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Bevezetés

A gépjarmivek szamanak rohamos emelkedése vilagszerte egyre fokozodo
iizemanyag felhasznalast eredményez. A benzin fizikai és kémiai tulajdonsagainak javitasa
érdekében kiilonboz6 adalékanyagokat sziikséges juttatni az tizemanyagokhoz. A korabban
hasznalt, mara mar torvényi szabalyozassal betiltott o6lom-tetraetil kivaltasanak
kovetkeztében, tovabba az oktanszdm novelésének, illetve az iizemanyagok tokéletesebb
égésének Dbiztositdsa érdekében széles korben elterjedt az iizemanyag-oxigenatok
adalékanyagként torténd felhasznalasa.

Ezek a vegyiiletek szamos eldnyliknek kdszonhetden gyorsan meghoditottdk a piacot.
Rovid idén beliil azonban vilagossa valt, hogy sajatsagos kémiai szerkezetiik kovetkeztében
az éter tipusu oxigendtok a kornyezetbe kikeriilve rendkiviil ellenélloak mind a természetes
fizikai-kémiai, mind pedig a biologiai lebontd folyamatoknak, raadasul evolicios 1éptékben
mérve a mikroorganizmusoknak csak meglehetdsen csekély id6 allt rendelkezésiikre az
adaptaciohoz. Minthogy jol oldodnak vizben, igy konnyen kiterjedt szennyezést okozhatnak,
ezaltal veszélyeztetve az ivovizbazisokat. Habar jelenleg a legelterjedtebb a metil-terc-butil-
¢ter (MTBE), azonban az utdbbi években egyre szélesebb korben teret nyertek az egyéb
tizemanyag-oxigenatok is, kiilonds tekintettel a bio-iizemanyag adalékok kozé sorolhato etil-
terc-butil-éterre (ETBE), mely jelenleg hazankban is a legnagyobb mennyiségben alkalmazott
oxigenat benzinekben. Tovabba széles korben hasznaljak még a terc-amil-metil-étert (TAME)
is, illetve iddvel a diizopropil-éter (DIPE) és a terc-amil-etil-éter (TAEE) hasznalatanak
elterjedése is joggal valdsziniisithetd.

Mivel az iizemanyag-oxigenatok iranti kereslet az elkovetkezd évtizedekben varhatéan
tovabb fog emelkedni, igy feltehetdleg az éter tipusu oxigenatokkal szennyezett teriiletek
szama is tovabb novekszik. A kontaminalt teriiletek karmentesitéséhez a legésszeriibb,
leghatékonyabb, koltséghatékonysagi és kornyezetvédelmi szempontbdl is legmegfelelobb
véalasztds a bioremediacio. Az MTBE globalis hasznédlatdnak és a szennyezett teriiletek
jelentds szamanak kovetkeztében az MTBE biologiai lebontésa széles korben tanulményozott.
Azonban mivel napjainkban még lényegesen kisebb az ETBE-vel és a DIPE-vel terhelt
kozegek kiterjedése és szama, igy az ezeket a vegyiileteket lebonté mikroorganizmusok
izolalasa ¢és jellemzése komoly feladat elé allitja a kutatokat. Munkam soran célom volt egy
olyan baktériumtdrzs izolalasa ¢s mélyrehatd jellemzése, amely képes az ETBE és a DIPE

hatékony biologiai lebontasara.



Ceélkituzések

Doktori értekezésem célja volt olyan egyedi baktériumtorzs izoldladsa és kdrnyezeti

szempontbol relevans leirdsa, amely képes a DIPE és az ETBE hatékony bioldgiai

lebontasara.

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatokat is figyelembe véve az alabbi célkitlizéseket

fogalmaztam meg:

1.

Hazai, DIPE-vel szennyezett teriiletrél szarmaz6 talajvizmintak felhasznalasaval a
DIPE, illetve az ETBE bontasara képes baktériumtorzs izolalasa.

