oxygenates: Anticipating widespread risks to community water supply
wells. Environ Toxicol Chem 2007, 26:2253-2259.

Achten C, Piittmann W, Klasmeier J: Compartment modeling of MTBE in the generic
environment and estimations of the aquatic MTBE input in Germany using the EQC
model. J Environ Monitor 2002, 4:747-753.

Rosell M, Lacorte S, Barcel6 D: Occurrence and fate of MTBE in the aquatic environment
over the last decade. In The Handbook of Environmental Chemistry, Vol. 5, Part R, Fuel
Oxygenates. Edited by Barceld D. Springer; 2007:31-55.

Squillace PJ, Pankow JF, Korte NE, Zogorski JS: Review of the environmental behavior and
fate of methyl tert-butyl ether. Environ Toxicol Chem 1997, 16:1836-1844.

Achten C, Kolb A, Pittmann W: Methyl tert-butyl ether (MTBE) in urban and rural
precipitation in Germany. Atmos Environ 2001, 35:6337-6345.

Kolb A, Pittmann W: Methyl tert-butyl ether (MTBE) in snow samples in Germany. Atmos
Environ 2006, 40:76-86.

Achten C, Kolb A, Piittmann W, Seel P, Gihr R: Methyl tert-butyl ether (MTBE) in river
and wastewater in Germany. 1. Environ Sci Technol 2002, 36:3652-3661.

Wilson JT: Fate and transport of MTBE and other gasoline components. In MTBE
Remediation Handbook. Edited by Moyer EE, Kostecki PT. Amherst Scientific Publishers;
2003:19-61.

Fayolle F, Vandecasteele JP, Monot F: Microbial degradation and fate in the environment
of methyl tert-butyl ether and related fuel oxygenates. Appl Microbiol Biotechnol 2001,
56:339-349.

ITRC: Overview of groundwater remediation technologies for MTBE and TBA. Interstate
Technology & Regulatory Council; MTBE and Other Fuel Oxygenates Team; Washington,
D.C.; 2005. Available at: http://www.itrcweb.org/Guidance/GetDocument?documentiD=56

Drogos DL, Diaz AF: Physical properties of fuel oxygenates and additives. In Oxygenates in
Gasoline: Environmental Aspects. Edited by Diaz AF, Drogos DL. American Chemical
Society; 2002:258-279.

102


http://www.itrcweb.org/Guidance/GetDocument?documentID=56

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Stupp HD: Spreading of MTBE and chlorinated hydrocarbons in groundwater:
Comparison of groundwater transport and plume dimensions. In The Handbook of
Environmental Chemistry, Vol. 5, Part R, Fuel Oxygenates. Edited by Barcelé D. Springer;
2007:121-138.

Morgenstern P, Versteegh AFM, de Korte GAL, Hoogerbrugge R, Mooibroek D, Bannink A,
Hogendoorn EA: Survey of the occurrence of residues of methyl tertiary butyl ether
(MTBE) in Dutch drinking water sources and drinking water. J Environ Monit 2003,
5:885-890.

Kolb A: Analysis of possible sources and pathways of methyl tertiary-butyl ether (MTBE)
in the aquatic environment. PhD thesis. Goethe-Universitit; Frankfurt am Main; 2004.

Schmidt TC, Morgenroth E, Schirmer M, Effenberger M, Haderlein SB: Use and occurrence
of fuel oxygenates in Europe. In Oxygenates in Gasoline: Environmental Aspects. Edited
by Diaz AF, Drogos DL. American Chemical Society; 2002:58-79.

Kolb A, Piittmann W: Methyl tert-butyl ether (MTBE) in finished drinking water in
Germany. Environ Pollut 2006, 140:294-303.

Achten C, Kolb A, Pittmann W: Occurrence of methyl tert-butyl ether (MTBE) in
riverbank filtered water and drinking water produced by riverbank filtration. 2.
Environ Sci Technol 2002, 36:3662-3670.

Arambarri I, Lasa M, Garcia R, Millan E: Determination of fuel dialkyl ethers and BTEX in
water using headspace solid-phase microextraction and gas chromatography-flame
ionization detection. J Chromatogr A 2004, 1033:193-203.

Borden RC, Black DC, McBlief KV: MTBE and aromatic hydrocarbons in North Carolina
stormwater runoff. Environ Pollut 2002, 118:141-152.

Hellén H, Hakola H, Laurila T, Hiltunen V, Koskentalo T: Aromatic hydrocarbon and
methyl tert-butyl ether measurements in ambient air of Helsinki (Finland) using
diffusive samplers. Sci Total Environ 2002, 298:55-64.

Vainiotalo S, Peltonen Y, Pfiaffli P: MTBE concentrations in ambient air in the vicinity of
service stations. Atmos Environ 1998, 32:3503-3509.

Vainiotalo S, Kuusiméki L, Pekari K: Exposure to MTBE, TAME and aromatic
hydrocarbons during gasoline pump maintenance, repair and inspection. J Occup
Health 2006, 48:347-357.

Werner I, Koger CS, Deanovic LA, Hinton DE: Toxicity of methyl-tert-butyl ether to
freshwater organisms. Environ Pollut 2001, 111:83-88.

Naddafi K, Nabizadeh R, Baiggi A: Bioassay of methyl tertiary-butyl ether (MTBE) toxicity
on rainbow trout fish. J Hazard Mater 2008, 154:403-406.

