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ROVIDITESEK JEGYZEKE

RMCD: Véletlenszeriien metilezett ciklodextrin

CFU: Kolonia formaléd egység (Colony forming unit)
EDTA: Etilén-diamin-tetraecetsav (Ethylene diamine tetraacetic acid)
FID: Langionizacids detektor (Flame ionization detector)

FOG: Zsir, olaj, haj (Fats, Oils and Grease)

GC: Gazkromatografia (Gas chromatography)
GC-MS: gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrométer
(Gas chromatography-mass spectrometry)
hrsz: Helyrajzi szam
IMB: Immobilizalt baktérium
LB: Luria-Bertani tapoldat
MOL: Magyar Olaj- és Gazipari Nyrt.
MSD: Tomegszelektiv detektor (Mass selective detector)
MST: Minimal sos tapoldat (Minimal salt medium)
OD: Optikai denzitas (Optical density)
OPRC: Egyezmény az olajszennyezés elleni felkésziiltségrdl,
intézkedésrdl és egytittmiikodésrdél
(International Convention on 0Oil Pollution Preparedness, Response and Co-operation)
PCR: Polimeraz lancreakci6 (Polymerase chain reaction)
rpm: Percenkénti fordulatszam (Revolutions per minute)
RT: Retencids id6 (Retention time)

SDS: Natrium-dodecil-szulfat (Sodium dodecyl-sulfate)

TAE: Tris-acetat-EDTA (Tris-acetate-EDTA)

TPH: Osszes szénhidrogén (Total petroleum hydrocarbons)
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1. BEVEZETES

Az elmult évszdzadban az emberiség novekvé igényei az ipar gyors tlitem fejlédését
eredményezte, mely azonban magaval hozta a kiilénb6z6 szennyez6 anyagok kérnyezetben
valé megjelenését is. A romld kornyezeti dllapot viszont fokozatosan hozzajarult egy olyan
szemléletmod kialakulasahoz, melynek koszonhet6en ma mar tudatosan toreksziink a
természeti elemek megovasara, a kornyezet terhelésének csokkentésére.

Napjainkban aktiv kutatas folyik annak érdekében, hogy olyan kornyezetbarat
technoldgidkat és eljarasokat fejlessziink, melyek megfeleléek a kornyezetszennyezo,
kornyezetterhel6 anyagok eltavolitasara. A fizikai-kémiai technolégiak mellett a biologiai
modszerek alternativ megkozelitést jelenthetnek, hiszen a mikrobiologiai aktivitast
kihasznalé bioremediacios eljarasok nemcsak hatékony, de olcs6 és kornyezetbarat
megoldast is kinalnak szamunkra.

Kornyezetiinkben szamos olyan mikroorganizmus él, melyek valtozatos enzimkészletiiknek
koszonhetéen jo hatékonysaggal alkalmazhatéak kilonb6zd szennyezd anyagok
lebontasara. Remekiil hasznosithato torzseket talalunk a Rhodococcus nemzetség egyes
tagjai kozott is.

Rendkiviil valtozatos enzimeik, feliiletaktiv anyag termeld tulajdonsaguk alkalmassa teszi
Oket arra, hogy akar olyan hidrof6b tulajdonsagu szennyezé anyagokat is lebontsanak, mint
a kdolaj eredetii szénhidrogének és az élelmiszeripari zsiros hulladékok.

A szennyezd anyagok kornyezetbarat artalmatlanitdsa azonban ma mar nem elegendé.
Torekedniink kell arra, hogy mindezen tullépve olyan technoldégiai eljarasokat fejlessziink,
melyek nemcsak egy, hanem egylittesen akar tobb adott problémara is atfogdé megoldast
kinalnak.

Dolgozatomban a hazankat leginkabb érint6 hidroféb szennyezd anyagok (gazolaj,
sertés- és csirkezsir) biologiai lebontasat vizsgalom. Kutatdsaimban egy olyan torzset
szeretnék bemutatni, mely komplex megoldast nyudjthat e szennyez6 anyagok altal

felmertld problémakra.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Napjaink kornyezetszennyezd, kornyezetterhelé anyagainak jelentés hanyadat a
kilonbo6zd tipust hidrofob szennyezd anyagok adjak. Magyarorszagon a hidrofob
szennyezé anyagok kozll a legnagyobb problémat az ipari balesetekbdl, helytelen
tarolasbol kikeriil6 gazolaj és az élelmiszeriparban a feldolgozasi technolégidk soran

melléktermékként és hulladékként keletkezd csirke- és sertészsir jelentik.

2.1. OLAJSZENNYEZESEK PROBLEMAKORE

A Kkoolajat és szdrmazékait a legelterjedtebb szennyezd anyagok kozott tartjak
nyilvan napjainkban. Leggyakrabban a kdéolaj kitermelése sordn jelentkeznek, amikor a
kutak furasanak hatasara az olaj robbanasszeriien a felszinre keriil és annak egy része
elarasztja a kornyez0 talajt. Tovabbi talajszennyezés kovetkezhet be az olaj elszallitasa vagy
taroldsa sordn, a tolt6allomasok kozvetlen kornyezetében is. Szarazfoldi szennyezések
esetén az olaj a talajba jutva a talajszemcsékhez kotédik, terméketlenné téve azt,
tovabbterjedése esetén pedig szamolni kell a talajviz elszennyezddésével is (Leahy és
Colwell, 1990).

Napjainkban egyre komolyabb nemzetkozi aggodalomra adnak okot a tengereket ért
olajszennyezések is (Bao és mtsai, 2012). Az 1970-es évektdl napjainkig tobb mint 5,6
millié tonna olaj kertilt a tengerekbe. A kiomlott olaj tengeri kdrnyezetre gyakorolt hatasa
igen jelentds. Az olaj egy része lesiillyed a tengerek aljara, ahol a mélytengeri szervezeteket
veszélyezteti, egy része a szél altal keltett hullamzas hatdsara apro6 cseppekre szakadva
emulzioként a viztestbe keriil (Harayama és mtsai.,, 1999), mig a viz felszinén szétteriilo
ért olajszennyezések jelentds hal-, emlés- és madarpusztulassal jarnak. Annak érdekében,
hogy minimadlisra csokkentsék a tengeri olajszennyezések kornyezetre gyakorolt hatasat,
sok orszag alairta az “International Convention on 0il Pollution Preparedness, Response and

Co-operation” (OPRC) nemzetkdzi egyezményt, mely szennyezddések esetén elGirja a



nemzeti készenléti és felkésziilési tervek készitését, adott esetben beleértve az
olajszennyez6dés kezelésére szolgal6 termékek alkalmazasat is (Kirby és Law, 2008).

Az olajszennyezddések nem csak az allatok és novények egészségét veszélyeztetik, de az
emberi egészséget is. Ennek oka f6ként az aromdas szénhidrogén tartalom. Karos hatasai
kozott tartjdk szamon a kiilonb6z6 maj és vese problémakat (gyulladas, fibrozis,
vérvizelés), 1égzési nehézséget, borirritaciot, methemoglobinémiat, csontvel$ karosodast is
(Bordas, 2005; Lewander és Aleguas, 2007; Lee és mtsai., 2013).

Hazank a rendszervaltas idején szamos olajszennyezett teriiletet 6rokolt a kivonult szovjet
csapatoktdl. Ezek jellemzd6en a reptil6terek, laktanyak gazolaj szennyezései. Becsiilt adatok
szerint ezek a szennyezd anyagok 6sszmennyisége mintegy 5-6 ezer m3-re tehet6, s ezekkel
2-3 milli6 m3 talajt szennyeztek el (Endrédy, 1992; Szoboszlay és Kriszt, 2010). Bar a
szennyezések jelentds része az elmult 30 évben megsziintetésre kertilt, azonban még
mindig vannak karmentesitésre szoruld teriiletek. Kornyezetbdl val6 eltavolitdsanak
nehézségét Osszetételbeli valtozatossaga adja, jellemezben alkanokat, izoalkanokat,
cikloalkanokat és aromas szénhidrogéneket tartalmaz (Durand és mtsai., 1995; Marchal és

mtsai., 2003; Montadert, 2003).

Hazankban 6/2009. (IV. 14.) KvVM-EUM-FVM “A foldtani kiézeg és a felszin alatti
vizszennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges hatdrértékekrél és a szennyezések
mérésérol” egyiittes rendelet hatarozza meg a szennyezettségi hatarértékeket és

szennyezés mérési elveit.

2.2. ZSIROS HULLADEKOK PROBLEMAKORE

A zsiros hulladékok egylittesen ,FOG Wastes” kifejezésként ismertek az angol nyelvi
szakirodalomban. A rovidités magaba foglalja mindazon névényi és allati eredetd zsirt

(Fat), olajat (Qil) és hajat (Grease) tartalmaz6é hulladékokat (Wastes), melyek a

haztartasokbdl, hus- és élelmiszeriparbdl, vagéhidakbol és az éttermekbdl keriilnek ki (Li
és mtsai., 2002; Battimelli és mtsai., 2009).
A vagohidak és a husfeldolgozé iparagak termelnek a legnagyobb mennyiségben

zsirtartalmu hulladékokat. Egy atlagos vagoéhidi szennyviz zsirtartalma 40-410 mg/L kozott



mozog (Massé és mtsai., 2001). A huas alapanyagok feldolgozasi 1épései soran, pl. az allatok
megtisztitasa, nydzasa és felapritasa, jelentés mennyiségi elfoly6 viz keletkezik, mely nagy
mennyiségben tartalmaz biol6giailag lebonthatd szerves anyagokat (Salminen és Rintala,
2002; Masse és Massé, 2005). Az elfolyé viz szerves anyagainak legnagyobb részét a
fehérjék és a zsirok teszik ki (Gannoun és mtsai, 2009), mely utébbiak a flotaloédott
anyagok atlagosan 60-65%-at alkotjak. (Li és mtsai, 2002). A husipari szennyvizek
kezelésében a legnagyobb problémat e magas szuszpendalt szilard anyag tartalom jelenti,

mely lassitja a természetes bomlasi sebességet (Hejnfelt és Angelidaki, 2009).

Nagy szennyezési potencialt rejt magaban a gazdasagi szektor egy masik agazata is, a
tejipar. Problémat a fehérjék, a laktdz, a zsirok és annak f6 komponensei, a palmitinsav,
olajsav, mirisztinsav és a sztearinsav jelentik (Leal és mtsai.,, 2006). Egy atlagos tejipari

szennyviz >100 mg/L koncentraciéban tartalmaz zsirokat (Saifuddin és Chua, 2006).

Az ut6bbi évtizedekben nétt a haztartasokban a kiilonb6z6 névényi olajok felhasznalasa is.
Nem meglepd, hogy kiilon iparag szakosodott eléallitasukra. A névények feldolgozasa soran
az olaj a szennyvizben is megjelenik, melynek kinyerése igen komoly problémat jelent

(Brozzoli és mtsai., 2009; Koutrouli és mtsai., 2009).

Hazankban, legnagyobb mennyiségben szilard zsiros hulladékot a hus- és baromfiipar
termel. Becsiilt adatok szerint az éves technoldgiai hulladék mennyisége ~210 ezer tonna,
melybdl a zsiros hulladék ~12 ezer tonnat tesz ki. A vagohidi és husipari szennyviz 200-600
mg/L, a tejipari 200-550 mg/L, a konzervgyari 50-150 mg/L zsiradékot/olajat tartalmaz
(Cserhalmi és mtsai., 1997). A zsiros hulladékok koziil a sertés- és baromfizsir (elsésorban
csirkezsir) jelent leginkdbb feladatot a szennyvizkezel6knek. Osszetételét tekintve a
sertészsir 40% telitett zsirsavat (25-27% palmitinsav, 12-14% sztearin sav) és 60%
telitetlen zsirsavat (44-47% olajsav, 8-10% linolénsav, 3-4% palmitoleinsav, 1%
mirisztinsav) tartalmaz (Bitman, 1976). A csirkezsir ezzel szemben kevesebb telitett
zsirsavat tartalmaz, 29%-ot (22-25% palmitinsav, 12-14% sztearinsav), telitetlen zsirsav
tartalma 65% (37-43% olajsav, 16-20% linolénsav, 6-8% palmitoleinsav) (Bitman, 1976;

Pipek és mtsai., 2012; Rohman és mtsai., 2012; Lisitsyn és mtsai., 2013).



Az ipari szennyvizeken tul a lakossagi szennyviz is jelent8sen terhelt olajos és zsiros
hulladékokkal. Tudatos odafigyeléssel azonban ennek Kkoncentracidéja jelentésen
csokkenthetd lenne. Magyarorszagon a Magyar Olaj- és Gazipari Nyrt. (MOL) orszagosan
tobb mint 170 toltéallomason biztosit ingyenesen specidlis gy(jt6edényt a lakossag
szamara, melyben a haztartasi zsirt és olajat elhelyezhetik. Sajnos ezzel a lehetséggel ma

még igen kevesen élnek.

A szennyezd forrastol fiiggetleniil tehat igen komoly problémaval allunk szemben. A
szennyvizben végbemend szaponifikacids, biokalcifikacios folyamatok egyiittesen jarulnak
hozza a szennyvizelvezet6 rendszer mitargyaiban, csévezetékeiben a FOG szennyezddések
lerak6dasahoz (Ashley és mtsai, 2000; Williams és mtsai, 2012). Ezek az anyagok
filmrétegként teriilnek el az eleven iszap felszinén is, mellyel akadalyozzak az oxigén
difftziojat. Mindezeken tul a zsirok jelenléte 6sztonzéen hat a fonalas mikroorganizmusok
(Sphaerotilus natans, Microthrix sp., Beggiatoa sp.) novekedésére is, melyek tovabbi
problémakat okoznak a szennyvizkezel6 rendszerekben (Wanner, 1994; Cammarota és

Freire, 2006).