Az izolalt, egyedi torzs rutinszerli laboratoriumi fenntartdsa, tovabba szubsztrat
spektrumanak és kornyezeti, illetve bioremediacios szempontbol alapvetd
fontossagu tulajdonsagainak megismerése. Céljaim kozott szerepelt az izolalt,
DIPE- ¢és ETBE-bontésra képes mikroorganizmus rendszertani besorolasa, illetve a
torzs genetikai allomanyaban megtalalhato, bioremedidciés szempontbdl fontos
gén azonositasa, melyek a jovébeli in situ karmentesitési beavatkozasok soran
lehetévé tehetik majd a torzs terepi nyomon kovetését.

Az izolalt térzs DIPE-bontd potencialjanak Osszehasonlitasa a szakirodalmi
adatokkal. Kontaminalt teriilet szennyezési csovajabol szarmazo talajvizek
felhasznalasaval  Osszeallitott, bioaugmentalt mikrokozmosz kisérletekkel
alatamasztani az izolalt torzs DIPE-bont6 képességét.

A DIPE lebontasi Gtvonaldnak feltérképezése.

A torzs tovabbi kometabolikus képességének vizsgalata, kiillonds tekintettel az éter
tipusu oxigenatokra.

Karmentesitési technologia tervezése és modellezése



Alkalmazott modszerek

1.

10.

11.

A DIPE bontasara képes egyedi baktériumtorzs izoldlasa egyediili szén- ¢és
energiaforrasként torténd dusitassal minimal tapoldat (DM) és taplemez (DMA)
hasznalataval.

A DIPE-degradald mikroorganizmus de novo genomszekvenalasabol szarmazo
adatok elemzése, és a baktériumtorzs 16S rDNS, illetve teljes genomszekvencia
alapjan torténd azonositasa és torzsfan valo elhelyezése.

Az izolalt baktérium szubsztrat spektrumanak meghatarozasa.

Az izolatum kornyezeti és karmentesitési szempontbodl relevans tulajdonsagainak
megismerése, tobbek kozott a hdémérséklet- és pH-tlirés, illetve -optimum, tovabba
az izolatum soétiird képességének felmérése.

A DIPE biodegradacidja soran keletkezd intermedierek gazkromatograffal kapcsolt
tomegspektrométerrel (GC-MS) toérténé nyomon kovetése.

A DIPE-bontas sebességének meghatarozasa ,,resting cell” (nyugvo sejtes) kisérlet
segitségével.

Osszedllitott mikrokozmosz kisérletek folytatdsa, melyekkel alatdmaszthato a torzs
DIPE-bontd potencialja. A kisérletek soran keletkezé intermedierek GC-MS-sel
torténd nyomon kovetése.

A CH28 jelii izolatum az ETBE-t TBA koztitermékig tudja bontani. Az ETBE
teljes mineralizdciojanak eléréséhez sziikséges mesterséges konzorcium
létrehozasa az altalunk korabban izolalt TBA-bont6 Hydrogenophaga sp. T4
torzzsel.

A CHZ28 torzs kometabolikus képességeinek vizsgalata, kiilonds tekintettel az éter
tipusu oxigenatokra.

Oszlopkisérletek lefuttataisa a CH28 torzs DIPE-bontd, illetve a mesterséges
konzorcium ETBE-mineralizacios képességeinek megismerése érdekében.

Az oszlopkisérletek soran a CH28 és a T4 folyamatos jelenlétének nyomon
kovetése lemezeléses modszerrel, denaturalo gradiens gél elektroforézissel

(DGGE) és kolonia polimeraz lancreakcioval (PCR).



Eredmények:

1. Egy budapesti gyogyszergyar teriiletén talalhatdé monitoring katbol szarmazod
talajvizbdl laboratoriumi dusitasi eljarasok soran sikeresen izolaltam egy, a DIPE és az
ETBE bontasara képes mikroorganizmust.

2. A torzs genomjaban azonositottam az ethRABCD gén klasztert. Az operonban
talalhato ethB gén 99%-o0s hasonlosagot mutat a Rhodococcus ruber IFP 2001 és az
Aquincola tertiaricarbonis L108 ethB génjeivel. Az ethB egy citokrom P450
monooxigenaz enzimet kodol, amely bizonyitottan felelés a DIPE, az ETBE és mas
dialkil-éterek biodegradacidjaért.

