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Előzmények  

Az elmúlt évszázadban az ipar rohamos fejlődésnek indult. A belső égésű motor 

feltalálása mérföldkövet jelentett a járműgyártásban, így a kőolajszármazékok üzemanyagként 

történő felhasználásában is. Ez meggyorsította az utazást, az áruszállítást és fellendítette a 

gazdaság fejlődését is. A kőolajszármazékokat üzemanyagként, fűtőanyagként, 

kenőanyagként vagy oldószerként használják az iparban és a hétköznapi életben egyaránt. 

A technológiák forradalmi fejlődése és a fogyasztás növekedése miatt az elmúlt 

évszázad során a kőolaj és származékai potenciális környezetszennyező anyaggá vált. 

Nemcsak az üzemanyagok égése során felszabaduló nagy mennyiségű szén-dioxid, hanem a 

kőolaj kitermelése és szállítása alatt bekövetkező balesetek számtalan esetben sodorják 

veszélybe a környezetet [1]. Az emberiség hamar rádöbbent, hogy a kőolaj származékok 

minden előnyük mellett óriási hátrányokkal is rendelkeznek. A súlyos egészségkárosító, 

mérgező komponensek nemcsak a természetet, hanem a szennyezés környezetében élő 

emberek egészségét is veszélyezteti. 

A szénhidrogének környezetben tartósan fennmaradó jellege miatt a nagy mennyiségű 

szennyezőanyag eltávolítása emberi beavatkozást igényel. Az elmúlt néhány évtizedben 

sokféle módszert dolgoztak ki a kőolaj szennyezett területek kármentesítésére. A fizikai és 

kémiai eljárásokkal szemben a szénhidrogének biológiai úton történő eltávolítása olcsóbb és 

nagy előnye, hogy környezetbarát. 

A kőolajszármazékok mikrobiális lebontása régóta ismert. A kőolajiparban egyes 

baktériumok éppen ezért okoznak problémát, hiszen jelenlétük rontja a kőolajipari termékek 

minőségét [2]. Más szempontból viszont ez a tulajdonságuk előnyös, hiszen a mikroba fajok 

széles tárháza áll rendelkezésünkre a szénhidrogénekkel szennyezett területek 

kármentesítésére. 

A szénhidrogének biológiai lebontása végbe mehet anaerob vagy aerob körülmények 

között is. Az aerob biodegradáció első lépése a molekula oxidálása. Ezt a folyamatot speciális 

enzimek, ún. oxigenázok katalizálják. Az oxigenázokat csoportosíthatjuk aszerint, hogy hány 

oxigén atomot építenek be a szubsztrát molekulába. Ez alapján megkülönböztetünk mono- és 

dioxigenázokat. Mindkét enzimtípus molekuláris oxigént használ a szubsztrát oxidálására. A 

kőolaj alapú üzemanyagok fő komponensei az alkánok oxidációját főként monooxigenázok 

katalizálják [3]. 

A Rhodococcus fajok többsége szerves szennyező anyagok széles skáláját képes 

felhasználni szén- és energiaforrásként. Emellett egyedülálló alkalmazkodóképességük, 
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ellenálló, hidrofób sejtfaluk és felületaktív anyagaik kiváló jelöltekké teszik őket 

bioremediációs célokra. Ezek a baktériumok képesek hasznosítani kőolaj komponenseket [4–

6], poliklórozott bifenileket [7,8], a környezetben sokáig fennmaradó gombaölő szereket, mint 

pl. a karbendazim [9], vagy növényvédő szereket, mint pl. a karbation [10]. 

Kutatómunkám során a szénhidrogének, főként az alkánok biodegradációjának 

fiziológiás és molekuláris biológiai hátterét vizsgáltam, melyhez két R. erythropolis törzset 

választottam modellorganizmusként. A törzsek szénhidrogén bontó folyamatainak mélyebb 

megértése elősegíti hatékonyabb alkalmazásukat a bioremediációban. 

A R. erythropolis PR4 törzset a Csendes-óceánól izolálták 1000 m mélységben. 