Hazankban a ,28/2004. (XII.25.) KvVM rendelet a vizszennyez6 anyagok kibocsatasaira
vonatkozé hatarértékekrdl és alkalmazasuk egyes szabalyair6l” hatarozza meg a
kozcsatorndba bevezethet6 szennyviz szennyezé anyag tartalmara vonatkozd

hatarértékeket.

2.3. A HIDROFOB SZENNYEZOANYAGOK BIOLOGIAI LEBONTASA:
BIODEGRADACIO

A hidroféb szennyezd anyagok eltavolitdsanak egyik lehetséges moddja a
bioremediacios eljarasok alkalmazasa. A bioremediacios technologiak él6 szervezeteket
vagy azok komponenseit alkalmazzak a szennyez6 anyagok artalmatlanitasara, lebontasara,
a kornyezet megtisztitasara. Céljuk elsG6sorban a szennyez6 anyagok koncentracidjanak
olyan elfogadhat6 szintre csokkentése, mely mar nem toxikus a kdérnyezd 6koszisztéma

szamara.
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A szennyez6 anyagok lebontdsat legtobb esetben mikroorganizmusok végzik
enzimrendszereik segitségével. Az enzimek szubsztratspecifitisuknak megfelelGen,
katalizaljak kiilonféle szerves anyagok lebontasat, transzformaciojat. A lebontas soran a
szennyez6 anyag szén- és energiaforrasként szolgal a lebonté mikroorganizmusok szamara.
A folyamat 0Osszességét nevezziik biodegradacionak (Szoboszlay és Kriszt, 2010;
Szeberényi, 2011). A biodegradaci6 végeredményétdl fliggéen megkiilonboztetliink
részleges és teljes biodegradaciot. Teljes biodegradacié esetén végtermékként CO2, viz és
biomassza keletkezik, és a kiindulasi anyagoktdl fiiggéen szervetlen sék és egyéb
artalmatlan szerves anyagok, pl. szerves savak is felszabadulhatnak az atalakitas soran.
Részleges biodegradacio esetén a lebontasi folyamat nem jut el a teljes mineralizaciodig, igy
killonb6zé koztitermékek keletkezhetnek. Ezek a koztitermékek jobb esetben kevésbé
toxikusak, mint a kiindulasi anyag. Részleges lebontast legtébbszor az optimalis kérnyezeti
feltételek (megfelel6 hémérséklet, oxigén hidnya) vagy specifikus enzim(rendszer)ek

hianya okoz (Perfumo és mtsai., 2007; Perei és mtsai., 2013).

2.3.1. A MIKROBIOLOGIAI LEBONTAST BEFOLYASOLO TENYEZOK

A biodegradacio sikerességét elsésorban a mikroorganizmusok hatarozzak meg.
Optimalis miikddésiiket azonban szamos tényez6 befolyasolja (Norris, 1993; Alexander és

mtsai., 2009).

Biol6giai hozzaférhet6ség

Egy szennyezd anyag biolégiai hozzaférhet6ségét alapvetéen (i) a szennyez6 anyag
vizoldékonysaga, (ii) szilard anyaghoz val6 szorpcidés képessége és (iii) a lebontd
mikroorganizmus felliletaktiv anyag termel6 képességének megléte vagy hianya
befolyasolja. Amennyiben egy vegyiilet vizben jol oldddik, akkor a mikroorganizmusok
szamara konnyen hozzaférhetévé valik, mig ezzel szemben vizben nem oldédé (hidroféb)
molekuldk esetén a mikrobialis hozzaférés korlatozott. Ez a bioldgiai hozzaférés azonban a
mikrobdk altal termelt felliletaktiv anyagokkal noévelhetd. A feliiletaktiv anyagok olyan

molekuldk, melyek hidroféb és hidrofil részbdl allnak. Felépitésiiknek koszonhetéen
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képesek a hidrofob vegyliletek egy részét korbevenni, névelve ezzel a vegyiilet oldhatdsagat
(Kosswig, 2000).

Egy vegyiilet szorpcidés tulajdonsaga szintén meghatarozza a bioldgiai hozzaférést.
Altalanossagban igaz, hogy a hidrofébicitdss novekedésével nagyobb aranyt a
talajszemcsékhez val6 megkotddés is (Volkering és mtsai., 1997; Marschner és Kalbitz,

2003; Semple és mtsai., 2004).

Kornyezeti paraméterek

A szennyezett kozeg hdémérséklete els6sorban a szennyezd anyag fizikai allapotanak
megvaltoztatasaval befolyasolja a mikroorganizmusok lebonté képességét. A
mikroorganizmusok ugyanis tag homérséklettartomanyban képesek a szerves anyagok
lebontasara. Altalanossagban igaz, hogy a bontas sebessége, ezaltal a bontasi hatékonysag a
hémérséklet novekedésével nd. Ennek hatterében a vegyliletek viszkozitdsa, oldd6dasi
képessége, valamint a biokémiai reakciék sebességének novekedése all. Magas
hémérsékleten a hidroféob anyagok viszkozitasa csokken, mely a mikroorganizmusok
szamara jobb hozzaférést tesz lehetévé (Atlas, 1981; Niehaus és mtsai., 1999; Whyte és
mtsai., 1999; Miiller és mtsai., 2006).

A mikroorganizmusok pH tilirése széles tartomanyban mozog, az acidofil szervezeteken at
az alkalofil szervezetekig taldlhatunk mikroorganizmusokat. Leghatékonyabb szerves
anyag lebontds mégis semleges, fiziologias koriilmények kozott megy végbe, igy savanyu
talajok esetén gyakran hasznalnak meszet a biodegradacio6 gyorsitasa érdekében (Stapleton
és mtsai., 1998; Gemmell és Knowles, 2000; Margesin és Schinner, 2001).

Egy szennyezett teriilet gazosszetétele (kiilonos tekintettel az oxigénre) alapvetéen
meghatarozza a mikrobidlis kozosség 0sszetételét. Aerob kornyezetben els6sorban azok a
lebonto szervezetek dominalnak, melyek molekularis oxigént hasznalnak a szerves anyagok
oxidaciéjahoz. Anaerob Kkoriilmények kozott azonban alternativ elektron akceptorok
(nitrat, vas- és mangan oxidok, szulfat vagy a szén-dioxid) sziikségesek az anaerob
szervezetek szadmara. Vannak fakultativ anaerob mikroorganizmusok is, melyek mind
oxigéndus, mind oxigén hidnyos kornyezetben egyarant képesek szaporodni és a szennyez0

anyagokat bontani (Boopathy, 2000; Vidali, 2001; Landmeyer és Bradley, 2003).
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Tapanyagok

A mikrobak megfelel6 miikodéséhez a szénforrast biztosité szennyez6 anyagon tul makro-
(nitrogén, foszfor, kalium) és mikroelemek (kalcium, magnézium, nyomelemek) egyarant
szlikségesek. Szennyezett kozegekben altaldban a mikrobialis aktivitdsnak koszonhet6en a
nitrogén és foszfor gyorsan limitalo elemmé valik, melynek hatasara csékken a bontas
hatékonysaga. Annak érdekében, hogy noveljék a lebonté szervezetek aktivitasat nitrogén-
és foszfat tartalmd miitragyakat alkalmaznak. Ezek hasznalata azonban gondos odafigyelést
igényel, mert nyilt rendszerekben koénnyen kimosddhatnak. (Leahy és Colwell, 1990;

Lacotte és mtsai., 1995; Alexander, 1999; Vidali, 2001).

2.4. BIODEGRADACION ALAPULO KARMENTESITESI ELJARASOK

Egy szennyezett kozeg bioldgiai karmentesitésekor sziikséges mérlegelni a
megtisztitott teriilet késdébbi felhasznalasanak jellegét és az egészséget veszélyeztetd
tényezd6ket. Abban az esetben, ha a talajt nagymértékii szennyezés éri, mely mar akar
ivovizbazisokat is elérhet, akkor mindenképpen a szennyezett kozeg ex situ kezelése
indokolt. Ilyen esetekben a szennyezett kozeget kitermelik megakadalyozva ezzel a
szennyezé anyag tovabbterjedését, majd azt vagy helyben (on site) vagy elszallitast
kovetben (off site) kezelik (Gruiz, 2003; Atlas és Philp, 2005; Perei és mtsai., 2013). Ex situ
karmentesitési eljarasok soran biohalmozast (biopile), komposztalast, agrotechnikat
(landfarming) illetve bioreaktorokat hasznalnak leggyakrabban. A szennyezd anyag
lebontasat minden esetben elsésorban levegd, viz, tapanyagok, akar mikroorganizmusok

bejuttatasaval gyorsitjak.

Az ex situ eljarasokhoz képest lényegesen olcsdbb a talaj eredeti helyén torténd (in situ)
kezelése. Nagyobb Kkiterjedésli szennyezett teriilet karmentesitésére hasznaljak a
leggyakrabban koltséghatékonysagi szempontok miatt, ugyanakkor fontos megjegyezni,
hogy az ex situ eljarasokhoz képest 1ényegesen hosszabb id6t vehetnek igénybe. Az in situ

eljarasok harom alapvetd valtozata ismert.
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(i) A szennyez6 anyagok lebontasa természetes korilmények kozott, kilsd
beavatkozas nélkiil végbemend folyamat is lehet, ekkor természetes csillapitasrol,
csokkenésrol (attenuacio) beszélink. Ebben az esetben olyan mikroorganizmusok
szaporodnak el a szennyezett kozegben, melyek egy része képes adaptalddni a szennyezd
anyaghoz, képesek azt szén- és energiaforrasként hasznositani (Spain és van Veld, 1983).
Ekkor elegendd lehet a természetes szennyezb anyag csokkenés monitorozasa.

(ii) Amennyiben a természetes biodegradaci6 folyamata nem megy végbe, akkor az
adaptalt mikrobialis kozosség stimulalasa (biostimulacid) megfelel6 megoldas lehet. A
mikroorganizmusok aktivitdsa ugyanis jelentésen javithaté dsvanyi anyagokkal (nitrogén,
foszfor vagy kalium tartalmu miitragyakkal), novekedési faktorokkal, a megfelel oxigén
koncentraci6 (Dupont, 1993) és nedvesség tartalom beallitasaval (Nikolopoulou és
Kalogerakis, 2009).

A tapanyagokon tul egyéb adalékanyagok is kijuttathatéak, melyek els6sorban a biologiai
hozzaférést novelik. Ezen adalékanyagok lehetnek mikrobak altal szintetizalt feliiletaktiv
anyagok (biotenzidek) is. A feliiletaktiv anyagok termelésére szamos mikroorganizmus
képes (Banat és mtsai., 2010). Hasznalatuk el6nye, hogy segitik a hidroféb vegyiiletekhez
valo hozzaférést, diszpergaljak azokat, novelve a mikrobak altal elérheté feliiletet. Ennek
kiemelkedd jelentdsége a vizek karmentesitése soran van (Rosen és Kunjappu, 2012).

A biolégiai hozzaférés novelésének masik lehetséges mddja a ciklodextrinek alkalmazasa.

A ciklodextrin gytlirtiként zarédé oligoszacharid, melynek belsé apolaros lirege képes mas
hidrof6b molekuldkat reverzibilisen magdba zarni. Feliiletén hidroxil csoportok
helyezkednek el, hidrofil tulajdonsagot kolcsondzve a molekulanak. A ciklodextrin hidrofob
komponensekkel alkotott komplexe amfifil tulajdonsdga miatt noveli azok oldhatésagat,
melynek kovetkeztében a lebontdst végzd szervezetek szamara konnyebb hozzaférést
biztosit a szubsztrathoz (Olah és mtsai., 1988; Szejtli, 1988; Bardi és mtsai., 2000; Loftsson
és mtsai., 2005; Leitgib és mtsai., 2008).

(iii) Sok esetben el6fordul, hogy a kézegben nincs a szennyezd anyag lebontasara
képes mikroorganizmus vagy bar jelen van, de azok csiraszama alacsony. Ez esetben

torzsgylijteménybdl szarmazo- (Singer és mtsai., 2005) vagy a szennyezett teriiletrdl izolalt
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(Belotte és mtsai.,, 2003) mikroorganizmusok nagy mennyiségli bejuttatasa sziikséges

(bioaugmentacid) (Perei és mtsai., 2013).

A mikroorganizmusok reakci6 térben valé tartdsanak Kkiemelt jelent6sége lehet
karmentesitések soran (Bayat és mtsai., 2015). Erre alkalmas megoldas a sejtek hordozoba
zarasa (immobilizdldsa). Az immobilizalas sordan a sejtek polimerekbe (alginat, pektin,
karragén) csomagolasa nem csokkenti azok anyagcsere aktivitasat, de megakadalyozza

kimosddasukat (Lin és Wang, 1991; Cassidy és mtsai., 1996unningham és mtsai., 2004).
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1. abra: Mikrobialis sejtek alginat gélbe zarasanak folyamata és el6nyei sematikusan

abrazolva (Internetes hivatkozas 1., 2016)

A fenti lehetdségek kozil a megfelel6 eljaras kivalasztasa nagyon fontos a gyors és kielégitd

eredmény eléréséhez.
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2.5. SZENHIDROGENEK AEROB MIKROBIALIS LEBONTASA

A szénhidrogének mikrobialis lebontasa els6sorban a mikroorganizmusoktél és a
szénhidrogének fizikai-kémiai tulajdonsagaitél fligg. A szakirodalom a legkiemelkeddbb
szénhidrogén lebontd szervezetek kozott tartja szamon az Alcanivorax, Acinetobacter,
Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Oleispira, Pseudomonas, Rhodococcus, nemzetségek
egyes fajait, de talalhatunk szénhidrogén bontékat a Brevibacillus, Geobacillus, Halomonas,
Lysinibacillus, Ochrobactrum nemzetségekben is (Al-Hadhrami és mtsai., 1996; Nazina és
mtsai., 2005a, 2005b; Arulazhagan és Vasudevan, 2009; Reddy és mtsai.,, 2010; Mnif és
mtsai., 2011; Song és mtsai., 2011; Hassanshahian és mtsai., 2012; Patel és mtsai., 2013). E
szénhidrogén bonté szervezetek valtozatos metabolikus aktivitassal rendelkeznek,

els6sorban specifikus enzimeik segitségével képesek a szénhidrogének lebontasara.