3. Az izolalt torzs 16S rDNS szekvenciaja, tovabba a teljes genomszekvenciak
Osszehasonlitd analiziseinek eredményeibdl valoszintisithetd, hogy az altalam izolalt
torzs 0j fajnak tekinthetd.

4. A torzset Mycolicibacterium sp. CH28 néven, NCAIM B.02558 azonositd alatt
elhelyeztiik a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteményében.

5. Részletesen megvizsgaltam a CH28 jell izolatum altal hasznosithatdo szubsztratok
spektrumat, mely sordn megallapitottam, hogy a torzs rendkiviil széles szubsztrat-
spektrummal rendelkezik. A CH28 képes a normal alkanokat, monoaromas
vegylleteket, eldgaz6 lanct szénhidrogéneket, dialkil-étereket, egyszénatomos
vegylileteket, tovabba szamos rovid szénlanct alkoholt és szerves savat egyediili szén-
¢s energiaforrasként hasznositani.

6. Megfigyeltem, hogy a torzs 10-35 °C kozotti homérséklet-tartomanyban mutat
novekedést, tovabba meghataroztam, hogy a baktérium szamara optimalis hémérséklet
30-32 °C kozott van.

7. Megallapitottam, hogy a CH28 jeli izolatum a pH=3,5-8,5 tartomanyban képes a
novekedésre, azonban enyhén savas kornyezetben jobban képes névekedni: a torzs
szamara az optimalis pH-tartomany pH=5,0-6,0 kozotti.

8. A torzs antibiotikum-tolerancidjanak és -rezisztencidjanak vizsgalati eredményei
alapjan elmondhatd, hogy a torzs kismértékii tolerancidt mutat a tobramicinnel
szemben, tovabba rezisztens a karbenicillinre.

9. GC-MS mérések segitségével sikeresen azonositottam a DIPE biodegradécidja soran
keletkez6 2-propanolt, acetont €s ecetsavat, mint a CH28 lebontasi koztitermékeit. A

2-propanol és az ecetsav kimutatdsa jelentds eredmény, hiszen a DIPE bioldgiai
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lebomlasa kozben korabban még nem detektaltdk ezeket a vegyiileteket. Az
azonositott intermedierek felhasznalasaval felrajzoltam a DIPE lebontasi utvonal felsé
szakaszat.

,Resting cell” kisérlettel meghataroztam a CH28 jelii izolatum DIPE-bonto
sebességét, amely nagysagrendileg megegyezett a Rhodococcus ruber IFP 2001 és az
Aquincola tertiaricarbonis L108 torzsek bontasi ratajaval. Annak ellenére, hogy a
harom mikroorganizmus koziil az L108 torzs degradalja a leggyorsabban a DIPE-t, a
torzs nem képes a DIPE mineralizacidjara, mivel a biodegradacié soran aceton
halmozodik fel. Ezzel szemben a CH28-as torzs az acetont kivaldan tudja egyediili
szén- ¢s energiaforrasként hasznositani.

DIPE-vel (75 mg/l és 300 mg/l) mesterségesen szennyezett talajvizekkel osszeallitott
mikrokozmosz kisérletekkel alatdmasztottam a CH28 jelli izolatum DIPE-mineralizalo
képességét, tovabba a lebontds sordn keletkezd 2-propanol és aceton, mint

intermedierek keletkezését. Annak ellenére, hogy a torzs képes volt a magasabb (300

crer

crer

rendszerben gyorsabbnak bizonyult a DIPE biodegradacioja. Legjobb tudasom szerint
ezek a rendszerek voltak az elséként publikalt DIPE-s mikrokozmosz kisérletek.
Mesterséges konzorciumot hoztam létre a CH28 jelii izolatum és egy altalunk
korabban izolalt TBA-bont6 baktérium, a Hydrogenophaga sp. T4 felhasznalasaval. A
konzorcium képes volt az ETBE hatékony mineralizacijara. A T4 jelii torzset
NCAIM B.02575 azonositdo alatt elhelyeztik a Mezdgazdasagi ¢és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében.