103



40.

41,

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

An YJ, Kampbell DH, McGill ME: Toxicity of methyl tert-butyl ether to plants (Avena
sativa, Zea mays, Triticum aestivum, and Lactuca sativa). Environ Toxicol Chem 2002,
21:1679-1682.

McGregor DB, Cruzan G, Callander RD, May K, Banton M: The mutagenicity testing of
tertiary-butyl alcohol, tertiary-butyl acetate™ and methyl tertiary-butyl ether in
Salmonella typhimurium. Mutat Res 2005, 565:181-1809.

Brown SL: Atmospheric and potable water exposures to methyl tert-butyl ether (MTBE).
Regul Toxicol Pharm 1997, 25:256-276.

Phillips S, Palmer RB, Brody A: Epidemiology, toxicokinetics, and health effects of methyl
tert-butyl ether (MTBE). J Med Toxicol 2008, 4:115-126.

Hong JY, Yang CS, Lee M, Wang YY, Huang WQ, Tan YZ, Patten CJ, Bondoc FY: Role of
cytochromes P450 in the metabolism of methyl tert-butyl ether in human livers. Arch
Toxicol 1997, 71:266-269.

Amberg A, Rosner E, Dekant W: Biotransformation and kinetics of excretion of methyl-
tert-butyl ether in rats and humans. Toxicol Sci 1999, 51:1-8.

Nihlén A, Sumner SC, L&f A, Johanson G: *Cy-labeled methyl tert-butyl ether:
Toxicokinetics and characterization of urinary metabolites in humans. Chem Res
Toxicol 1999, 12:822-830.

White GF, Russell NJ, Tidswell EC: Bacterial scission of ether bonds. Microbiol Rev 1996,
60:216-232.

Schmidt TC, Schirmer M, Weif3 H, Haderlein SB: Microbial degradation of methyl tert-butyl
ether and tert-butyl alcohol in the subsurface. J Contam Hydrol 2004, 70:173-203.

Héggblom MM, Youngster LKG, Somsamak P, Richnow HH: Anaerobic biodegradation of
methyl tert-butyl ether (MTBE) and related fuel oxygenates. Adv Appl Microbiol 2007,
62:1-20.

Waul C, Arvin E, Schmidt JE: Long term studies on the anaerobic biodegradability of
MTBE and other gasoline ethers. J Hazard Mater 2009, 163:427-432.

Sun W, Sun X, Cupples AM: Anaerobic methyl tert-butyl ether-degrading microorganisms
identified in wastewater treatment plant samples by stable isotope probing. Appl
Environ Microbiol 2012, 78:2973-2980.

Mackay D, de Sieyes N, Einarson M, Feris K, Pappas A, Wood I, Jacobsen L, Justice L, Noske
M, Wilson J, Adair C, Scow K: Impact of ethanol on the natural attenuation of MTBE in
a normally sulfate-reducing aquifer. Environ Sci Technol 2007, 41:2015-2021.

Youngster LKG, Somsamak P, Higgblom MM: Effects of co-substrates and inhibitors on
the anaerobic O-demethylation of methyl tert-butyl ether (MTBE). Appl Microbiol
Biotechnol 2008, 80:1113-1120.

104



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Bradley PM, Chapelle FH, Landmeyer JE: Methyl t-butyl ether mineralization in surface-
water sediment microcosms under denitrifying conditions. Appl Environ Microbiol 2001,
67:1975-1978.

Bradley PM, Chapelle FH, Landmeyer JE: Effect of redox conditions on MTBE
biodegradation in surface water sediments. Environ Sci Technol 2001, 35:4643-4647.

Somsamak P, Cowan RM, Héggblom MM: Anaerobic biotransformation of fuel oxygenates
under sulfate-reducing conditions. FEMS Microbiol Ecol 2001, 37:259-264.

Landmeyer JE, Chapelle FH, Bradley PM, Pankow JF, Church CD, Tratnyek PG: Fate of
MTBE relative to benzene in a gasoline-contaminated aquifer (1993-98). Ground Water
Monit R 1998, 18:93-102.

Finneran KT, Lovley DR: Anaerobic in situ bioremediation. In MTBE Remediation
Handbook. Edited by Moyer EE, Kostecki PT. Amherst Scientific Publishers; 2003:265-277.

Mormile MR, Liu S, Suflita JM: Anaerobic biodegradation of gasoline oxygenates:
Extrapolation of information to multiple sites and redox conditions. Environ Sci Technol
1994, 28:1727-1732.

Kolhatkar R, Kuder T, Philp P, Allen J, Wilson JT: Use of compound-specific stable carbon
isotope analyses to demonstrate anaerobic biodegradation of MTBE in groundwater at
a gasoline release site. Environ Sci Technol 2002, 36:5139-5146.

Somsamak P, Richnow HH, Higgblom MM: Carbon isotopic fractionation during
anaerobic biotransformation of methyl tert-butyl ether and tert-amyl methyl ether.
Environ Sci Technol 2005, 39:103-109.

Wilson JT, Adair C, Kaiser PM, Kolhatkar R: Anaerobic biodegradation of MTBE at a
gasoline spill site. Ground Water Monit R 2005, 25:103-115.

Bradley PM, Landmeyer JE, Chapelle FH: Aerobic mineralization of MTBE and tert-butyl
alcohol by stream-bed sediment microorganisms. Environ Sci Technol 1999, 33:1877-
1879.