A gazolaj gyakori szennyezdanyag, legnagyobb mennyiségben n-alkanokat tartalmaz,
melyek biokonverzidjdban leggyakrabban oxidoreduktdz (EC: 1) enzimek, elsésorban
oxigenazok (EC: 1.13) vesznek részt. Az alkdnok oxidaciéjat altaldban monooxigenazok (EC:
1.13.12) katalizaljak (van Beilen és Funhoff, 2005). A reakciot katalizal6 monooxigenaz
enzim oxigén molekulat felhasznalva alakitja at az alkanokat terminalis uUtvonalon
keresztil, mely folyamat soran primer alkohol képzddik, ami tobb enzimreakcion keresztiil
aldehiddé majd zsirsavva alakul, és végiil a 3-oxidaciés utvonalon metabolizal6dik (2. dbra)
(Ji és mtsai, 2013). Nagyon ritkan taldlkozunk szubterminalis oxidacioval is. Egyes
Aspergillus, Fusarium, Penicillium torzsek esetén mutattdk ki ezt a sajatos lépést (Singh,
2006). Ennek soran az oxigendz enzim az utolsé el6tti szénatomot oxidalja, melynek
kovetkeztében masodrendi alkohol képzdédik, ami ketonna majd észterré alalkul. Az észter
ezutan tovabb oxidalédik primer alkohollda majd zsirsavva ecetsav kilépése kozben (Rojo,
2009). Diterminalis oxidacié soran az alkanok oxidacidja a zsirsavig a monoterminalis
utvonalon keresztiil zajlik. Ezt kévet6en a zsirsav w szénatomjanak hidroxilaciéja majd

tovabbi oxidacioja torténik meg a,w-dikarbonsav keletkezését eredményezve (Rojo, 2009).
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2. abra: Alkanok oxidaci6ja (Rehm és Reed, 1999 alapjan)

A monooxigenaz enzimek kozott a rovid szénlancu alkanok atalakitasaban a metan, propan,
és butan monooxigenazok vesznek részt, mely enzimeket els6sorban a Gordoria-,

Pseudomonas-, Methylisinus és Methylococcus egyes torzseiben mutattak ki (Sluis és mtsai.,
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2002; Baik és mtsai., 2003; Kotani és mtsai., 2003). A hosszabb szénlancu szénhidrogének
lebontasaért a citokrém P450 monooxigenazok és az AlkB tipusu alkdn-1-monooxigenazok
a felel6sek, melyeket legnagyobb szamban az Acinetobacter, Alcanivorax, Pseudomonas és
Rhodococcus torzsekben azonositottak (Maier és mtsai., 2001; Whyte és mtsai., 2002). A 20
szénatomszam feletti alkdnok lebontasaban szintén szerepet jatszhatnak egyes AlkB tipusu
monooxigenazok, de talalhatunk AlmA tipusu enzimeket is pl. a legkivalobb alkdnbontoként
szamontartott Alcanivorax borkumensis torzsben (Wang és Shao, 2012). A gazolaj
monoaromas szénhidrogénjeinek lebontasa, szintén oxigenaz katalizalta reakcidban, az
oxigén molekuldbdl keletkezé hidroxilgyokok egyikének vagy mindkettének aromas
gylrlibe valé beépiilésével kezdddik (monooxigenaz, gylrd hidroxilalé dioxigenaz),
melynek kovetkeztében katekol szarmazék keletkezik. Utobbit gylriihasité dioxigenaz

bontja tovabb (Harayama és mtsai., 1992; Diaz, 2004; Chandrakant és Shwetha, 2011).

Bar a szénhidrogének széles skaldjanak lebontdsara képes mikroorganizmusokat
talalhatunk a kornyezetiinkben, ugyanakkor legtobbszor egy mikroorganizmus csak egy
adott szénhidrogén csoport vagy csak egy adott vegyiilet lebontasara képes. Ennek
kovetkeztében a legtobb szénhidrogén lebonté organizmus csak specidlis esetekben és nem
altalanosan hasznalhat6. A szénhidrogén szennyezések kozvetlen kdrnyezetében, a vilagon
legnagyobb szamban kimutatott Oleispira-, Marinobacter-, Thalassolituus-, Alcanivorax és
Cycloclasticus torzsekrdél (Brooijmans és mtsai., 2009; Yakimov és mtsai, 2007) is
vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a szénhidrogéneket csak szelektiven képesek
bontani (Harayama és mtsai., 2004). Dyksterhouse és munkatarsai (1995) vizsgalataikban
ravilagitottak, hogy az aromas szénhidrogén bont6 Cycloclasticus-ok naftalint, fenantrént,
antracént és toluolt hasznalnak szén- és energiaforrasként, mig az Oleispira és Oleiphilus
torzsek tdlnyomo részt az alifas szénhidrogéneket hasznositjak (Harayama és mtsai., 2004).
Az Alcanivorax borkumensis els6sorban alkanokat, izopréneket (példaul a fitan), alkil-
aminokat és alkil-cikloalkanokat hasznal szén- és energiaforrasként. Sabirova és
munkatarsai (2006) altal végzett vizsgalatok szerint az A. borkumensis proteomjanak
annotalasa felvetette annak a lehetdségét, hogy az alkdn degradacié megvaldsulhat a

termindlis oxidaci6 tobb uUtvonalan Kkeresztiil, melyben szerepet jatszanak alkan-
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hidroxilazok (AlkB), flavin k6t6 monooxigenazok és citokrom P450 oxigenazok, igy a
mikroorganizmust potencidlis 6kologiai elényhoz juttatja a tobbi szénhidrogén lebont6
organizmushoz képest. Ezt tamasztja ala Head és munkatarsai 2006-0s tanulmanya is, mely
szerint az Alcanivorax baktériumok szelektiv el6nnyel birnak a tobbi szénhidrogén bonto
organizmushoz képest, mivel olajszennyezések esetén a szamuk napokon belill jelentésen
megnd, ugyanakkor a populaci6 mérete a szénhidrogének eltavolitasaval ardnyosan
csokken is (Head és mtsai, 2006). Mindezen okok miatt és globalis elterjedésének
koszonhetéen maig a legjelentésebb szénhidrogén bontd nemzetségként jegyzi a

szakirodalom.

2.6. ZSIROS HULLADEKOK MIKROBIALIS KEZELESE

Napjainkban széleskord vizsgalatok folynak a zsiros hulladékok mikrobioldgiai
lebontasa kapcsan. A zsiros hulladékok lebontdsara potencidlisan alkalmas jeloltként irjak
le az Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Microthrix, Nocardia,
Pseudomonas, Staphylococcus, Yarrowia nemzetségek egyes fajait (Markossian és mtsai.,
2000; Suzuki és mtsai., 2001; Sugimori és mtsai., 2002; Hasanuzzaman és mtsai., 2004; El-
Bestawy és mtsai, 2005; Dominguez és mtsai, 2010; Prasad és Manjunath, 2011). A
mikroorganizmusok lipaz enzimeik (EC 3.1.1.3) révén katalizaljak a FOG hulladékok
hidrolizisét vagy biokonverziojat (Pandey és mtsai., 1999, Sharma és mtsai., 2001; Jaeger és
Eggert, 2002). A trigliceridek a lipdz enzimek hatdsara vizmolekuldk segitségével el6szor
digliceridekké-, monogliceridekké majd gliceridekké és zsirsavakka hidrolizalnak. A
gliceridek lebontadsat egy tobb 1épcsés oxidacios folyamat koveti, majd a glikolizisen at
piroszélésavon keresztiil belép a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusba. A zsirsavak lebontdsa [3-
oxidacidval torténik, mely sordn a szénlanc lerovidiil és acetil-koenzim-A-n keresztiil a

Szent-Gyorgyi Krebs ciklusba jut (3. dbra) (Jaeger és Egger, 2002; Ruggieri és mtsai., 2008).
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3. abra: Trigliceridek lebontasi utvonala (Jager és mstai., 2013 alapjan)

Az elmult évtizedben a kutatok szamos torzset izolaltak kiilonb6zé kérnyezeti mintakbdl,
melyeket mar hatékonyan alkalmaztak laboratériumi Kkoriilményeken tal FOG
hulladékokkal terhelt szennyvizek kezelésében is (Wakelin és Forster, 1997; Becker és
mtsai., 1999; Cipinyté és mtsai., 2009; Matsuoka és mtsai.,, 2009; Prasad és Manjunath,
2011; Kumar és mtsai., 2012; Facchin és mtsai., 2013). Ugyanakkor a kutatok jelent6sebb
eredménnyel jar6 biodegradaciot csak konzorciumok alkalmazasa esetén értek el (Wakelin
és Forster, 1997; Keenan és Sabelnikov, 2000; Mongkolthanaruk és Dharmsthiti, 2002).
Tano-Debrah és munkatarsai (1999) 15 kiilonb6zé bakétriumot tartalmazé kultira
olajbont6 képességének vizsgalata soran megallapitottak, hogy a kevert kultira a kezdeti
20 g olaj 73%-at elbontotta 7 nap alatt. Wakelin és Forster (1997) gyorséttermi FOG
hulladékok lebontasat tesztelték tiszta és kevert kulturakban. A vizsgalatok soran
megallapitottak, hogy konzorciumok hasznalataval eredményes biodegradacio érhetd el, de
a tiszta kultaraként alkalmazott Acinetobacter sp. torzs is elbontotta a kezdeti 8 g/L zsir 60-

65%-at. Keenan és Sabelnikov (2000) Acinetobacter sp., Rhodococcus sp. és Caseobacter sp.
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torzseket tartalmazo kultaraval ért el hatékony lipid biodegradaciot. Monkolthanaruk és
Dharmsthiti (2002) Pseudomonas aeruginosa LP602, Acinetobacter calcoaceticus LP009 és a
Bacillus sp. B304 torzseket tartalmazo6 sejtkulturat hasznalt sikeresen zsirban gazdag
szennyviz biokémiai oxigén igényének csokkentése érdekében. A vizsgalatok soran jobb
eredményt kaptak abban az esetben, ha a Bacillus és Pseudomonas torzseket egylittesen
alkalmaztak, mint tiszta kultiraként. Az A. calcoaceticus LP009 hozziadasa szintén novelte
a zsirok eltavolitasi hatékonysagat. Ipari szennyviz zsiros, olajos szennyezéseinek
lebontasat vizsgaltdk El-Bestawy és munkatarsai (2005) Gram-negativ baktériumok
(Pseudomonas sp. L1, P. diminuta L2, P. pseudoalkaligenes L3 és Escherichias sp. L4)
felhasznalasaval. A torzsek képesek voltak a palmaolaj teljes lebontasara és a szabad
zsirsavak szénforrasként valé hasznositasara, de magasabb degradacids aktivitast
detektaltak az L1 és L2 torzsek egylittes alkalmazasakor. Tejipari szennyvizbdl izolalt
Pseudomonas sp., Bacillus sp. és Acinetobacter sp. torzsek zsirbont6 képességét vizsgalva
Loperena és munkatarsai (2009) a kevert kultaraval 93%-os fehérje- és 75%-os zsir
biodegradacidt értek el laboratériumi korilmények kozott. Prasad és Manjunath (2011)
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, Serratia marsescens baktériumok egyedi és kevert kultarainak
biodegardacids hatékonysagat értékelte. A legjobb zsirbonté torzsnek a P. aeruginosa torzs
bizonyult, de a bakterialis konzorcium ennél az egyedi kultaranal is hatékonyabbnak

bizonyult, a szennyviz zsirtartalma 25000 mg/L-r61 80 mg/L-re csokkent 12 nap alatt.

A gombak kozott is taldlhatunk hatékony zsirbonté organizmusokat. Bednarski és
munkatarsai (1994) munkajukban Aspergillus niger, Geotrichum candidum és Mucor miehei
marha- és baromfizsir (30 g/L) lebontasat vizsgaltak. A gombak a marhafaggyu 18%-at, a
baromfizsir 36%-at bontottak el 5 nap alatt. Davin és Quilty (2001) 75%-0s marhafaggy,
Yarrowia lipolytica torzs altali lebontasardl szamolt be. Tilnyomo részt salata olajat és zsirt
tartalalmaz6 élelmiszeripari szennyviz biolégiai kezelését vizsgalta Wu és Wan (2009). A Y.
lipolytica W29 az olaj kezdeti 2 g/L-es koncentracié 93%-at, mig a zsir 85%-at eltavolitotta

optimalis koriilmények kozott 50 ora alatt.
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A vizsgalataim targyat képezd sertés- és baromfizsir lebontasar6l csak igen kevés
tanulmany all rendelkezésiinkre (Walkelin és Forster 1997; Brooksbank és mtsai., 2007),

mely alatdmasztja kutatasom jelentdségét.