A CH28 jelli izolatum egyediil nem képes véghezvinni az ETBE mineralizaciojat, a
lebontasi folyamat megall TBA-nal. ETBE-vel mesterségesen szennyezett
talajvizekbol Osszeallitott rendszerekben bizonyitottam, hogy amennyiben a helyi
mikroba populacié nem képes az ETBE bioldgiai lebontasara, de a TBA-éra mar igen,
akkor a CH28 torzs segitségével a szennyezett kozegben megvalodsithato az ETBE
teljes biodegradacioja.

A mesterséges konzorcium az ETBE-t rendkiviil gyorsan bontotta: 200 mg/l ETBE
teljes mineralizacidjdhoz elegendd volt 60 6ra. Eredményeim alapjan elmondhato,
hogy a CH28 ¢s a T4 torzsek kombinécidja a szakirodalomban mindeddig publikalt

hasonld konzorciumoknal 1ényegesen hatékonyabb ETBE-bontasra képes.
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Minimal tapkozegben  Osszeallitott —mikrokozmosz  kisérletek  segitségével
alatamasztottam, hogy habar a CH28 jelli izolatum nem képes az MTBE és a TAME
egyediili szén- és energiaforrasként torténd hasznositasara, azonban DIPE-vel
indukalva a torzs degradalni tudta ezt a két lizemanyag-oxigenatot is. A lebontés soran
az MTBE esetében terc-butil-alkohol (TBA), mig a TAME biodegradaciojakor terc-
amil-alkohol (TAA) akkumulalodott. Legjobb tudasom szerint eldszor nekem sikertilt
leirni DIPE-vel indukalt MTBE- és TAME-kometabolizmust.

Az oszlopkisérletek soran sikeriilt két olyan toltetet (perlit-tézeg 1:4 aranyu keveréke,
agyaggranulatum) is talalnom, melyeken a CH28 jelli izolatum sikeresen meg tudott
tapadni és el tudott szaporodni. Ez a késObbiekben, pl. egy permedbilis reaktiv gat
(PRB) kialakitasa soran kulcsfontossagu szerepet tolthet be.

A DIPE-vel, mint szennyezdanyaggal mukddtetett oszlopreaktorok tobb mint négy
héten keresztiil hatékonyan miikodtek. A lebontas soran intermediereket (2-propanolt,
acetont) csak a kimutatasi hatarérték (<200 pg/l) kozelében detektaltam. Ez
kedvezoOnek tekinthetd, hiszen feltételezhetden egy in situ karmentesitési eljaras soran
sem fognak akkumulalddni ezek a koztitermékek.

Az oszlopkisérletek soran optimalizdltuk a DM minimal tapoldatot a CH28 jelil
1zolatum szamara (MDM téapoldat).

Az ETBE-vel, mint szennyezOanyaggal mukodtetett, perlit-tézeg 1:4 aranyu
keverékével toltott oszlopreaktor tobb mint harom hénapon 4t hatékonyan miikodott
az altalunk létrehozott mesterséges konzorciummal. A konzorcium tagjai (a CH28 és
T4 jelt torzsek) a kisérlet teljes idOtartama alatt azonosithatoak voltak az oszloprol
lefoly6 vizbol, mely alatamasztja azt, hogy a bontasi folyamatokat valoban az altalam
beoltott mikroorganizmusok hajtottak végre.

A szakirodalomban nem taladltam példat sem DIPE-vel, sem pedig ETBE-vel
hatékonyan miikodtetett oszlopkisérletekre, igy kisérleteim ujszeriinek tekinthetéek.
Eredményeim tekintetében batran kijelenthetd, hogy a CH28 jelii izolatum egy olyan
mikroorganizmus, mely igen komoly bioremediaciés potenciallal rendelkezik, mind az

lizemanyag-oxigenatok, mind pedig kevert szennyezések esetében.
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