Bradley PM, Landmeyer JE, Chapelle FH: TBA biodegradation in surface-water sediments
under aerobic and anaerobic conditions. Environ Sci Technol 2002, 36:4087-4090.

Shah NW, Thornton SF, Bottrell SH, Spence MJ: Biodegradation potential of MTBE in a
fractured chalk aquifer under aerobic conditions in long-term uncontaminated and
contaminated aquifer microcosms. J Contam Hydrol 2009, 103:119-133.

Thornton SF, Bottrell SH, Spence KH, Pickup R, Spence MJ, Shah N, Mallinson HEH,
Richnow HH: Assessment of MTBE biodegradation in contaminated groundwater using
BC and ¥C analysis: Field and laboratory microcosm studies. Appl Geochem 2011,
26:828-837.

Yeh CK, Novak JT: Anaerobic biodegradation of gasoline oxygenates in soils. Water
Environ Res 1994, 66:744-752.

105



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Landmeyer JE, Bradley PM, Trego DA, Hale KG, Haas Il JE: MTBE, TBA, and TAME
attenuation in diverse hyporheic zones. Ground Water 2010, 48:30-41.

Kuder T, Wilson JT, Kaiser P, Kolhatkar R, Philp P, Allen J: Enrichment of stable carbon
and hydrogen isotopes during anaerobic biodegradation of MTBE: Microcosm and
field evidence. Environ Sci Technol 2005, 39:213-220.

Somsamak P, Richnow HH, Haggblom MM: Carbon isotope fractionation during anaerobic
degradation of methyl tert-butyl ether under sulfate-reducing and methanogenic
conditions. Appl Environ Microbiol 2006, 72:1157-1163.

Youngster LK, Kerkhof LJ, Higgblom MM: Community characterization of anaerobic
methyl tert-butyl ether (MTBE)-degrading enrichment cultures. FEMS Microbiol Ecol
2010, 72:279-288.

Wei N, Finneran KT: Microbial community composition during anaerobic mineralization
of tert-butyl alcohol (TBA) in fuel-contaminated aquifer material. Environ Sci Technol
2011, 45:3012-3018.

Doi Y, Takaya N, Takizawa N: Novel denitrifying bacterium Ochrobatrum anthropi YD50.2
tolerates high levels of reactive nitrogen oxides. Appl Environ Microbiol 2009, 75:5186-
5194,

Lin CW, Cheng YW, Tsai SL: Influences of metals on kinetics of methyl tert-butyl ether
biodegradation by Ochrobactrum cytisi. Chemosphere 2007, 69:1485-1491.

Baehr AL, Charles EG, Baker RJ: Methyl tert-butyl ether degradation in the unsaturated
zone and the relation between MTBE in the atmosphere and shallow groundwater.
Water Resour Res 2001, 37:223-233.

Schirmer M, Barker JF: A study of long-term MTBE attenuation in the Borden Aquifer,
Ontario, Canada. Ground Water Monit R 1998, 18:113-122.

Schirmer M, Butler BJ, Barker JF, Church CD, Schirmer K: Evaluation of biodegradation
and dispersion as natural attenuation processes of MTBE and benzene at the Borden
field site. Phys Chem Earth Pt B 1999, 24:557-560.

Salanitro JP, Diaz LA, Williams MP, Wisniewski HL: Isolation of a bacterial culture that
degrades methyl t-butyl ether. Appl Environ Microbiol 1994, 60:2593-2596.

Kane SR, Beller HR, Legler TC, Koester CJ, Pinkart HC, Halden RU, Happel AM: Aerobic
biodegradation of methyl tert-butyl ether by aquifer bacteria from leaking
underground storage tank sites. Appl Environ Microbiol 2001, 67:5824-5829.

Wilson RD, Mackay DM, Scow KM: In situ MTBE biodegradation supported by diffusive
oxygen release. Environ Sci Technol 2002, 36:190-199.

Schirmer M, Butler BJ, Church CD, Barker JF, Nadarajah N: Laboratory evidence of MTBE
biodegradation in Borden aquifer material. J Contam Hydrol 2003, 60:229-249.

106



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Reinauer KM, Zhang Y, Yang X, Finneran KT: Aerobic biodegradation of tert-butyl alcohol
(TBA) by psychro- and thermo-tolerant cultures derived from granular activated
carbon (GAC). Biodegradation 2008, 19:259-268.

Bradley PM, Landmeyer JE, Chapelle FH: Widespread potential for microbial MTBE
degradation in surface-water sediments. Environ Sci Technol 2001, 35:658-662.

Salanitro JP, Johnson PC, Spinnler GE, Maner PM, Wisniewski HL, Bruce C: Field-scale
demonstration of enhanced MTBE bioremediation through aquifer bioaugmentation
and oxygenation. Environ Sci Technol 2000, 34:4152-4162

Fortin NY, Morales M, Nakagawa Y, Focht DD, Deshusses MA: Methyl tert-butyl ether
(MTBE) degradation by a microbial consortium. Environ Microbiol 2001, 3:407-416.

Kharoune M, Kharoune L, Lebault JM, Pauss A: Aerobic degradation of ethyl-tert-butyl
ether by a microbial consortium: Selection and evaluation of biodegradation ability.
Environ Toxicol Chem 2002, 21:2052-2058.