2.7. OLDOSZER TOLERANS BAKTERIUMOK

Az oldoszer tolerans baktériumok viszonylag Uj csoportja az extremofil
mikroorganizmusoknak. Ismert tény wugyanis, hogy mar igen alacsony olddszer
koncentraci6 is mérgez6 a legtobb mikroorganizmus szamara, mivel az olddszerek
felhalmoz6dnak a membran lipid kettds rétegben megvaltoztatva a sejtek strukturalis és
funkcionalis integritasat (de Bont, 1998; Sardessai és Bhosle, 2004). Bar vannak olyan
mikroorganizmusok, melyek képesek a toxikus szerves oldoszerek asszimilaldsara, de csak
abban az esetben, ha az adott vegyiilet nagyon alacsony koncentraciéban van jelen. Az
oldészer tolerans baktériumok kiillonb6z6 adaptaciés folyamataik révén (kisebb
permeabilitas, rigidebb membran, csokkent hidroféb sejtfelszin jelleg) képesek tolerdlni a
nagy toxikus anyag koncentraciot (Sardessai és Bhosle, 2004). A legtobb eddig leirt szerves
oldoszer tolerans baktérium a Pseudomonas nemzetségbe tartozik, tobbek kozott az 1989-
ben els6ként Inoune és Horikoshi altal leirt Pseudomonas putida IH-2000 torzs is, mely bar
képes volt 50% toluol koncentraci6 jelenlétében szaporodni, de azt szén- és
energiaforrasként hasznositani nem (Inoue és Horikoshi, 1989). A 90-es évek elején
Cruden-, Weber-, Ramos- és munkatarsai tovabbi olyan P. putida torzseket irtak le, melyek
kétfazisu (oldoszer-viz) rendszerekben toleraltdk a xilolt, toluolt és sztirolt, de a benzolt
nem (Cruden és mtsai., 1992; Weber és mtsai., 1993; Ramos és mtsai., 1995). Ezzel szemben
Moriya és munkatarsai (1993) benzol tolerans Flavobacterium-ro6l szamoltak be, a térzs 5%
benzol jelenlétében képes volt novekedni, de lebontani azt nem. Ogino kutatécsoportja
olyan P. aeruginosa torzseket mutatott be, melyek oldoszer tolerans lipolitikus- és
proteolitikus enzimek termelésére is képesek voltak (Ogino és mtsai., 1994;1995). Benzol
tolerans Rhodococcus fajhoz tartozo torzset izolalt Paje és munkatarsai (1997) szennyezett
talajbol. A torzs a kezdeti 200 ppm benzol jelenlétében jol ndvekedett, s6t 95%-os lebontast
is eredményezett. Na és munkatarsai (2005) 22 db benzol tolerans Rhodococcus opacus

torzset izolaltak, melyek koziil egy torzs, a R. opacus B4 torzs a benzolon tul képes volt
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tovabbi olyan aromas és alifas szénhidrogének 10%-o0s koncentracidjanak jelenlétében
novekedni, mint a toluol, etil-benzol, xilol, hexan, dekan, oktan, ciklohexan. Oldd4szer
tolerans Bacillus torzseket is leirtak a kutaték az elmult évtizedekben. A Bacillus sp. BC1
torzs kloroform- (Sardessai és Bhosle, 2003), a Bacillus sp. SB1 butanol- (Sardessai és
Bhosle, 2002), mig a Bacillus cereus R1 hexan és toluol (Matsumoto és mtsai., 2002)

toleransnak bizonyult.

A kutatdk sok éven at azt gondoltak, hogy olyan kérnyezetben ahol nagy mennyiségben van
jelen szerves olddszer, ott mikroorganizmusok nem élnek meg a széls6séges kornyezet
miatt. A legjabb kutatasi eredmények azonban e hipotézist cafoljak.

A BP brit olajipari vallalat Deepwater Horizon olajkitermel6 platformjanak 2010-es
katasztrofajakor tobb szazmillio liter olaj 6mlott a Mexikoi-6bol vizébe (Hayworth és mtsai.,
2011). A Federal Interagency Solutions csoport 2010-es adatai szerint a kiomld olaj
mennyisége 779 millid liter volt, melynek egy része 1000-1300 m mélységbe is lejutott a
tengerbe. A magas szénhidrogén tartalom dramai hatassal volt az 6shonos mikrobialis
kozosség Osszetételére (Hazen és mtsai., 2010; Redmond és Valentine, 2012). A kutatok
legnagyobb szamban Oceanospirillum sp., Cycloclasticus sp., Colwellia sp., Rhodobacterales
sp., Pseudoalteromonas sp. térzseket azonositottak a szennyez6dés kornyezetében (Mason
és mtsai, 2012; Reddy és mtsai, 2012; Redmond és Valentine, 2012), melyek
feltételezhetben nem csak tolerdltdk a nagy koncentraciéban jelenlévé toxikus
szénhidrogéneket (Camilli és mtsai.,, 2010; Hazen és mtsai., 2010), de részt is vettek azok

lebontasaban - de csak nagyon lassan.

Meckenstock és munkatarsai 2014-es munkajukban bemutattdk a vilag egyetlen
természetes aszfalt lel6helyébdl, a dél-nyugat Trinidadban talalhat6 Pitch Lake-bdl (Szurok
t6) vett minta mikrobialis Osszetételét. Feltételezték, hogy magaban az olajtestben és az
abban taladlhat6 vizcseppekben mikrobidlis élet lehetséges. A vizsgalati eredmények
igazoltak feltételezéseiket, jelent6s szamu mikrobat detektaltak a vizcseppekben és az azt
koriilvevd olajban is. A mikrobioldgiai diverzitast megvizsgalva megallapitottak tovabba,
hogy azok valtozatos Osszetételt mutatnak. A vizcseppekben, legnagyobb szamban a

Burkholderiales- és Enterobacteriales rend tagjait mutattak ki, de nagy szamban detektaltak
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a Bacteriodales-, Rhodospirillales- és Sphingomonadales rendekbe tartozé baktériumokat is.
Lényegesen Kisebb szamban a Thermotogales- és Nitrosomonadales rendbe tartozo
mikroorganizmusokat is azonositottak. Az olajmintak mikrobialis 0sszetétele a
vizcseppekben azonositottakkal nagyfokd hasonlésagot mutatott (Meckenstock és mtsai.,

2014).

Gazolajbol és faradtolajbdl izolalt torzseket mind ez idaig nem irtak le.

2.8. A RHODOCOCCUS NEMZETSEG ALTALANOS JELLEMZESE

A Rhodococcus nemzetség az Actinobacteria osztaly, Actinomycetales rend,
Nocardiaceae csaladjdba tartozik és tobb mint 40 baktérium fajt foglal magaba. A
Rhodococcusok aerob, Gram-pozitiv, nem mozgékony baktériumok, morfolégidjukat
tekintve palca formajuak, melyekre a szakirodalomban a nocardioform kifejezés utal (Bell
és mtsai., 1998; Su és mtsai, 2016). Széles korben elterjedtek, a legkiilonfélébb helyekrol
izolaltak mar torzseket, pl: talajbdl, talajvizbdl, tengeri iiledékbdl, allati tragyabol,
novényekbdl, de még egészséges és beteg allatokbdl is. Ezek a baktériumok rendkiviil
ellenalléak, konnyen adaptalédnak a kedvezdtlen koriilményekhez, igy nem meglepd, hogy
izolaltak mar torzseket szennyezett teriiletekrdl is (Warhurst és Fewson, 1994; Bell és
mtsai., 1998). A Mycobacterium nemzetséghez hasonléan sejtfaluk mikolsavakat tartalmaz,
melyek hosszi szénldncainak hidrofébicitdsa segiti a hidroféb vegyiiletekhez vald
hozzaférésben (Daffe és mtsai., 1993; Barry és mtsai, 1998). Feliiletaktiv anyagok
(trehalolipidek) termelésére is képesek, melyek tilnyomé részt sejtfal-kotottek, de egyes
fajai képesek a seftfal-fliggetlen forma termelésére is. Ezen feliiletaktiv anyagok szintén
segitik a sejteket a vizoldhatatlan vegylilet hozzaférésében. Fajai gazdag enzimkészlettel
rendelkeznek, melynek koszonhetéen képesek példaul oxidacios folyamatok katalizalasara
is. A Rhodococcus erythropolis DCL 14 torzsben azonositottak olyan monoxigenaz
enzimeket, melynek segitségével a torzs képes volt a motorolaj szénhidrogénjeinek a
lebontasara (de Carvalho és da Fonseca, 2005a). Egyes fajai egyedi dehidrogenaz enzimeket
termelnek. A R. erythropolis SQ1 torzs harom olyan dehidrogenaz enzimmel is rendelkezik,

melyek a tiokarbamat tipust eptdm lebontasaban jatszanak szerepet (van der Geize és
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mtsai., 2008). Kulikova és Bezborodov (1999) az epoxidacié folyamatat is azonositottak R.
erythropolis 3/89 torzsben, melynek enzimei az etilén epoxidacidjat végzik. R. erythropolis
1CP torzs a dehalogenizacio6 folyamatara is képes. A torzs dehalogenaz enzimei segitségével
fluormentesiti a fluorofenolt (Bondar és mtsai, 1998). A deszulfurilacié folyamatat
azonositottdk a Rhodococcus sp. IGTS8 torzsben, mely kénigényét heterociklusos
vegyiiletekbdl képes biztositani (Gray és mtsai., 1996).

A fentiekben emlitett tulajdonsagoknak kdszonhetéen a Rhodococcus nemzetség
biotechnoldgiai-, bioremediacios jelentdsége egyre nagyobb teret nyer napjainkban. Egyes
fajai képesek az olyan toxikus vegytlileteket szén- és energiaforrasként hasznositani, mint az
alifas- és aromas szénhidrogének, halogénezett vegyiiletek, klérozott policiklikus aromas
szénhidrogének, poliklorozott bifenilek, nitroaromasok, nitrilek (Di Gennaro és mtsai.,
2001; Nga és mtsai., 2004; Takeda és mtsai., 2004; de Carvalho és da Fonseca, 2005b; Lee és
mtsai., 2009).

Meglepd, hogy a legfrissebb tanulmanyokat attekintve, a nemzetségnek szinte csak a
szénhidrogén bont6 képességét tanulmanyoztak (Kim és mtsai., 2002; Karpenko és mtsai.,
2006; Huang és mtsai., 2008; Auffret és mtsai., 2009; Kuyukina és Ivshina, 2010; Liu és Liu,
2011; Song és mtsai., 2011, Laczi et al, 2015). A Rhodococcus-ok lipidbonté képességét
mind ez idaig nem aknaztak ki. Dolgozatom elkésziiltéig csupan két publikacio sziiletett
(Wakelin és Forster, 1997; Nagarajan és mtsai., 2014), melyek a nemzetség két eltérd

fajanak élelmiszeripari hulladékbonté képességét vizsgaltak.
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3. CELKITUZESEK

A kornyezetiinkben megjelend hidroféb tulajdonsagi szennyezd anyagok a mai
napig komoly természetvédelmi és egészségligyi problémat jelentenek. Hazankat e
tekintetben, legnagyobb mennyiségben a kéolaj eredeti gazolaj és az élelmiszeripari zsiros
hulladékok (els6sorban sertés- és baromfizsir) érintik.
Munkam soran elsddleges célom, hogy e szennyez6 anyagok eltavolitasara kornyezetbarat
megoldast kinaljak. Vizsgalataim alapjat a mikroorganizmusokat felhasznalo
bioremediacios eljardsok képezik. Modellorganizmusom a Rhodococcus nemzetségbe
tartoz6 Rhodococcus erythropolis MK1 torzs.
Dolgozatom négy nagyobb egységre bonthatd. Ezen egységeken beliil az alabbi specifikus

céljaim a kovetkezdk:

I. Gazolaj mikrobialis bontasa

A gazolaj lebontdsanak vizsgalata soran els6ként a R. erythropolis MK1 torzs aktiv
anyagcseréjét kivAdnom igazolni, majd a léptéknovelés elvét alkalmazva mikrokozmosz
kisérletek segitségével fogom vizsgalni a torzs gazolajbontd képességét vizes- és talajos
fazisban egyarant. A terepi viszonyok szempontjabdl komoly jelent6sége van az alkalmazott
mikroorganizmusok adott térben val6 tartasanak illetve a hidroféb komponensekhez val6
hozzaférhetdség biztositasanak. Ennek érdekében célom tanulmanyozni, hogy a
szénhidrogén bontas hatékonysaga vizes fazisban novelhet6-e ciklodextrin hozzaadasaval
valamint azt, hogy a sejtek hordozoba zarasa befolyasolja-e a biodegradacié hatékonysagat.
Kutatasom egyik alapvetd célja egy gazolajjal szennyezett talaj kdirmentesitésére alkalmas
bioremediacios eljaras kidolgozasa. A karmentesitésben hasznalni kivant bioremediacios
technoldgidkat (bioaugmentacid, biostimulaci6) laboratériumi Kkoriilmények kozott
tervezem modellezni. Ezen eredményekre tdmaszkodva célom egy gazolajjal régéta
elszennyezett talaj gyors és hatékony kdrmentesitése. Kutatasaimat boviteni szeretném egy
friss szennyezést és annak karmentesitését modellezd kisérlettel is. Ennek oka, hogy
mindennapjainkban az lizemanyagok transzportja, helytelen tarolasa soran a mai napig

elé6fordul nagyobb mennyiségili nyersolaj, gazolaj kornyezetbe jutdsa, melyre gyors
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remediaciés beavatkozast célszeri alkalmazni a kornyezet jelent6sebb karosodasanak

elkeriilése miatt.

II. Csirke- és sertészsir mikrobialis bontasa

A munka soran koévetkezé célom, hogy bebizonyitsam az MK1 torzs - a dizel olaj
tipusu szennyezddéseken kiviil képes lehet olyan zsiros hulladékok hasznositasara is, mint
a csirke- és sertészsir. Els6ként vizsgalni fogom a bontasban résztvevd lipaz enzimek
jelenlétét, majd célom tanulmanyozni, hogy a torzs képes-e aktiv anyagcserét folytatni az
egyedili szén- és energiaforrasként alkalmazott zsiros hulladékok jelenlétében. Célom
megvizsgalni tovabba a biokonverzi6 kinetikajat illetve azt, hogy a zsirsavisszetétel hogyan
befolyasolja a biodegradaciét. Az MK1 torzs zsirbonté képességét egy alternativ torzzsel
kivinom 0Osszehasonlitani. Vizsgalataimat Kiterjesztem a bontasi korilmények

optimalizalasdara is az elérhet6 legjobb biodegradacié érdekében.