Egyedüli szénforrásként képes a prisztán és más szénhidrogének hasznosítására. [4]. Emellett 

képes más, vízben nem oldódó szennyező anyagok, mint az élelmiszeriparban felhalmozódó 

állati zsírok és növényi olajok hasznosítására is [11]. A vizes és szerves fázis közötti 

transzlokációnak is fontos szerepe van a szerves szubsztrát hozzáférhetővé tételében. A R. 

erythropolis PR4 meg tudja változtatni sejtfelszínének hidrofobicitását, ezáltal könnyebben 

hozzáfér a szerves fázishoz [12,13]. A PR4 törzs genomját megszekvenálták és 2009-től 

hozzáférhető a GenBank-ban. A kromoszóma mellett három plazmidot is tartalmaz, melyek 

közül kettő megaplazmid. A megaplazmidokon többek között az alkán biodegradációban és 

zsírsav metabolizmusban szerepet játszó gének is találhatók [14]. A R. erythropolis PR4 

genomjában kódolt gének közül néhány gén termékét is vizsgálták már. Ilyen például az ipari 

szempontból fontos egyik bakteriális multicopper-oxidáz [15] vagy a sziderofór 

bioszintézisben szerepet játszó nem riboszómális peptid szintáz [16].  

A csoportunk által izolált R. erythropolis MK1 törzs egy talajból származó baktérium. 

Az izolátum azonosítását a német törzsgyűjtemény (DSMZ) munkatársai végezték 16S rDNS 

alapú filogenetika és a sejtfal mikolsav összetétele alapján. Hasonlóan a PR4 törzshöz, a R. 

erythropolis MK1 is jó hatékonysággal hasznosítja a hidrofób szubsztrátokat minimál 

tápoldatban [17]. Mindazonáltal a két törzs jelentősen különbözik, mind élettani, mind pedig 

morfológiai szempontból. Munkánk kezdetekor az R. erythropolis MK1 genomja még nem 

volt ismert, így a jól definiált R. erythropolis PR4 nem csak a szénhidrogén bontási kísérletek 

referenciatörzsének, hanem a transzkriptomikai vizsgálatok modellorganizmusának is 

megfelelő volt. 
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Alkalmazott módszerek 

Kísérleteimben a R. erythropolis MK1 és PR4 törzseket vizsgáltam. A napi munkához 

a baktérium törzseket LB lemezen tartottam fenn és LB tápoldatban szaporítottam. A 

biokonverziós kísérleteimet minimál tápoldatban végeztem el, melyet különböző 

szénforrásokkal (n-hexadekán, gázolaj, különböző szénhidrogén keverékek, illetve nátrium-

acetát), illetve indokolt esetben sókkal egészítettem ki. A talajban végzett kísérleteimhez 

kereskedelmi forgalomban kapható virágföldet használtam. Az optimális szaporodási 

körülmények fenntartásának érdekében a sejteket bioreaktorban szaporítottam a teljes 

transzkriptom analízishez. 

Méréseimhez a tápoldat szénhidrogén tartalmát folyadék-folyadék extrakcióval 

vontam ki. Az O2, CO2 és szénhidrogén mennyiségét gázkromatográffal és gázkromatográffal 

kapcsolt tömegspektrometriával analizáltam. Az eredmények statisztikai értékelését t-

próbával hajtottam végre. 

A genomi DNS-t hagyományos fenol-kloroformos módszerrel vontam ki a sejtekből. 

A teljes genom szekvenálás Illumina MiSeq új generációs platformon történt. A R. 

erythropolis MK1 törzs genomját MIRA 4 és CLC Genomic Workbanch 7.0 szoftverekkel 

raktam össze. A genom annotálása a RAST szerveren történt.  

A génexpressziós vizsgálatokhoz a teljes RNS kivonást a QiaGen RNeasy Mini Kit 

protokoljának módosított változatával végeztem el. A teljes transzkriptom analízis új 

generációs SOLiDTM szekvenáló rendszer segítségével történt. A kiválasztott gének 

kifejeződését RT-qPCR segítségével ellenőriztem.  
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Az értekezés főbb eredményei  

1) Két különböző környezetből - mélytengerből (PR4) és ipari talajból (MK1) - izolált R. 

erythropolis törzset tanulmányoztam és hasonlítottam össze. 

2) A két törzs szénhidrogén jelenlétében eltérően viselkedik nem-rázatott közegben. Míg a 

R. erythropolis PR4 emulzióba viszi a n-hexadekánt és a vizes fázisban szaporodik, a R. 

erythropolis MK1 biofilmet képez a n-hexadekán körül és a sejtek a két fázis határán 

jelennek meg. 