Lin CW, Tsai SL, Hou SN: Effects of environmental settings on MTBE removal for a
mixed culture and its monoculture isolation. Appl Microbiol Biotechnol 2007, 74:194-
201.

Hunkeler D, Butler BJ, Aravena R, Barker JF: Monitoring biodegradation of methyl tert-
butyl ether (MTBE) using compound-specific carbon isotope analysis. Environ Sci
Technol 2001, 35:676-681.

Salanitro JP: Understanding the limitations of microbial metabolism of ethers used as fuel
octane enhancers. Curr Opin Biotech 1995, 6:337-340.

Deeb RA, Hu HY, Hanson JR, Scow KM, Alvarez-Cohen L: Substrate interactions in BTEX
and MTBE mixtures by an MTBE-degrading isolate. Environ Sci Technol 2001, 35:312-
317.

Sedran MA, Pruden A, Wilson GJ, Suidan MT, Venosa AD: Effect of BTEX on degradation
of MTBE and TBA by mixed bacterial consortium. J Environ Eng 2002, 128:830-835.

Pruden A, Suidan M: Effect of benzene, toluene, ethylbenzene, and p-xylene (BTEX)
mixture on biodegradation of methyl tert-butyl ether (MTBE) and tert-butyl alcohol
(TBA) by pure culture UC1. Biodegradation 2004, 15:213-227.

Debor L, Bastiaens L: Bioremediation of groundwater contaminated with MTBE/TBA. In
The Handbook of Environmental Chemistry, Vol. 5, Part R, Fuel Oxygenates. Edited by
Barcelo D. Springer; 2007:159-190.

Steffan RJ, McClay K, Vainberg S, Condee CW, Zhang D: Biodegradation of the gasoline
oxygenates methyl tert-butyl ether, ethyl tert-butyl ether, and tert-amyl methyl ether by
propane-oxidizing bacteria. Appl Environ Microbiol 1997, 63:4216-4222.

107



95. Hardison LK, Curry SS, Ciuffetti LM, Hyman MR: Metabolism of diethyl ether and
cometabolism of methyl tert-butyl ether by a filamentous fungus, a Graphium sp. Appl
Environ Microbiol 1997, 63:3059-3067.

96. Skinner KM, Martinez-Prado A, Hyman MR, Williamson KJ, Ciuffetti LM: Pathway,
inhibition and regulation of methyl tertiary butyl ether oxidation in a filamentous
fungus, Graphium sp. Appl Microbiol Biotechnol 2008, 77:1359-1365.

97. Hernandez-Perez G, Fayolle F, Vandecasteele JP: Biodegradation of ethyl t-butyl ether
(ETBE), methyl t-butyl ether (MTBE) and t-amyl methyl ether (TAME) by Gordonia
terrae. Appl Microbiol Biotechnol 2001, 55:117-121.

98. Liu CY, Speitel Jr GE, Georgiou G: Kinetics of methyl t-butyl ether cometabolism at low
concentrations by pure cultures of butane-degrading bacteria. Appl Environ Microbiol
2001, 67:2197-2201.

99. Smith CA, O'Reilly KT, Hyman MR: Characterization of the initial reactions during the
cometabolic oxidation of methyl tert-butyl ether by propane-grown Mycobacterium
vaccae JOBS5. Appl Environ Microbiol 2003, 69:796-804.

100. Johnson EL, Smith CA, O'Reilly KT, Hyman MR: Induction of methyl tertiary butyl ether
(MTBE)-oxidizing activity in Mycobacterium vaccae JOB5 by MTBE. Appl Environ
Microbiol 2004, 70:1023-1030.

101. Smith CA, O'Reilly KT, Hyman MR: Cometabolism of methyl tertiary butyl ether and
gaseous n-alkanes by Pseudomonas mendocina KR-1 grown on Cs to Cg n-alkanes. Appl
Environ Microbiol 2003, 69:7385-7394.

102. Smith CA, Hyman MR: Oxidation of methyl tert-butyl ether by alkane hydroxylase in
dicyclopropylketone-induced and n-octane-grown Pseudomonas putida GPol. Appl
Environ Microbiol 2004, 70:4544-4550.

103. Vainberg S, McClay K, Masuda H, Root D, Condee C, Zylstra GJ, Steffan RJ:
Biodegradation of ether pollutants by Pseudonocardia sp. ENV478. Appl Environ
Microbiol 2006, 72:5218-5224.

104. Thiemer B, Andreesen JR, Schrider T: Cloning and characterization of a gene cluster
involved in tetrahydrofuran degradation in Pseudonocardia sp. strain K1. Arch
Microbiol 2003, 179:266-277.

105. McKelvie JR, Hyman MR, Elsner M, Smith C, Aslett DM, Lacrampe-Couloume G, Lollar
BS: Isotopic fractionation of methyl tert-butyl ether suggests different initial reaction
mechanisms during aerobic biodegradation. Environ Sci Technol 2009, 43:2793-2799.

106. Morales M, Nava V, Velasquez E, Razo-Flores E, Revah S: Mineralization of methyl tert-
butyl ether and other gasoline oxygenates by Pseudomonads using short n-alkanes as
growth source. Biodegradation 2009, 20:271-280.

108



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Mo K, Lora CO, Wanken AE, Javanmardian M, Yang X, Kulpa CF: Biodegradation of
methyl t-butyl ether by pure bacterial cultures. Appl Microbiol Biotechnol 1997, 47:69-
72.