III. A hidroféb szennyez6 anyagok bontasaban részt vevd gének vizsgalata, a R.
erythropolis MK1 torzs genomszekvenalasa

A hidroféb szennyezd anyagok sikeres lebontasat kovet6en tovabbi célom, hogy
megismerjem a vizsgalt torzs genomjat, melynek segitségével atfogd képet kaphatok a

szennyezd anyagok atalakitdsaban részt vevd enzimeket kddol6 génekrol.

IV. Elet az olajban: Gj extremofil baktérium torzsek izolalasa, jellemzése

Hidroféb kornyezetet kedvel6 mikroorganizmusoknak jelentds szerepe lehet
biokonverzids eljarasokban, ezért célom gazolajbdl és faradt olajbél mikroorganizmusok
izolalasa, majd az 1j izolatumok fiziologiai- és fenotipusos tulajdonsagainak meghatarozasa.
F6 célom megvizsgalni, hogy az izolalt mikroorganizmusok milyen mértékben képesek a
gazolajat tolerdlni, képesek-e aktiv anyagcserét folytatni akar ,tomény” (vizet nem

tartalmazd) gazolajban is.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A KISERLETEK SORAN FELHASZNALT ANYAGOK

Luria-Bertani tapoldat (késdbbiekben LB): 10 g/L tripton, 5 g/L éleszt6kivonat, 10 g/L
NacCl.

LB taplemez: Luria-Bertrani Broth tapoldat 15 g/L Bacto agarral kiegészitve.

Minimal sés tapoldat (késébbiekben MST): 0,68 g/L KH,P04, 0,87 g/L K:HP04, 0,58 g/L
NaCl, 0,125 g/L MgS04+ x 7H:0, 0,044 g/L CaCl: x 2H20, 0,0012 g/L NH4NOsz, 0,014 g/L
FeSO4 és 2 ml/L SL 6 mikroelem torzsoldat, melynek 6sszetevéi 0,1 g/L Zn SO4 x 7H20; 0,03
g/L MnCl; x 7H20; 0,3 g/L H3BO4; 0,2 g/L CoClz x 6H20; 0,01 g/L CuCl; x 2H20; 0,02 g/L
NiClz x 6H20; 0,03 g/L NaMoO4 x 6H20. A tapoldat kémhatasat semleges értékre allitottam
(pH=7,0).

MST taplemez: Minimal sés tapoldat 15 g/L Bacto agarral kiegészitve.
Fizioldgias séoldat: 9 g/L NaCl
Sertés- és csirkezsir: Bolti forgalmazasu termékek (Magyarorszag).

Gazolaj: MOL Nyrt, (Magyarorszag). A mintdk egyedi analitikijat nem adtdk meg, sajat

meérésem alapjan f6ként Cg-Cz2 szénatomszamu szénhidrogéneket tartalmaz.

Faradt olaj: Az Uj Elet Mezdgazdasagi Szovetkezet (Székkutas, Magyarorszag) gépjavito
telephelyérdl szarmazik. A faradt olaj pontos 0Osszetételét nem adtdk meg, féként a

gépjarmiivek kopascsokkentéséhez hasznalt kendolajokat és kendzsirokat tartalmaz.

Véletlenszeriien metilezett ciklodextrin (kés6bbiekben RMCD): Munkam soran
véletlenszeriien metilezett 3-ciklodextrint hasznaltam hozzaférést javité adalékanyagként,
melyet Dr. Fenyvesi Eva biztositotta a szdmomra, melyet eziton is koszénok (Cyclolab

Ciklodextrin Kutatd, Fejleszt6 Laboratérium Kft. Budapest).
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Immobilizalé matrix: Natrium-alginat (Molar Chemicals Kft, Magyarorszag)

A Kkisérletekben felhasznalt mikroorganizmus térzsek
Rhodococcus erythropolis MK1 torzs (kés6bbiekben MK1 torzs): A torzs a Szegedi
Tudomanyegyetem Biotechnoldgiai Tanszék torzsgylijteményébdl szarmazik. A torzset a

tanszék munkatarsai izolaltak szennyezett talajbol.

Rhodococcus erythropolis PR4 torzs (késébbiekben PR4 torzs): A torzs a japan National
Institute of Technology and Evaluation Biological Resource Center gytijteményébdl
szarmazik (NBRC 100887). A torzset Komukai-Nakamura és munkatarsai izolaltdk a
Csendes-0ceanbol, a japan Okinawa sziget déli partjainal (Komukai-Nakamura és mtsai.,

1996).

Szénhidrogént tartalmazo6 kozegekbdl izolalt Rhodococcus- és Pseudomonas nemzetségbe

tartozd KAF és KAG jelzéssel ellatott torzsek: Jelen tanulmany.

4.2. A TORZSEK NOVESZTESI KORULMENYEI

A torzseket LB tdplemezen tartottam fenn 4 °C-on a napi munkakhoz, majd a
kisérletekhez a sejteket minden esetben LB tadpoldatban szaporitottam fel (starter kultira)
24 °C-on 150 rpm razatasi sebesség mellett, 1 nap alatt. A felndvesztett starter kulturakat
ezt kovetéen 13.000 rpm sebességgel, 4 °C-on 10 percig centrifugaltam, majd kétszer
fiziologias so6oldattal (0,9% m/v) mostam. E baktérium inokulumok optikai denzitasat
minden esetben ODgoo=1,0 értékre allitottam be a kisérlet céljatol fliggéen minimal sds
tapoldattal (MST) vagy fizioldgias sooldattal. A tovabbiakban a kisérletekhez az

inokulumokbdl 1% (v/v) koncentraciéban oltottam le.

4.3. GAZOLA] BONTASI KORULMENYEINEK VIZSGALATA

A gazolaj biologiai lebontdsdhoz a MK1 torzset hasznaltam. A gazolaj lebontasat
laboratoriumi mikrokozmosz kisérletekben és terepen is megvizsgaltam, a kisérleti

elrendezéseket az alabbi alfejezetekben foglalom 6ssze.
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4.3.1. LABORATORIUMI MIKROKOZMOSZ KiSERLETEK

Az MK1 torzs gazolajpbonté képességét MST tapoldatban és talajban is

megvizsgaltam laboratériumi aerob koriilmények kozott.

Folyadékkulturaval végzett kisérletek

Az MK1 torzset 1% (v/v) koncentracioban szabadsejtes vagy immobilizalt
(bezarasos) formaban (1 g nedves sulyd gyongy) oltottam le 20 ml MST tapoldatba.
Egyediili szénforrasként 1% (v/v) gazolajat alkalmaztam. A kisérlet céljatol fliggben a
mintdimat 0,1 g/L koncentraciéban véletlenszeriien metilezett B—ciklodextrinnel (RMCD)
egészitettem ki. A mintdkat 24 °C-on 1 hétig razatva novesztettem (150 rpm) majd a sejtek
respiracios aktivitasat gazkromatograffal (GC) vizsgaltam, mig a gazolaj koncentraciojat

gazkromatograffal kapcsolt tomegspetkrométerrel (GC-MS).

Immobilizalt sejtek 1étrehozasa: A sejtek immobilizalasa soran els6 1épéseként 1,5%-
os natrium-alginat oldatot (100 mg/l1 Na2;EDTA oldatban oldva) készitettem. Az oldathoz
5:1 (oldat:sejt) aranyban hozzakevertem a sejteket (10° db sejt/ml). Az elegyet 6vatosan
homogenizaltam, majd 1 mm atmérdgji kapillaris segitségével 1,5%-os CaCl: oldatba
csepegtetéssel gyongyoket hoztam létre (Smidsrod és Skjak-Break, 1990). A gyongyoket ezt
kovetéen 50 mM CaClz oldatban két 6ran keresztiil szobahdmérsékleten lassu keverés
mellett inkubaltam, majd 150 mM NaCl és 5 mM CacCl; tartalmu oldattal kétszer alaposan
atmostam, a gyongyok felliletére kitapadt sejtek eltavolitdsanak érdekében. 20 ml MST
tapoldathoz 1 g nedves sulyu gyongyot adtam.
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Talajos kozeggel végzett kisérletek

Laboratériumi kisérletek soran 160 ml-es hypo-vial livegekbe 50 g sterilizalatlan
talajt 1% (v/v) gazolajjal elszennyeztem, majd fiziolégids séoldatban felvett 1% (v/m)
baktérium szuszpenzidval egészitettem ki. A talaj nedvességtartalmat csapvizzel 20%-ra
allitottam be. A kontroll mintak MK1 torzset nem tartalmaztak. A tapanyaggal el4segitett
biodegradaciét modellez6 mintdk esetén az MK1 torzset MST tdpoldatban felvett
szuszpenzid formajaban adtam a talajhoz 1% (v/m) mennyiségben. A mintakat 24 °C-on 1
hétig inkubaltam. A talaj gazolaj tartalmat egy hét utan extrakciét kovetéen GC-MS

késziilékkel vizsgaltam.

4.3.2. TEREPI KiSERLETEK

A terepi kisérletek sordn gazolajjal szennyezett talaj mikrobiolégiai kdrmentesitését
valamint friss gazolajszennyezés modellezését hajtottam végre, melyet az U] Elet
Mezo6gazdasagi Szovetkezet (Székkutas 361/1 hrsz, Magyarorszag) telephelyén allitottam

0ssze.

A terepi karmentesitési munkalatok Kivitelezése

A terepen modellezett karmentesitési munkardl készitett szemléltet6 képeket az 1.
szamu melléklet tartalmazza (1-8. képek). A kisérleteimhez a szovetkezet gépjavito
telephelyérdl szarmazé gazolajjal szennyezett talajt (TPH=671 mg/kg) hasznaltam (1. kép).
A munkalatok sordn a talajbdl, egyenként 2 m3-es halmokat alakitottam ki (4. kép),
melyeket egymastdl 30 cm tavolsagra helyeztem el (5. kép) az el6zetesen 3 mm vastagsagu
PVC félidval lefedett munkateriiletre (2. kép). A halmok kialakitdsat megel6zden a
szennyezett talajt 5 g/kg szalmaval kevertem be (3. kép). Két halomba a friss szennyezés
modellezéséhez 2800 mg/kg gazolajat juttattam ki 30-35 cm mélységl, egymastol 20 cm
tavolsagra elhelyezett, 5 db furaton keresztiil (6. kép).
A szennyezett halmok karmentesitésére biostimuldciét és bioaugmentaciét hasznaltam.
Biostimulacié soran a talajt 1 L MST tapoldattal locsoltam (8. kép) gy, hogy egyidejiileg a
talaj nedvességtartalmat is bedllitottam (az 1 L MST tadpoldatot kiegészitettem annyi

csapvizzel, mely a 20% nedvességtartalom beallitasahoz sziikséges, mellyel a tdpanyagok
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jobb eloszlatasat is biztositottam). Bioaugmentacié soran a halmokat 5*108 db sejt/ml MK1
torzset tartalmazo oltéanyaggal kezeltem (7. kép). A kisérlet keretében kialakitott halmok

Osszetételét és az alkalmazott kezeléseket a 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat: A terepi kisérlet soran kialakitott halmok dsszetétele és az alkalmazott
kezelések. +: jeldli a szennyezést illetve a kezelés tipusat. -: jeldli, ha a halomra nem igaz az
adott paraméter

Halmok Régi szennyezés s
a _ szennyezés Bioaugmentacié | Biostimulacié
sorszama | (TPH=671 mg/kg) (TPH=3471 mg/kg)
1. + - - -
2. + - - +
3. + + - +
4. + - +
5. + + +

Kornyezeti mintavételezés

A foldhalmokbdl torténé mintavételezéskor az MSZ 21470-1:1998, MSZ EN ISO
5667-1:2007 magyar szabvanyokban foglaltak voltak az iranyaddk. A bolygatatlan
mintavételezést 3 hetente végeztem egy munkahalom 9 kiilonb6z6é pontjan (2. szamu
melléklet). A talajmintdk laborba szallitasat kovetSen a horizontalisan egybetartozo
mintavételi pontokban gy(ijtott talajmintakat homogenizaltam, majd 100 g talajminta
szénhidrogén tartalmat extrakciét kovetéen GC-MS késziilékkel vizsgaltam. A szénhidrogén
koncentraciok minden esetben a kromatogramok osszes csucsa alatti teriiletébdl lettek
szamolva. Az analitikai folyamat validalasahoz az elméleti és a gyakorlatban, gazolajjal
frissen szennyezett talajban kisérletesen mért szénhidrogén koncentraciok lettek
0sszehasonlitva (a kapcsolat linedris volt a 0-10000 mg/kg tartomanyban (r?=0,999)). Egy

tipikus kromatogram és kalibracios gorbe a 3. melléklet A és B abrain lathatoak.
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4.4, 7ZSIROK BONTASI KORULMENYEINEK VIZSGALATA

A zsirok (csirke- és sertészsir) lebontasanak vizsgalatahoz az MK1 torzset és PR4
alternativ torzset hasznaltam.
Az MK1 torzs lipaz enzimeinek jelenlétét Rajan és mtsai., 2011-es leirasa alapjan végeztem.
A korabbiakban starter kultirabdl el6készitett inokulumokat (4.2. fejezet) 20 ml, MST
tdpoldatba oltottam. Egyediili szén- és energiaforrasként 1% (m/v)-ban sertés- vagy
csirkezsirt adtam a tapoldathoz. A zsirokat felhasznalds el6tt autoklavban 1 6ran at
sterilizaltam. A sejtek respiraciés aktivitasat 125 ml-es zart hypo-vial tlivegekben
vizsgaltam fizioldgias koriilmények (pH=7,0) kozott.
A bontasi korilmények optimalizdlasa soran a tapoldat pH-jat NaHCOsz-al (10,08 g/L)
stabilizaltam.
A bontas soran a trigliceridekben bekovetkezd valtozasokat valamint a keletkez6 kozti
termékeket vékonyréteg kromatografiaval vizsgaltam Cipinyté és munkatarsai, 2009-es
leirasa alapjan.
A mintak Osszeallitasat kovetden a sejteket minden esetben 1 hétig, 150 rpm sebesség

mellett razatva novesztettem 24 °C-on.