3) Rázatott kutúrákból vett minták mikroszkópos vizsgálata alapján mindkét törzs a n-

hexadekán cseppek felszínén szaporodik, viszont a cseppek alakja különbözik egymástól. 

R. erythropolis PR4 kultúrában az olajcseppeknek szabályos gömb alakja van, ezzel 

szemben az MK1 kultúrából származó olajcseppek alakja amorf. 

4) A két törzs szénhidrogén-bontó képessége is eltér egymástól. A R. erythropolis PR4 már 

három nap alatt lebontja a rendelkezésére álló n-hexadekán 90%-át, míg a MK1 csak a 

szubsztrát 50%-át hasznosítja két hét alatt. A magas sókoncentráció mindkét törzs esetén 

lassítja a bontás sebességét, a PR4 csak a 7. napra érte el a 90%-os bontási hányadot, míg 

az MK1 15 nap alatt csak a szubsztrát 31%-át bontotta le. A talajban mindkét törzs 

hasonló szénhidrogén-bontó aktivitást mutat. A talaj nedvességtartalma befolyásolja a 

szénhidrogén-bontás hatékonyságát. Az 50%-os nedvességtartalom mellett mindkét törzs 

90-100%-os bontási hatékonyságot ér el, míg 20% és 30% talajnedvesség értékek mellett 

a szénhidrogén bontási aktivitás 60%-ra esik vissza. 

5) Alapvetően a szénhidrogének hasznosulhatnak a sejtek felépítő folyamataiban, vagy 

szén-dioxiddá oxidálódhatnak. A n-hexadekán megközelítőleg 2%-a alakul át szén-

dioxiddá, míg a szubsztrát 98%-a a biomasszává alakul. A két törzs talajban hasonló 

arányban hasznosítja a felvett oxigént. Az n-hexadekán oxidálására az oxigén 

megközelítőleg 70%-át fordítja, míg egyéb oxidatív folyamatokban 30% vesz részt. A R. 

erythropolis PR4 törzs minimál tápoldatban hasonló arányban használja fel az oxigént, 

mint talajban, viszont a magas sókoncentráció hatására ez az arány eltolódik. Az 

eredmények alapján a sós tápoldatban szaporított kultúrák a felvett oxigén 89,5%-át 

hasznosítják a monooxigenáz reakcióban. Ezzel szemben a R. erythropolis MK1 törzs 

mindkét tápoldatban az oxigén 90%-át fordítja monooxigenáz reakcióra. 

6) A két Rhodococcus törzs eltérően viselkedik különböző gázolaj frakciók jelenlétében is. 

Az R. erythropolis MK1 sokkal lassabban szaporodik mind a négy szénforrásként 
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alkalmazott gázolaj frakción, mint a PR4. A törzs szaporodása a petróleum frakción a 

leglassabb. Ez magyarázható a cyp153 gének hiányával (ld. lentebb).  

7) Az R. erythropolis MK1 genom de novo összerakásához hosszú párosított végű 

leolvasásokat eredményező szekvenálásokat végeztünk Illumina MiSeq új generációs 

szekvenáló rendszeren. A genom 40 kontigba rendezhető és ezeken 6 252  nyitott 

leolvasási keretet sikerült azonosítani a RAST segítségével. A két törzs kromoszómája 

nagymértékben hasonlít. Ugyanakkor a R. erythropolis PR4 plazmidjaihoz hasonló 

szekvencia nem található az MK1 törzs genomjában. 

8) Mindkét törzs genomjában találhatók olyan monooxigenáz gének, amelyek a 

szénhidrogének oxidációját katalizálhatják. Ezek közül kiemelendők az alkB gének, 

melyekből a PR4 genomja négyet, az MK1 genomja pedig ötöt tartalmaz. 

9) A filogenetikai vizsgálatok alapján csak az alkB3 és alkB4 gén van közeli rokonságban 

egymással, a másik két alkB gén különböző csoportokba sorolható, ami felveti a 

horizontális géntranszfer lehetőségét.  

10) A szénhidrogének oxidációjában résztvevő másik enzimcsoport a citokróm P450 

monooxigenázok csoportja, melyekből a PR4 törzs genomja 16-ot, míg az MK1 törzs 

genomja csupán 11-t kódol. A citokróm P450 fehérjecsaládba tartozó Cyp153 génje két 

kópiában található meg a R. erythropolis PR4 nagy lineáris plazmidján. A szekvenálási 

eredmények alapján ezeknek a géneknek a szekvenciái hiányoznak a R. erythropolis 

MK1 genomjából. 