Chauvaux S, Chevalier F, Le Dantec C, Fayolle F, Miras I, Kunst F, Beguin P: Cloning of a
genetically unstable cytochrome P-450 gene cluster involved in degradation of the
pollutant ethyl tert-butyl ether by Rhodococcus ruber. J Bacteriol 2001, 183:6551-6557.

Beguin P, Chauvaux S, Miras I, Francois A, Fayolle F, Monot F: Genes involved in the
degradation of ether fuels by bacteria of the Mycobacterium/Rhodococcus group. QOil
Gas Sci Technol - Rev IFP 2003, 58:489-495.

Lopes Ferreira N, Malandain C, Fayolle-Guichard F: Enzymes and genes involved in the
aerobic biodegradation of methyl tert-butyl ether (MTBE). Appl Microbiol Biotechnol
2006, 72:252-262.

Hatzinger PB, McClay K, Vainberg S, Tugusheva M, Condee CW, Steffan RJ:
Biodegradation of methyl tert-butyl ether by a pure bacterial culture. Appl Environ
Microbiol 2001, 67:5601-5607.

Francois A, Mathis H, Godefroy D, Piveteau P, Fayolle F, Monot F: Biodegradation of
methyl tert-butyl ether and other fuel oxygenates by a new strain, Mycobacterium
austroafricanum IFP 2012. Appl Environ Microbiol 2002, 68:2754-2762.

Fayolle F, Frangois A, Garnier L, Godefroy D, Mathis H, Piveteau P, Monot F: Limitations
in MTBE biodegradation. Oil Gas Sci Technol - Rev IFP 2003, 58:497-504.

Frangois A, Garnier L, Mathis H, Fayolle F, Monot F: Roles of tert-butyl formate, tert-butyl
alcohol and acetone in the regulation of methyl tert-butyl ether degradation by
Mycobacterium austroafricanum IFP 2012. Appl Microbiol Biotechnol 2003, 62:256-262.

Lopes Ferreira N, Maciel H, Mathis H, Monot F, Fayolle-Guichard F, Greer CW: lIsolation
and characterization of a new Mycobacterium austroafricanum strain, IFP 2015,
growing on MTBE. Appl Microbiol Biotechnol 2006, 70:358-365.

Lopes Ferreira N, Mathis H, Labbé D, Monot F, Greer CW, Fayolle-Guichard F: n-Alkane
assimilation and tert-butyl alcohol (TBA) oxidation capacity in Mycobacterium
austroafricanum strains. Appl Microbiol Biotechnol 2007, 75:909-9109.

Lopes Ferreira N, Labbé D, Monot F, Fayolle-Guichard F, Greer CW: Genes involved in the
methyl tert-butyl ether (MTBE) metabolic pathway of Mycobacterium austroafricanum
IFP 2012. Microbiology 2006, 152:1361-1374.

Rohwerder T, Breuer U, Benndorf D, Lechner U, Miiller RH: The alkyl tert-butyl ether
intermediate 2-hydroxyisobutyrate is degraded via a novel cobalamin-dependent
mutase pathway. Appl Environ Microbiol 2006, 72:4128-4135.

109



119. Piveteau P, Fayolle F, Vandecasteele JP, Monot F: Biodegradation of tert-butyl alcohol and
related xenobiotics by a methylotrophic bacterial isolate. Appl Microbiol Biotechnol
2001, 55:369-373.

120. Lechner U, Brodkorb D, Geyer R, Hause G, Hértig C, Auling G, Fayolle-Guichard F, Piveteau
P, Miiller RH, Rohwerder T: Aquincola tertiaricarbonis gen. nov., sp. nov., a tertiary butyl
moiety-degrading bacterium. Int J Syst Evol Microbiol 2007, 57:1295-1303.

121. Miller RH, Rohwerder T, Harms H: Degradation of fuel oxygenates and their main
intermediates by Aquincola tertiaricarbonis L108. Microbiology 2008, 154:1414-1421.

122. Schuster J, Purswani J, Breuer U, Pozo C, Harms H, Miiller RH, Rohwerder T: Constitutive
expression of the cytochrome P450 EthABCD monooxygenase system enables
degradation of synthetic dialkyl ethers in Aquincola tertiaricarbonis L108. Appl Environ
Microbiol 2013, 79:2321-2327.

123. Schéifer F, Breuer U, Benndorf D, von Bergen M, Harms H, Miller RH: Growth of
Aquincola tertiaricarbonis L108 on tert-butyl alcohol leads to the induction of a
phthalate dioxygenase-related protein and its associated oxidoreductase subunit. Eng
Life Sci 2007, 7:512-519.

124. Yaneva N, Schuster J, Schifer F, Lede V, Przybylski D, Paproth T, Harms H, Miiller RH,
Rohwerder T: Bacterial acyl-CoA mutase specifically catalyzes coenzyme Bi,-dependent
isomerization of 2-hydroxyisobutyryl-CoA and (S)-3-hydroxybutyryl-CoA. J Biol Chem
2012, 287:15502-15511.

125. Schifer F, Muzica L, Schuster J, Treuter N, Rosell M, Harms H, Miiller RH, Rohwerder T:
Formation of alkenes via degradation of tert-alkyl ethers and alcohols by Aquincola
tertiaricarbonis L108 and Methylibium spp. Appl Environ Microbiol 2011, 77:5981-5987.