4.5. MK1 TORZS GENOMI DNS VIZSGALATA

A torzs genomi vizsgalatdhoz tartoz6 munkakat Laczi Krisztidnnal k6zosen végeztiik,

azonban a kés6bbiekben mas-mas célllal analizaltuk a genomot.

4.5.1. GENOMI DNS IZOLALAS

Az MK1 torzs genomi DNS izolalasat Maniatis és munkatarsai, 1982-es leirasai
alapjan végeztiik az alabbi moédositasokkal. Az el6zetesen LB tapoldatban felnovesztett
sejteket 1 mg/ml ampicilin jelenlétében szombahdmérsékleten 2 6ran keresztiil inkubaltuk.
A kultara centrifugalasat (13.000 rpm, 10 perc, 4 °C) kovetden a sejteket 50 mg/ml lizozim

oldattal kezeltiik 37 °C-on. A sejtek ismételt centrifugalasat kovetden a csapadékot genomi
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[. oldatban (10 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 0,5% SDS) vettiik fel, majd alacsony
razatasi sebesség mellett 30 percig inkubaltuk. A protedz K és Rnaz A kezelést kovetden a
mintat fenol: kloroform (1:1) elegyével 6tszor kezeltiik, majd a DNS-t 90% -os (v/v)
jéghideg etanollal csaptuk ki, 300 mM natrium-acetat jelenlétében. 70% (v/v)-os etanolos
mosast kovetéen a tisztitott DNS-t vizben feloldottuk, majd felhasznalasig -20 °C-on

taroltuk.

4.5.2. GENOMI DNS SZEKVENALASA

A genomi DNS-t a Roche leirdsai alapjan nebulizator késziilékkel (Rapid Library
Preparation Manual GS FLX+/XL+, May 2011) daraboltuk fel. A konyvtar készitését TruSeq
DNA PCR Free Library Preparation LT Kittel (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) készitettiik
a lefrasoknak megfelel6en, a szekvenalast az Illumina MiSeq késziilékkel végeztiik MiSeq

Reagent Kit v3 segitségével.

4.5.3. BIODINFORMATIKAI MODSZEREK

A FASTQ formatumban kapott szekvencia adatok 6sszeszerelése MIRA 4 assembler
(Chevreux és mtsai.,, 1999) segitségével tortént. A szekvenalds soran nyert szekvenciak
mindségi analizise és térképezése CLC Genomic Workbench 7.5 program (Qiagen Aarhus
A/S, Aarhus Denmark) segitségével tortént. A térképezés soran a program alapbeallitasait
hasznaltuk és a nem térképez6dott szekvencidkat kiilon osszegytijtottiik. Az 6sszerakott
szekvencidkat a RAST 2.0 szerveren annotaltuk (Overbeek és mtsai., 2014), a szekvencia

illesztéshez a BLAST adatbazist hasznaltuk (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.6. U] BAKTERIUM TORZSEKKEL VEGZETT KISERLETEK

4.6.1. A TORZSEK IZOLALASA, SZELEKTALASA, AZONOSITASA

Gazolajbol és faradt olajbdl 10-10 pl-t LB taplemezre szélesztettem, majd a felndtt

telepekbdl tobbszords atoltast kovetden tiszta tenyészeteket hoztam létre. Az egyes
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lemezeken feln6tt unikalis tenyészeteket 1% (v/v) gazolajat tartalmaz6 MST taplemezen
szelektaltam.

Az Uj baktérium torzsek azonositasahoz azok 16S rDNS szekvenciait hasznaltam. Az LB
tapoldatban felszaporitott tiszta tenyészetekbdl a DNS-t GenElute Bacterial Genomic DNA
Kit-el (Sigma, kat. szam: NA2110-1KT) a gyarto elirasainak megfelelden tisztitottam. A
DNS szakasz polimeraz lancreakciéval (PCR) torténé felsokszorozasahoz f27 (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) és r1492 (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) univerzalis
primereket hasznaltam. A PCR reakci6 elegy 6sszetétele az alabbi volt: 1 ul templat DNS, 5
ul f27 primer, 5 pl r1492, 5 pul ANTP, 0,5 pl DyNAzyme enzim (Finnzymes), 5 ul DyNAzyme
puffer (Finnzymes). A reakciot Eppendorf RS 232 tipusu késziilékben végeztem az alabbi
koriilmények kozott 30 ciklussal: denaturacio 95 °C-on 1 percig, hibridizacié/annealing 52
°C-on 1 percig, elongacié 72 °C-on 1 percig majd a reakciét 1 ciklusu 5 perces 72 °C-os
lépéssel fejeztem be. A PCR termékeket horizontdalis agar6z-gélelektroforézissel vizsgaltam
1xTAE pufferben (4 mM TRIS-acetat, 1 mM EDTA pH = 8,0) 1%-o0s agar6z gélben 100 mV
fesziiltség mellett. A DNS gélbdl torténé izolalasat a Fermentas DNA Extraction Kittel
(kat.szam: KO0513) végeztem a gyartd el6irdsait kovetve. A mintdk szekvencia
meghatarozasat a Macrogen Corporation (Amszterdam, Hollandia) végezte. A kapott
szekvencidkat az NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) adatbazisaban
talalhat6 rDNS szekvenciakkal hasonlitottam Ossze.

A 16S rDNS szekvencidk filogenetikai vizsgalata MEGA 6.06 szoftver segitségével tortént. A
szekvencidk tobbszoros illesztését a szoftverbe beépitett ClustalW algoritmussal hajtottam
végre az alapértelmezett beallitdsokkal. A filogenetikai fa megrajzolasa a Maximum
likelihood modszerrel tortént. A filogenetikai tesztet Bootstrap mddszerrel végeztem el 100

ismétléssel.
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4.6.2. AZ AZONOSITOTT TORZSEK MORFOLOGIAI-ES FENOTIiPUSOS
VIZSGALATA

VA

kovetéen Olympus BX 53 tipusu mikroszkép segitségével-, mig a koldniakat két napos
tenyésztést kovetéen LB tapagaron vizsgaltam.

A torzsek hoémérsékleti preferencidjat 1 napos tenyészeteken, LB tapoldatban
tanulmanyoztam 5- 42 °C inkubaciés hdmérséklet kozott.

A nagy sokoncentracié (3,5% (m/v) NaCl) novekedésre gyakorolt hatasat LB tapoldatban
torténd egy napos novesztést kovetden vizsgaltam. A szénhidratokbol torténd savtermelést
(metilvoros reakcid), katalaz-, oxidaz tesztet, uredz aktivitast, a nitrat-nitrit redukciot,
keményito hidrolizist, a gliikz aerob és anaerob fermentacidjat (OF teszt), tovabba az indol
termelés vizsgalatat Cowan és munkatarsai, 2004-ben megjelent publikacidja alapjan
végeztem. A torzsek lipaz aktivitasat agar lemezen Rajan és munkatarsai (2011) leirasa

alapjan tanulmanyoztam két napos novesztést kovetden.

4.6.3. OLDOSZER TOLERANCIA VIZSGALATA

A 4.2. pontban leirtaknak megfeleléen el6készitett inokulumot és 1% (v/v)
koncentracioban 20 ml sterilre szilirt (0,22 pum) gazolajat tartalmaz6 120 ml-es hypo-vial
tivegekbe oltottam. A kisérlet céljatol fliggéen mintaimat az MST tapoldatnak megfelel6
koncentracioban asvanyi sok vizes oldataval egészitettem ki, melynek viztartalma igy a
teljes térfogat 11,3%-a volt. Az livegek lezarasat kovetéen 25 °C-on, 150 rpm razatasi
sebesség mellett egy hétig novesztettem. Egy hét utan mértem a mintak gazterének szén-
dioxid koncentracidjat gazkromatograf segitségével.

A legnagyobb akitivitast mutaté KAG C torzs szaporodasi dinamikajanak vizsgalatat
olajos fazisban Goldman és Green, 2008-as éldsejtszam meghatarozas modszerének (CFU)

leirdsa alapjan végeztem.
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4.7. ANALITIKAI MODSZEREK

4.7.1. SZENHIDROGENEK KIMUTATASA

A mintdk szénhidrogén tartalmat folyadékmintak és talajmintak esetén is 1:1 aranyu
diklormetannal extrahaltam 2 6ran keresztiil intenziv razatas mellett. Talajmintdk esetén
az extraktumot a talajszemcséktdl sziiréssel (2 pm szlird) valasztottam el. A mintak
szénhidrogén tartalmara minden esetben a kromatogram csucs alatti Ossztertlet

nagysagabdl kovetkeztettem. A mérési paramétereket az alabbi tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat: Szénhidrogén mérési paraméterei

Mérési paraméterek

Agilent 6890 gazkromatograffal

Késziilék kapcsolt 5975C VL MSD tipusu
tomegspektrométer

Vivogaz Hélium 6.0

Detektor FID és MSD (1:1 aranyban megosztva)

Kolonna HP-5MS (30 m x 250 pum x 0,25 pm)

Aramlasi sebesség 2 ml/perc

Kalyha hémérséklete 50 oC (2 percig), 13 °C/perc 280 °C-ig

(3 percig)
Detektor/injektor hdmérséklete FID: 350/250 °C
Vizsgalt szénhidrogén tartomany Cs5-Cao
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4.7.2. ZSIROK MENNYISEGI ANALIZISE METILESZTEREK KEPZESE REVEN

A mintadk zsirtartalmat 7 ml kloroformmal extrahdltam (2 6ras intenziv razatas
mellett). A kloroform maradéktalan elparologtatasat kovetéen zsirsav metilésztereket

képeztem.

A zsirsav metilészterek képzése

A metilészterek képzésekor Braunegg és mtsai. 1978-as savkatalizatoros metilészterezési
munkajat vettem alapul. Az eljaras sordn a mintdkhoz 2 ml reagens oldatot (10% (v/v)
H2S04, 90% (v/v) CH30H) adtam, majd két 6ran at 100 °C-on forraltam. Az észterezés soran
a mintdkat 30 percenként intenziv keverésnek vettem ala, majd a mintdkat 1 ml
kloroformmal és 1 ml desztillalt vizzel egészitettem ki. 2 perces ismételt keverést kovetden
a mintak szerves fazisat 100x higitottam, majd 1 pl-t injektaltam Agilent GC-MS késziilékbe
Agilent 7683B tipusu automata adagold segitségével. A zsirsav metilésztereket NIST08
konyvtar alapjan azonositottam, mennyiségiikre a csucs alatti teriiletek nagysagabol

kovetkeztettem. A zsirsav metilészterek mérési paramétereit a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: Zsirsav metilészterek meghatarozasi paraméterei

Mérési paraméterek
Késziilék Agilent 6890 gazkromﬁ\tograffal kapcs}olt 5975C VLMSD tipusu
tomegspektrométer
Vivogaz Hélium 6.0
Detektor FID és MSD (1:1 aranyban megosztva)
Kolonna HP-5MS (30 m*250 um*0,25 pm)
Aramlasi
sebesség 1,5 ml/perc
Kalyha 150 °C (1,8 percig) 6,5 °C/ perc 210 °C-ig, 25 °C/ perc 265 °C-ig
hémérséklete (3 percig)
Detektor/injektor ) .
hémeérséklet FID: 350/250 °C
Azonositott . . Ly : oo
, palmitinsav, oleinsav, linolénsav, sztearinsav, palmitoleinsav
zsirsavak
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4.7.3. OXIGEN- ES SZEN-DIOXID KIMUTATASA A KULTURAK LEGTEREBOL

A mintak gazterének oxigén- és szén-dioxid tartalmat gdzkromatograffal kovettem
nyomon. Mennyiségi valtozasuk a sejtek respiracios aktivitdsara utal. A gaztérbdl 200 ul
mintat Hamilton fecskenddvel vettem ki és injektaltam a gazkromatografba. A mérés

paramétereit a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: Az oxigén- és szén-dioxid mérés paraméterei

Mérési paraméterek
Oxigén Szén-dioxid

Késziilék Agilent 6890 GC Shimadzu 2010 GC
Vivogaz Argon (5.0) Nitrogén (5.0)
Detektor Hévezet6- képességi
Kolonna HP Molesieve 5A HP PlotQ

(30 mx 0,53 mm x 25 pm) (30 mx0,5x40 um)
Aramlasi sebesség 16,8 ml/perc 8,44 ml/perc
Kalyha/detektor / injektor . .
hémérséklete 60/150/150 °C 90/150/200 °C
Uzemmod Split (0,2:1) Split (0,5:1)

39



4.8. ADATOK KIERTEKELESE

Kisérleti eredményeim harom fiiggetlen mérésbdl (egy mérésen beliil 3 parhuzamos
mintdbdl) szarmaznak a terepi talajos kisérleteket kivéve. Az utébbiak esetén parhuzamos
halmok kialakitdsara nem volt lehetdség, azonban a heterogenitast figyelembe véve a
halmokbdl minden egyes mintavétel soran 3 x 3 mintat vettem (2. szamu melléklet) és ezek
atlagat vettem figyelembe az eredmények kiértékelésekor. Eredményeimet atlag érték +
S.E.M. formaban adtam meg (az atlag standard hibaja).

A biodegradacio mértékeét a kovetkezo képlet segitségével szamitottam ki:

Biokonverzié (%) = Kontroll minta-Kezelt minta < 100

Kontroll minta
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Kutatdsaim egy részében a R. erythropolis MK1 torzs hidroféb szennyez6 anyag
bonté képességét vizsgiltam. A torzset a Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnolégiai
Tanszék munkatarsai azonositottak szennyezett talajbodl. Ipari érdekl6désre val6 tekintettel

kezdtem el vizsgalni a torzs hidroféb szennyez6 anyag bont6 képességét.