11) A megszekvenált R. erythropolis MK1 genomban található 20. kontig feltételezhetően 

egy óriásplazmid, melyhez egyetlen ismert Rhodococcus plazmid sem hasonlít.  

12) A R. erythropolis PR4 törzs teljes transzkriptom analízisét n-hexadekánon, gázolajon, 

illetve acetáton nevelt kultúrákon végeztük el. A kultúrákat bioreaktorban szaporítottuk. 

A kiválasztott gének expressziós változását RT-qPCR segítségével validáltuk. 

Mindemellett egyene láncú, elágazó és gyűrűs szénhidrogéneket tartalmazó mesterséges 

szénhidrogén keverékeket hoztunk létre és megvizsgáltuk a kiválasztott oxigenáz gének 

expresszióját a jelenlétükben szaporított sejtkultúrákon [18].  

13) Összességében 195 gén expressziója változott legalább háromszorosával hexadekán 

és/vagy gázolaj jelenlétében az acetáton nevelt sejtekben levő szinthez képest. 

14) 26 oxigenáz gén mRNS szintje emelkedett meg gázolaj és n-hexadekán jelenlétében. Az 

alkB1 rendelkezett a legmagasabb expressziós szinttel a monooxigenázok közül mindkét 

szénforráson. Továbbá az alkB2 kifejeződése is jelentősen megemelkedett 
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szénhidrogének jelenlétében. Az alkB3 és alkB4 gének nem indukálódtak semmilyen 

szénhidrogén hatására [18]. 

15) A gázolajon szaporított kultúrákban 8 cyp gén expressziója változott, ezzel szemben a 

hexadekánon mindössze 1 (cyp153). A 8 cyp génből 5 indukálódott gyűrűs 

szénhidrogénekkel kevert hexadekánon nevelt kultúrákban, amiből levonható a 

következtetés, hogy ezek a gének játszhatnak szerepet a gyűrűs szénhidrogének 

oxidációjában [18]. 

16) Egy feltételezett monooxigenáz gén (RER_07440) kifejeződése is erősebb volt gyűrűs 

vegyületeket is tartalmazó szénforrásokon, mint hexadekánon, vagy elágazó 

szénhidrogéneket tartalmazó szénforráson, ami arra utal, hogy ez a gén is a gyűrűs 

vegyületek oxidálásában játszik szerepet [18]. 

17) A zsírsav metabolizmusban résztvevő gének közül azok expressziós aktivitása emelkedett 

meg mindkét szénhidrogén szénforráson, melyeknek termékei a β-oxidációban játszanak 

szerepet. A zsírsavak felépítésében résztvevő FASI enzimet kódoló gén kifejeződését 

erősen gátolta a szénhidrogének jelenléte. A mikolsavak szintézisében résztvevő FASII 

enzimrendszer és a poliketid szintáz 13 expressziója nem változott egyik szénforrás 

jelenlétében sem [18]. 

18) Az exopoliszacharid szintézisért felelős gének kifejeződésének megemelkedését is 

megfigyeltük minden vizsgált szénhidrogén jelenlétében. A dízel olaj és az aromás és 

cikloalkán komponenseket tartalmazó mesterséges szénhidrogén keverék 4-10-szer 

erősebben indukálta ezeket a géneket, mint a lineáris és az elágazó alkánok, ami az 

aromás vegyületek és cikloalkánok toxikus hatására vezethető vissza [18]. 

19) A fentieken kívül a vas transzportban és sziderofór szintézisben résztvevő géneket is 

indukálták a szénhidrogének [18].  

20) A teljes sejt transzkriptom vizsgálatok feltárták a sejteknek - a különböző egyenes láncú, 

elágazó, ciklikus, és aromás szénhidrogének jelenlétére adott -szintű metabolikus 

válaszát. A jól ismert elemek mellett, teljesen új komponenseket is azonosítottunk, 

melyek vélhetően részt vesznek ezekben a folyamatokban.  t. Az is bebizonyosodott, 

hogy más szénhidrogén bontókkal ellentétben a R. erythropolis PR4 képes a különböző 

szénhidrogének egyidejű hasznosítására (az egyenes láncútól a poliaromás vegyületekig), 

azaz nincs nyilvánvaló szubsztrátpreferenciája [18]. 
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