126. Schuster J, Schéfer F, Hiibler N, Brandt A, Rosell M, Hartig C, Harms H, Miiller RH,
Rohwerder T: Bacterial degradation of tert-amyl alcohol proceeds via hemiterpene 2-
methyl-3-buten-2-ol by employing the tertiary alcohol desaturase function of the Rieske
nonheme mononuclear iron oxygenase MdpJ. J Bacteriol 2012, 194:972-981.

127. Hanson JR, Ackerman CE, Scow KM: Biodegradation of methyl tert-butyl ether by a
bacterial pure culture. Appl Environ Microbiol 1999, 65:4788-4792.

128. Hristova KR, Lutenegger CM, Scow KM: Detection and quantification of methyl tert-butyl
ether-degrading strain PML1 by real-time TagMan PCR. Appl Environ Microbiol 2001,
67:5154-5160.

129. Hristova K, Gebreyesus B, Mackay D, Scow KM: Naturally occurring bacteria similar to
the methyl tert-butyl ether (MTBE)-degrading strain PM1 are present in MTBE-
contaminated groundwater. Appl Environ Microbiol 2003, 69:2616-2623.

110



130. Smith AE, Hristova K, Wood I, Mackay DM, Lory E, Lorenzana D, Scow KM: Comparison

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

of biostimulation versus bioaugmentation with bacterial strain PM1 for treatment of
groundwater contaminated with methyl tertiary butyl ether (MTBE). Environ Health
Perspect 2005, 113:317-322.

Nakatsu CH, Hristova K, Hanada S, Meng XY, Hanson JR, Scow KM, Kamagata Y:
Methylibium petroleiphilum gen. nov., sp. nov., a novel methyl tert-butyl ether-
degrading methylotroph of the Betaproteobacteria. Int J Syst Evol Microbiol 2006,
56:983-989.

Schmidt R, Battaglia V, Scow K, Kane S, Hristova KR: Involvement of a novel enzyme,
MdpA, in methyl tert-butyl ether degradation in Methylibium petroleiphilum PM1. Appl
Environ Microbiol 2008, 74:6631-6638.

van Beilen JB, Smits TH, Roos FF, Brunner T, Balada SB, Réthlisberger M, Witholt B:
Identification of an amino acid position that determines the substrate range of integral
membrane alkane hydroxylases. J Bacteriol 2005, 187:85-91.

Hristova KR, Schmidt R, Chakicherla AY, Legler TC, Wu J, Chain PS, Scow KM, Kane SR:
Comparative transcriptome analysis of Methylibium petroleiphilum PM1 exposed to the
fuel oxygenates methyl tert-butyl ether and ethanol. Appl Environ Microbiol 2007,
73:7347-7357.

Smits THM, Balada SB, Witholt B, van Beilen JB: Functional analysis of alkane
hydroxylases from gram-negative and gram-positive bacteria. J Bacteriol 2002,
184:1733-1742.

Kane SR, Chakicherla AY, Chain PS, Schmidt R, Shin MW, Legler TC, Scow KM, Larimer
FW, Lucas SM, Richardson PM, Hristova KR: Whole-genome analysis of the methyl tert-
butyl ether-degrading beta-proteobacterium Methylibium petroleiphilum PM1. J
Bacteriol 2007, 189:1931-1945.

Kharoune M, Kharoune L, Lebeault JM, Pauss A: Isolation and characterization of two
aerobic bacterial strains that completely degrade ethyl tert-butyl ether (ETBE). Appl
Microbiol Biotechnol 2001, 55:348-353.

Goodfellow M, Jones AL, Maldonado LA, Salanitro J: Rhodococcus aetherivorans sp. nov.,
a new species that contains methyl t-butyl ether-degrading actinomycetes. Syst Appl
Microbiol 2004, 27:61-65.

Zaitsev GM, Uotila JS, Hiaggblom MM: Biodegradation of methyl tert-butyl ether by cold-
adapted mixed and pure bacterial cultures. Appl Microbiol Biotechnol 2007, 74:1092-
1102.

Zhang RL, Huang GQ, Lian JY, Li XG: Degradation of MTBE and TBA by a new isolate
from MTBE-contaminated soil. J Environ Sci (China) 2007, 19:1120-1124.

111



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Purswani J, Pozo C, Rodriguez-Diaz M, Gonzalez-Lopez J: Selection and identification of
bacterial strains with methyl-tert-butyl ether, ethyl-tert-butyl ether, and tert-amyl
methyl ether degrading capacities. Environ Toxicol Chem 2008, 27:2296-2303.

Auffret M, Labbé D, Thouand G, Greer CW, Fayolle-Guichard F: Degradation of a mixture
of hydrocarbons, gasoline, and diesel oil additives by Rhodococcus aetherivorans and
Rhodococcus wratislaviensis. Appl Environ Microbiol 2009, 75:7774-7782.

Chen SC, Chen CS, Zhan KV, Yang KH, Chien CC, Shieh BS, Chen WM: Biodegradation of
methyl tert-butyl ether (MTBE) by Enterobacter sp. NKNUO02. J Hazard Mater 2011,
186:1744-1750.

Barbera MJ, Mateo E, Monkaityte R, Constanti M: Biodegradation of methyl tert-butyl
ether by newly identified soil microorganisms in a simple mineral solution. World J
Microbiol Biotechnol 2011, 27:813-821.