5.1. GAZOLA] BIODEGRADACIOJANAK VIZSGALATA

Az egyik leggyakoribb szennyezést napjainkban az olajszennyezések okozzak. A
vildg tobbi orszagdhoz hasonléan hazank is érintett e tekintetben. Az orszdg szamos
tertliletén taldlhatunk friss szennyezddéseket (pl. toltéallomasok, kdolaj és gazolajvezetékek
kornyékén) de sajnos még mindig vannak kdrmentesitésre vard régen elszennyezett
tertletek is. Ezen okok miatt, valés probléma megoldasahoz kezdtem el laboratériumi
koriilmények kozott az MK1 torzs gazolajbontdé képességét vizsgalni, majd ezen

eredményekre alapozva hajtottam végre egy gazolajjal szennyezett talaj on site kezelését.

5.1.1. LABORATORIUMI MIKROKOZMOSZ KISERLETEK

A mikrokozmosz kisérletek {6 célja volt, hogy kontrollalt korilmények kozott
vizsgaljam a gazolaj lebontasanak koriilményeit. Segitségiikkel konnyebben megérthetok a
lebontast befolyasolé folyamatok, optimalizalhatéak a paraméterek, megfelel6 alapot

biztositva a kés6bbi karmentesitési eljarashoz (Fernandez és mtsai., 2005; Molnar, 2006).

5.1.1.1. GAZOLAJ] BIODEGRADACIOJANAK VIZSGALATA
FOLYADEKKULTURABAN

Kisérleteimben el6szor vizsgaltam, hogy a sejtek képesek-e egyediili szén- és
energiaforrasként hasznositani a gazolajat. Mindehhez 20 ml MST tapoldatban, 1%
gazolajjal kiegészitett mintakban vizsgaltam a sejtek respiracios aktivitasat zart tivegekben,

megfelel6 méretd gaztér (5:1 = gaztér:tapoldat) jelenlétében. Egy hét alatt az MK1 torzs a
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kultara gazterében jelenlévd teljes oxigén mennyiséget felhasznalta és ezzel egyidejlileg
jelent6s mennyiségli szén-dioxidot szabaditott fel (4. abra).

Meglep6 eredménynek mondhatd, hogy a MK1 torzzsel nem kiegészitett, kontroll
mintdkban is jelentds oxigén felhaszndalas és szén-dioxid felszabadulads volt megfigyelheté.
Ennek hatterében feltételezhetéen mikrobioldgiai aktivitas allhat. A feltételezés
alatamasztasara irdnyul6 kisérleteket a kés6bbiekben mutatom be dolgozatomban (5.4.

fejezet).
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4. abra: Az MK1 torzs (kék vonalak) és a kontroll minta (fekete vonalak) respiracios
aktivitasa gazolaj jelenlétében folyadék kulturakban
Oxigén szint: Folyamatos vonalak, Szén-dioxid szint: Szaggatott vonalak

A gazolaj biodegradacidjanak meértékét egy hetes inkubaciét kovetéen GC-MS
késziilék segitségével vizsgaltam. Annak érdekében, hogy kizarjam a gazolaj mikrobialis
fert6zottségét, a mintak oOsszeallitasakor minden esetben a gazolajat 0,22 pm szlrd
segitségével sterilizaltam kozvetleniil felhasznalas el6tt. Egy hét utan az MK1 torzzsel
kezelt mintak kromatogramjaban (5. abra A) latvanyos valtozas figyelhet6 meg a kontroll
mintdhoz (5. dbra B) képest. A kromatogramok 6ssz csucsteriiletét (5. dbra A) figyelembe
véve megallapithato, hogy az MK1 torzs a gazolaj kozel 70%-at lebontotta (5. abra C, MK1
torzs). A gazolaj szénhidrogén komponensei koziil négy, tulajdonsagaikban jelent6sen
kiillonb6z6 vegyiilet mennyiségi fogyasat is megvizsgaltam. Az eredmények alapjan
megallapithat6, hogy a p-xilolt (1), n-nonant (2), 2,6,10-trimetil-tetradekant (3) és n-
hexadekant (4) az MK1 torzs hasonl6 mértékben bontotta (5. abra D).
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5. abra: A sejtmentes kontroll minta (A) és az MK1 torzset tartalamzo6 minta (B)
kromatogramja. Gazolaj- (C) és egyes komponenseinek (D) biodegradacioéja minimal sés
tapoldatban.

Kontroll: Sejtmentes minta; MK1 térzs: MK1 torzset tartalmazé minta, 1: p-xilol (RT: 3.96
perc), 2: n-nonan (RT:4,54 perc), 3: 2,6,10-trimetil-tetradekan (RT: 11,69 perc),

4: n-hexadekan (RT: 12,83 perc)
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Mindezen eredmények kiemelkedd jelentdséggel birnak az Alcanivorax borkumensis
torzshez képest, melyet az egyik legjobb olajbontoként jegyez a szakirodalom. Az A.
borkumensis torzs ugyanis elsésorban csak alkanok lebontasara képes (Sabirova és mtsai.,

2011; Neather és mtsai., 2013), szénhidrogén keverékek egylittes lebontasara nem.

Altalanossagban elmondhaté, hogy a szénhidrogének biodegradaciéjat szamos tényez
befolyasolja, koztiik a vegylilet bioldgiai hozzaférhetésége is (McGenity, 2014). A gazolaj
hidrofébicitasa, alkot6 komponenseinek vizben valé oldhatatlansaga miatt a
mikroorganizmusok szamara nehezen hozzaférheto, igy jelen esetben az egy hét alatt elért,
kozel 70%-os biodegradacio jé eredménynek mondhato.

Tovabbi kisérleteim azt céloztak, hogy a biodegradacié hatékonysagat tovabb noveljem.
Ennek elérése érdekében kornyezetbarat véletlenszeriien metilezett [-ciklodextrint
(RMCD) adtam (0,1 g/L) a rendszerhez. A ciklodextrin olyan kérnyezetbarat adalékanyag,
mely képes a hidroféb tulajdonsagu anyagok oldhatdsagat- és ezzel egyidejiileg a bioldgiai
hozzaférést novelni (Fenyvesi és mtsai., 1996, 2002).

A rendszerhez hozzaadott ciklodextrin (6. dbra, MK1 to6rzs+RMCD) 20%-al novelte a bontas
hatékonysagat a ciklodextrint nem tartalmaz6 mintahoz képest (6. abra, MK1 torzs). Az

elért biodegradacio kozel 90% volt egy hét utan.
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6. abra: Gazolaj biodegradacidja minimal s6s tapoldatban a szénhidrogének
hozzaférhet6ségét el6segit6 ciklodextrin nélkiil, és annak jelenlétében
Kontroll: MK1 torzset nem tartalmazé minta; MK1 torzs: MK1 torzset tartalmazé minta;
MK1 torzs+RMCD: véletlenszeriien metilezett 3-ciklodextrinnel kiegészitett MK1 torzset
tartalmazé minta
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A fenti eredmények alapjan a RMCD hasznalata olajszennyezett vizek kdrmentesitésében
jelentésen gyorsithatja a folyamatot, a bioremediacié id6igénye akar egyharmaddal

csokkenhet.

Sok esetben bar jelen van a szennyezett kozegben a szennyezd anyag bontasara
képes mikroorganizmus, mikrobialis k6z0sség mégis az adott kornyezeti koriilményektdl
fliggben fennallhat annak az esélye, hogy kimosédnak a térbdl. Ebben az esetben a
biodegradacié hatékonysaganak fenntartdsara egy lehet6ség, ha a bioaugmentaciot
megel6z6en a sejteket hordozodba zarjuk (immobilizaljuk) (Lin és mtsai., 1991; Cassidy és
mtsai., 1996; Cunningham és mtsai., 2004).

Ezen okok miatt vizsgaltam, hogy a sejtek hordozoba zarasa hogyan befolyasolja a gazolaj
nagymértékben csokkent a szabadsejtek aktivitasahoz képest (7. abra A, MK1 to6rzs). Ennek
oka feltételezhetfen az, hogy a sejtek nem tudnak kozvetleniil hozzakapcsolédni a viz
felszinén Usz6 gazolajhoz. A kulturakat megfigyelve megallapithaté ugyanis, hogy mig a
szabad sejtek jelentds része a viz felszinén Usz6 gazolajhoz kapcsolédva van jelen (7. dbra
B), addig immobilizalt sejtek esetén ez a kapcsolédas nem jon létre (7. abra C). Az
immobilizalas jelentésen korlatozta tehat a hidroféb szubsztrat hasznositasat (7. abra A,
IMB MK1 toérzs).

Az RMCD biodegradaciéra gyakorolt pozitiv hatdsa ugyanakkor immobilizalt sejtek
alkalmazasa esetén is megfigyelhet6 (7. abra A, IMB MK1 térzs + RMCD).
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7. abra: A sejtek immobilizaci6janak hatdsa a gazolaj biodegradaciéjara RMCD nélkiil, és
annak jelenlétében (A). Szabadsejtes kultira (B) és immobilizalt sejtes kultura (C) gazolaj
jelenlétében

Kontroll: Sejtmentes minta; MK1 toérzs: MK1 torzset tartalmazé minta; IMB MK1 térzs:
Immobilizalt MK1 torzset tartalmazo6 minta; IMB MK1 torzs + RMCD: Immobilizalt MK1
torzset tartalmazé minta kiegészitve véletlenszer(ien metilezett 3-ciklodextrinnel

5.1.1.2. GAZOLAJJAL SZENNYEZETT TALAJ] LABORATORIUMI
MODELLKISERLETE

A kutatomunka kovetkezd fazisaban laboratériumi koriilmények kozott
modelleztem egy gazolajjal szennyezett talaj megtisztitasat. Kett6 talajremediacids
modszert, a biostimulaciot és a bioaugmentaciot alkalmaztam (8. abra).

Jelentds, kozel 80%-os biodegradacié volt megfigyelheté mind a bioaugmentalt (B), mind a
biostimulalt (St) mintdk esetén. A kezeletlen kontroll, de nem sterilizalt mintdban (KTO)
40%-o0s biodegradaciot detektaltam. Az eredmény a természetes csillapitas jelenségével
magyarazhato6, mely szerint a talajban élnek olyan mikroorganizmusok, melyek képesek a

gazolaj lebontasara (Rittmann, 2004).
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8. abra: Gazolaj biokonverzidja talajban laboratériumi koriillmények kozott
KTO: kontroll (K) minta, csak talajt (T) és gazolajat (0) tartalmaz, StTO: tapanyagokkal
stimulalt minta, talajt és gazolajat valamint tapsokat (ST) tartalmaz, TOB: bioaugmentalt
minta, talajt, olajat és hozzaadott MK1 torzset (B) tartalmaz, StTOB: bioaugmentalt és
biostimulalt minta, TOB minta tapanyagokkal kiegészitve

A helyi/6shonos mikroba kozdsség aktivitasat ugyanakkor az tapanyagok jelenléte vagy
hidnya nagyban befolyasolhatja (Alvarez és Illman, 2006). A mikroorganizmusoknak
energia- és szénforrason (gazolaj) tul egyéb makro- és mikroelemekre is sziikségiik van
életfolyamataikhoz. Hosszu ideje fennallé szennyezettség esetén a talajos kozeg mindsége
romlik, a mikroorganizmusok a szennyezdanyag bontasahoz intenziven hasznaljak a
rendelkezésre allo tapanyagokat, igy a talaj asvanyi anyag ,készlete” jelentésen csokken. Ez
negativan hat a szennyezdéket bonté mikroorganizmusokra, a biodegradaci6 folyamata
lassul, s6t leall, ami nem jelenti azt, hogy el is pusztulnak ezek a mikrobak.

Ezen allitast a biostimulalt mintakkal végzett kisérleti eredményeim alatamasztjak. A
tdpanyagokkal kiegészitett talajmintaban (StTO) koézel 80%-os biodegradaciot ért el a
bennsziilott mikrofléra egy hét alatt. A bioaugmentacios kezelés, vagyis a hozzaadott MK1
torzs (TOB) nem novelte jelentésen a bontas hatékonysagat a bennsziilott mikrobakozosség
biostimulacidjahoz (StTO) képest. A bioaugmentacié (TOB) biostimulacioval vald
kombinalasanak (StTOB) pozitiv hatdsa csak a lebontas kezdeti fazisaban figyelheté meg. A
két moddszer egyiittes alkalmazasa gyorsabb biodegradaciot eredményezett, melynek
kiemelt jelentésége lehet in situ és on site karmentesitések soran.
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5.1.2. GAZOLAJJAL SZENNYEZETT TALA] ON SITE KEZELESE

A laboratoriumi mikrokozmosz kisérletek eredményeire tamaszkodva egy gazolajjal

szennyezett talaj on site remedialasat hajtottam végre.

El6zmények, a teriilet szennyezettségének jellemzdi

Az Uj Elet Mezbgazdasagi Szovetkezet a gépjavité telephelyén az 1980-as években foldalatti
tartalyokban tarolta a gazolajat. A tartalyok az lizemeltetés soran megsériiltek, melynek
kovetkeztében talaj- és talajvizszennyezés Kkovetkezett be. Az Alsd-Tisza-vidéki
Kornyezetvédelmi, Természetvédelmi és Viziigyi Felligyel6ség 2007. évi hatarozata alapjan
a tartalyokat kiemelték a foldb6l, valamint a szennyezés lehataroldsat kovetéen a
szennyezett talajt is. Az akkreditalt talaj-és talajviz vizsgalatok soran megallapitottak (A10
Kornyezetvédelmi Zrt.) a kitermelés utan a munkagddor oldalabol vett talajminta, a
munkag6dorben 0Osszegylilt talajviz, valamint a kitermelt talaj szennyezettségét (5.
tablazat) is. A vizsgalati eredmények alapjan kijelentették, hogy a talaj kitermelésével a
karmentesitésre a munkagddorben nincs sziikség, mert hatarérték alatti szennyezettséget
mutat. A kitermelt talaj és talajviz szakszeri kezelése azonban indokolt volt. Az érvényben
levé 10/2000. (VI.2) KvVM-EiM-FVM Kkormanyrendeletben foglalt hatarértékek (5.
tablazat) alapjan a talaj és talajviz komoly hatarérték tullépést mutatott. A szovetkezet

azonban sem a talaj, sem a talajviz karmentesitését nem végezte el.