Aslett D, Haas J, Hyman M: Identification of tertiary butyl alcohol (TBA)-utilizing
organisms in BioGAC reactors using “*C-DNA stable isotope probing. Biodegradation
2011, 22:961-972.

Stackebrandt E, Verbarg S, Friihling A, Busse HJ, Tindall BJ: Dissection of the genus
Methylibium: reclassification of Methylibium fulvum as Rhizobacter fulvus comb. nov.,
Methylibium aquaticum as Piscinibacter aquaticus gen. nov., comb. nov. and
Methylibium subsaxonicum as Rivibacter subsaxonicus gen. nov., comb. nov. and
emended descriptions of the genera Rhizobacter and Methylibium. Int J Syst Evol
Microbiol 2009, 59:2552-2560.

Sun Y, Wolcott RD, Dowd SE: Tag-encoded FLX amplicon pyrosequencing for the
elucidation of microbial and functional gene diversity in any environment. In High-
Throughput Next Generation Sequencing: Methods and Applications. Edited by Kwon YM,
Ricke SC. Humana Press; 2011:129-141.

Giovannoni SJ: The polymerase chain reaction. In Nucleic Acid Techniques in Bacterial
Systematics. Edited by Stackebrandt E, Goodfellow M. John Wiley & Sons, Inc.; 1991:177-
203.

Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, Peplies J, Glockner FO: The
SILVA ribosomal RNA gene database project: improved data processing and web-
based tools. Nucleic Acids Res 2013, 41:D590-D596.

Le Digabel Y, Demanéeche S, Benoit Y, Vogel TM, Fayolle-Guichard F: Ethyl tert-butyl
ether (ETBE) biodegradation by a syntrophic association of Rhodococcus sp. IFP 2042
and Bradyrhizobium sp. IFP 2049 isolated from a polluted aquifer. Appl Microbiol
Biotechnol 2013, 97:10531-10539.

112



151. Babé A, Labbé D, Monot F, Greer CW, Fayolle-Guichard F: Biodegradability of oxygenates
by microflora from MTBE-contaminated sites: New molecular tools. In The Handbook
of Environmental Chemistry, Vol. 5, Part R, Fuel Oxygenates. Edited by Barcel6 D.
Springer; 2007:75-98.

152. Jechalke S, Rosell M, Martinez-Lavanchy PM, Pérez-Leiva P, Rohwerder T, Vogt C,
Richnow HH: Linking low-level stable isotope fractionation to expression of the
cytochrome P450 monooxygenase-encoding ethB gene for elucidation of methyl tert-
butyl ether biodegradation in aerated treatment pond systems. Appl Environ Microbiol
2011, 77:1086-1096.

153. Zhang Y, Yakrus MA, Graviss EA, Williams-Bouyer N, Turenne C, Kabani A, Wallace Jr RJ:
Pulsed-field gel electrophoresis study of Mycobacterium abscessus isolates previously
affected by DNA degradation. J Clin Microbiol 2004, 42:5582-5587.

154. Barton BM, Harding GP, Zuccarelli AJ: A general method for detecting and sizing large
plasmids. Anal Biochem 1995, 226:235-240.

155. Heringa SD, Monroe JD, Herrick JB: A simple, rapid method for extracting large plasmid
DNA from bacteria. Nature Precedings 2007, doi:10.1038/npre.2007.1249.1.

156. Darling AE, Mau B, Perna NT: progressiveMauve: Multiple genome alignment with gene
gain, loss and rearrangement. PLoS One 2010, 5:11147.

157. Kurtz S, Phillippy A, Delcher AL, Smoot M, Shumway M, Antonescu C, Salzberg SL.:
Versatile and open software for comparing large genomes. Genome Biol 2004, 5:R12.

158. Seemann T: Prokka: Rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics 2014, 30:2068-
2069.

159. Bankevich A, Nurk S, Antipov D, Gurevich AA, Dvorkin M, Kulikov AS, Lesin VM,
Nikolenko SI, Pham S, Prjibelski AD, Pyshkin AV, Sirotkin AV, Vyahhi N, Tesler G,
Alekseyev MA, Pevzner PA: SPAdes: A new genome assembly algorithm and its
applications to single-cell sequencing. J Comput Biol 2012, 19:455-477.

160. Choi KH, Kumar A, Schweizer HP: A 10-min method for preparation of highly
electrocompetent Pseudomonas aeruginosa cells: Application for DNA fragment
transfer between chromosomes and plasmid transformation. J Microbiol Methods 2006,
64:391-397.

161. Kovach ME, Elzer PH, Hill DS, Robertson GT, Farris MA, Roop 1l RM, Peterson KM: Four
new derivatives of the broad-host-range cloning vector pBBR1MCS, carrying different
antibiotic-resistance cassettes. Gene 1995, 166:175-176.

162. Christensen P: Genus IV. Lysobacter Christensen and Cook 1978, 372°-. In Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, 2nd Edition, Vol. 2, Part B. Edited by Garrity GM,
Brenner DJ, Krieg NR, Staley JT. Springer; 2005:95-101.

113



163

164

165.

166.

167.

168.

1609.

170.

171.

172.

173.

. Spain AM, Forsberg CW, Krumholz LR: Genus I. Fibrobacter Montgomery, Flesher and
Stahl 1988, 434"". In Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2nd Edition, Vol. 4.
Edited by Krieg NR, Staley JT, Brown DR, Hedlund BP, Paster BJ, Ward NL, Ludwig W,
Whitman WB. Springer; 2010:740-746.

. Goodfellow M, Kiampfer P, Chun J, Vos PD, Rainey FA, Whitman WB: Genus IlI.
Alkaliflexus Zhilina, Appel, Probian, Llobet Brossa, Harder, Widdel and Zavarzin
2005, 1395"". In Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2nd Edition, Vol. 4. Edited by
Krieg NR, Staley JT, Brown DR, Hedlund BP, Paster BJ, Ward NL, Ludwig W, Whitman
WB. Springer; 2010:53-54.

Song Y, Liu C, Finegold SM: Genus I. Bacteroides Castellani and Chalmers 1919, 959”-
emend. Shah and Collins 1989, 85. In Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2nd
Edition, Vol. 4. Edited by Krieg NR, Staley JT, Brown DR, Hedlund BP, Paster BJ, Ward
NL, Ludwig W, Whitman WB. Springer; 2010:27-41.

Feris KP, Hristova K, Gebreyesus B, Mackay D, Scow KM: A shallow BTEX and MTBE
contaminated aquifer supports a diverse microbial community. Microb Ecol 2004,
48:589-600.

Pruden A, Suidan MT, Venosa AD, Wilson GJ: Biodegradation of methyl tert-butyl ether
under various substrate conditions. Environ Sci Technol 2001, 35:4235-4241.

Bastida F, Rosell M, Franchini AG, Seifert J, Finsterbusch S, Jehmlich N, Jechalke S, von
Bergen M, Richnow HH: Elucidating MTBE degradation in a mixed consortium using a
multidisciplinary approach. FEMS Microbiol Ecol 2010, 73:370-384.

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S: MEGAG6: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 6.0. Mol Biol Evol 2013, 30:2725-2729.

Turick CE, Knox AS, Becnel JM, Ekechukwu AA, Milliken CE: Properties and function of
pyomelanin. In Biopolymers. Edited by Elnashar MM. Sciyo; 2010:449-472.

Eweis JB, Schroeder ED, Chang DPY, Scow KM: Biodegradation of MTBE in a pilot-scale
biofilter. In Natural Attenuation: Chlorinated and Recalcitrant Compounds. Edited by
Wickramanayake GB, Hinchee RE. Battelle Press; 1998:341-346.

Cheng ZW, Chen JM, Chen DZ, Zhang LL: Biodegradation of methyl tert-butyl ether in a
bioreactor using immobilized Methylibium petroleiphilum PM1 cells. Water Air Soil
Pollut 2011, 214:59-72.

Davis-Hoover WJ, Stavnes SA, Fleischman JJ, Hunt SC, Goetz J, Keper M, Roulier M,
Hristova K, Scow K, Knutson K, Mahaffee W, Slomczynski DJ: BTEX, MTBE
bioremediation: Bionets containing PM1, SOS or air. In Seventh International in situ and
on-site Bioremediation Symposium. Edited by Magar VS, Kelley ME. Battelle Press;
2003:E-25.

114



174. Wu S, Zhu Z, Fu L, Niu B, Li W: WebMGA: A customizable web server for fast
metagenomic sequence analysis. BMC Genomics 2011, 12:444.

175. Grant JR, Stothard P: The CGView Server: A comparative genomics tool for circular
genomes. Nucleic Acids Res 2008, 36:W181-W184.

176. Cosentino S, Larsen MV, Aarestrup FM, Lund O: PathogenFinder - Distinguishing friend
from foe using bacterial whole genome sequence data. PLoS One 2013, 8:e77302.

115



10. TUDOMANYOS KOZLEMENYEK

1.” Szab6 Z, Gyula P, Robotka H, Bato E, Galik B, Pach P, Pekker P, Papp I, Bihari Z: Draft
genome sequence of Methylibium sp. strain T29, a novel fuel oxygenate-degrading
bacterial isolate from Hungary. Stand Genomic Sci 2015, doi:10.1186/s40793-015-0023-z.
IF: 3,167

2. Bihari Z, Szvetnik A, Szabo Z, Blastyak A, Zombori Z, Balazs M, Kiss I: Functional analysis
of long-chain n-alkane degradation by Dietzia spp. FEMS Microbiol Lett 2011, 316:100-
107.

IF: 2,044

3. Szvetnik A, Bihari Z, Szabo Z, Kelemen O, Kiss I: Genetic manipulation tools for Dietzia
spp. J Appl Microbiol 2010, 109:1845-1852.

IF: 2,365

4. Bihari Z, Szabé Z, Szvetnik A, Balazs M, Bartos P, Tolmacsov P, Zombori Z, Kiss I:
Characterization of a novel long-chain n-alkane-degrading strain, Dietzia sp. E1. Z
Naturforsch C 2010, 65:693-700.

IF: 0,718

5. Bihari Z, Vidéki D, Mihalik E, Szvetnik A, Szabo6 Z, Balazs M, Kesser(i P, Kiss I: Degradation
of native feathers by a novel keratinase-producing, thermophilic isolate, Brevibacillus
thermoruber T1E. Z Naturforsch C 2010, 65:134-140.

IF: 0,718

“A dolgozat alapjaul szolgél6 kozlemény.

116