5. tablazat: A mintavételi pontokban mért szennyezési koncentraciok és a vonatkozd

hatarértékek
Minta tipusa TPH Vonatkozo hatarértékek (TPH)
Munka%;)g(.);l?il];bol vett <50 mg/kg
) Foldtani kozegre: 100 mg/kg
Kitermelt talaj 671 mg/kg
5do i v Felszin alatti vizre: 100 L
Munkagocti;;tj)sir; jelenlévé 4950 pg/dm? Hg/
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Munkam soran a mar régéta fennallo talajszennyezés megsziintetését tliztem ki
célul. Minderre a karfelmérés utdn 3 évvel keriilt sor. A talajviz karmentesitése nem volt
része a feladatomnak.

A Kkisérleti elrendezésemet a 1. tabldzat mutatja (Anyag és modszerek fejezet, 4.3.2.
alfejezete). A tablazatban az 1, 2, 4-es halom jelzi a régi szennyezdédést tartalmazoé talajbol
készitett halmok Osszetételét. A karmentesitési eljards soran bioaugmentaciét és
biostimulaciot alkalmaztam. Biostimulacié esetén az elsd, kezeletlen kontroll halom
kivételével minden halomba asvanyi sos tapoldatot juttattam, mig bioaugmentacié esetén a
4-es halmot MK1 torzzsel kezeltem. A kontroll, azaz kezeletlen halom reprezentdlja a
természetes szennyezd anyag csOkkenés folyamatat (monitorozott szennyezd anyag

csokkenés).

A kezeletlen kontroll halomban (9. dbra, 1. halom), melybe sem mikroorganizmust sem
asvanyi sos tapoldatot nem juttattam, a vizsgalt 9 hét alatt nem tortént a szénhidrogének
koncentraciojaban valtozas. A szénhidrogének mennyiségének egyenletes csokkenése
figyelhet6 meg a biostimulalt 2. halomban, mely csak a régi szennyez6dést tartalmazta.
Ennek oka, hogy a szennyezett talaj tapanyagban szegény, ezért az asvanyi sok hozzaadasa
fokozta az adaptalédott mikroba kozosség miikodését. Osszevetve a biostimulécié és
bioaugmentaci6 (9. abra, 2. és 4. halom) kezelés hatasat, megallapithatd, hogy jelentds
kiilonbség nincs, a 9. hét végére a két halom szénhidrogén koncentracioja kozel megegyezd
szintet mutat. Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy a talajban régdta jelenlévd
szennyezbéanyagok elbontdsdhoz elegendd a helyi mikrofléra asvanyi so6s tapoldattal
torténd stimuldlasa. A bioaugmentacié nem novelte a bontas hatékonysagat, gyorsasagat.

A kezelések hatasara sikerilt jelent8sen, harmadara csokkenteni a szennyezd anyag
koncentraciojat 3 honap alatt. A kezelt halmokban mért TPH koncentracio alig haladta meg
a foldtani kozegre el6irt hatarértéket (100 mg/kg). Az id6jarasi viszonyok valtozdsa miatt
(szaraz id6jaras, majd erds lehtlés) lassult a biodegradacié, ugyanakkor tovabbi
tapanyagok adagolasaval és a hdmérséklet novekedésével a karmentesités befejezhetd, a

szennyez6anyag koncentracidja hatarérték ala csokkenthetd.
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9. abra: A TPH koncentracié alakulasa a régi szennyezddést tartalmazé halmokban
biostimulaciot (2. halom) és a bioaugmentacidval kombinalt kezelést (4. halom) kévetéen
a kezeletlen kontroll halomhoz (1. halom) képest

A mindennapokban az iizemanyagkutak kornyékén gyakran, akar egy adott helyen
tobbszor is el6forduld szénhidrogén szennyezések indokoltdk egy friss szennyezddés
lebontasanak modellezését is. Ezen okok miatt friss gazolajszennyezett talaj
bioremediaciéjanak modellezését is elvégeztem (10. dbra). Mindehhez a régi szennyezédést
tartalmazé talajbdl két halmot (3. és 5. halom) gazolajjal dusitottam, a szennyezési
koncentraciot tobb mint 6tszordsére emeltem. Ez utébbi két halom szolgdlt a friss
szennyezddés eltavolitasanak modellezésére (TPH=3471 mg/kg). A halmok kialakitasat
kovetéen a fentiekben emlitett médon bioaugmentaciés és biostimulaciés kezeléseket
hajtottam végre. Fontos megjegyezni, hogy az el6z6 kisérlethez képest két fontos kiilonbség

van: i) a szennyez06dés kora és ii) koncentracioja.

Biostimulacié esetén (3. halom) kozel 6 hetes lag fazis figyelhet6 meg, mely feltehet6en
azzal magyarazhato, hogy az 6shonos mikroorganizmusoknak adaptalédniuk kellett a
megnovekedett szénhidrogén koncentraciohoz és az eltérd szénhidrogén tartalomhoz.
Ezzel szemben a bioaugmentalt, MK1 torzzsel kezelt halomban (5. halom) a szénhidrogének
koncentracidjaban mar a 3. hét utan csokkenés figyelhet6 meg. A 9. hét végére a két,

eltéréen kezelt halom szénhidrogén koncentracioja kozott kiilonbség nem mutatkozott. A
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halmokat nem mozgattam (a megfeleld leveg6zést szalma talajhoz keverésével oldottam
meg), igy az illékony komponensek eltdvozasa minimadlis abiotikus veszteséget jelentett. A

halmokban jelenlévd mikroorganizmusok képesek voltak 9 hét alatt egy nagysagrenddel

csokkenteni a TPH tartalmat.
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10. abra: A TPH koncentraci6 alakulasa a friss szennyezést modellez6 halmokban
biostimulaciot (3. halom) és a bioaugmentacidval kombinalt (5. halom) kezelést kévet6en

Mindezen eredmények alapjan megallapithat6, hogy régéta fennallé relative alacsony
koncentracioju szennyezés esetén a helyi, szennyezdanyaghoz adaptalédott mikroba
kozoOsség asvanyi sds tapoldattal torténd stimuldlasa elegendének bizonyult. Bar friss
szennyezés esetén is jelentds szennyez6anyag mennyiség csokkenés érhet6 el biostimulacié
alkalmazasaval, azonban a gyorsabb lebontasi sebesség miatt a bioaugmentaciés kezelés
bizonyult hatékonyabbnak. Az eredmények tovdbba ravilagitottak arra, hogy a

szennyezbéanyag koncentracidja is fontos szerepet jatszhat a bioremediaci6 sebességében.

5.2. CSIRKE-ES SERTESZSIR BIODEGRADACIOJANAK VIZSGALATA

Hazank hustermelésének és fogyasztasanak tilnyomé tobbségét a sertés- és baromfi
(els6sorban csirke) teszi ki. A husok feldolgozdsanak és fogyasztasanak egyik velejarédja a

magas zsirtartalmu szennyvizek, melyek igen komoly gondot jelentenek az ipari- és
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kommunalis szennyviztisztitasban. Ezen aktualis probléma megoldasanak érdekében

kezdtem el vizsgalni az MK1 torzs zsirbonté képességét is.

5.2.1. LIPAZ ENZIMEK KIMUTATASA

Az MK1 torzs zsirbontd képességének vizsgalatat megel6zéen els6ként lipaz
enzimek meglétét igazold kisérletet végeztem el. Lipaz enzimek jelenléte és aktivitasa révén
a taplemezhez hozzaadott Tween 80 hidrolizise kovetkezik be, melynek eredményeként a
felszabadult szabad zsirsavak hozzakot6dnek a taptalajban jelenlévd kalcium ionokhoz,
csapadékot képezve azzal. A baktérium koloniak koril megjelend kalcium soés kivalas

igazolja a baktérium torzs lipaz enzim termeld képességét.

1. kép: A Rhodococcus erythropolis MK1 torzs lipaz aktivitasanak igazolasa Tween 80-at
tartalmazé taplemezen

A Tween 80-at tartalmazd taplemezre vitt MK1 kultira egyedi telepei kortl kialakult
jelentds atmérdjl so kivalas (1. kép) az MK1 torzs hatékony lipolitikus aktivitasara utal.
[lyen mértéki hidrolizal6 képesség alapjan feltételezhetd, hogy a torzs jo hatékonysaggal

alkalmazhato zsiros hulladékok lebontasara is.

52



5.2.2. A TORZS ANYAGCSERE AKTIVITASANAK VIZSGALATA ZSIROKON

A mikrobidlis lipolitikus aktivitas legtobb mikroorganizmus esetén az elhidrolizalt
szerves anyag hasznositasaval, az anyagcsere folyamatokba valé beépitésével jar egyiitt.
Annak érdekében, hogy kideritsem az MK1 torzs valoban képes-e szén- és
energiaforrasként hasznositani a bontani kivant zsiros szubsztratokat megvizsgaltam a
torzs respiraciés aktivitasat zart hypo-vial iivegekben. A csirke- vagy sertészsirt egyediili
szén-és energiaforrasként biztositottam a sejtek szamara. Egyéb szerves anyag hidnyaban a
sejtek respiracidja csak akkor intenziv, ha képesek hasznositani a tapoldatban jelenlévd
egyetlen (féle) szerves anyagot.

Zart rendszerben az oxigén felhaszndlds és a szén-dioxid termelés mar az els6 napon
jelentds volt, melyet a 11. abra szemléltet. Mindkét szubsztrat esetén elfogyott a mintak
légterében rendelkezésre allo oxigén a 3. napra, és ezzel egyidejlileg jelentds mennyiségl
szén-dioxid szabadult fel. Ilyen mértékii respiracios aktivitds nem jelentkezhet pusztan a
sejtek tulélési torekvésébdl, csak a jelenlévd szerves anyag intenziv felhasznalasabdl, igy a

kapott eredmények igazoljak a torzs aktiv anyagcseréjét lipid jellegii szerves anyagokon.
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11. abra: Az MK1 torzs respiracids aktivitasa csirkezsir (z6ld vonalak) és sertészsir (sarga
vonalak) jelenlétében minimal s6s tapoldatban fiziol6gias koriilmények kozott
Oxigén szint: folyamatos vonalak, Szén-dioxid szint: szaggatott vonalak
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5.2.3. LEBONTASI KORULMENYEK OPTIMALIZALASA

Az MK1 toOrzs respirdcidés aktivitdsdnak vizsgdlata nem ad informaciot a
biodegradacié tényleges mértékérdl, igy tovabbi kisérletekben nyomon koévettem a zsirok
mennyiségi valtozasat, melyet az azokbdl szarmaztatott metilésztereken keresztiil mértem
GC-MS késziilékkel.

A fermentaciéos kozeg fiziko-kémiai paraméterei dramai hatdssal lehetnek enzimek
miikodésére, kiilondsen a kozeg kémhatasa. Ennek megfeleléen tanulmanyoztam a
tapoldatok kémhatasanak a sejtek zsirbontasara gyakorolt hatasat (12. abra). A vagohidi,
husipari szennyvizek esetén a szennyviz kémhatdsa pH=6,5-8,5 kozott valtozik (Massé és
Masse, 2000; Bazrafsha és mtsai, 2012), ezt figyelembe véve, ennél szélesebb
tartomanyban vizsgaltam a torzs zsirbont6 aktivitasat.

Alternativ torzsként a R. erythropolis PR4 (NBRC 100887) rokon torzset hasznaltam,
melynek genomjaban bizonyitottan talalhatéak lipaz gének (Sekine és mtsai., 2006).

A pH=6,0-9,0 tartomanyt fel6lel6 kultirakban mindkét torzs esetén a ligos tartomanyban

figyelhetd meg a leghatékonyabb zsirbontas (12. abra).
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12. abra: A csirkezsir (A) és sertészsir (B) biokonverzi6ja kiilonb6z6 kémhatasi minimal
sos tapoldatokban
MK1 toérzs: kék oszlopok, PR4 torzs: piros oszlopok
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MK1 torzs jelenlétében az elért legmagasabb biodegradaci6 csirkezsir esetén (12. abra A,
kék oszlopok) 65% volt (pH=8,5), mig sertészsir esetén kozel 40% (pH=8,0) (12. abra B,
kék oszlopok). A PR4 torzzsel beoltott kulturakban 80% volt (pH=8,5) a legmagasabb
biodegradacié csirkezsir szubsztrat jelenlétében (12. dbra A, piros oszlopok) egy hét utan,

mig sertészsir esetén 70% (pH=8,0) (12. abra B, piros oszlopok).

Egy hét utan megvizsgalva a tapoldatok kémhatasat elmondhaté, hogy azok kezdeti pH-ja
(pH=6,0-9,0) minden esetben jelentésen csokkent (az adatok nincsenek feltlintetve),
melynek oka feltételezhet6en abban rejlik, hogy a tapoldat pufferelé kapacitdsa nem
elegendd. A valtoz6 kémhatas okozhat anyagcsere aktivitas romlast, igy a fent részletezett
batch elrendezésli sejtkultirakban kapott eredmények valdsziniileg elmaradtak a

maximalis teljesitménytdl.

Annak érdekében, hogy stabilizdljam a tapoldatok kémhatasat és ezzel egyidejiileg
noveljem a biodegradacié hatékonysagat, mintaimat NaHCOz-al egészitettem ki. A karbonat
ligos pH-n csapadékos formaban van jelen, igy nem zavarja az anyagcsere folyamatokat, a
tapoldat savanyodasa esetén folyamatosan oldodik, és kationjai semlegesitik a tapoldatban
megjelend savas karakter( anyagcseretermékeket.

A karbonat hozzaadasa jelent6sen novelte a bontas hatékonysagat mind a kettd zsiros
szubsztratot illetéen (13. abra). Csirkezsir esetén mar fizioldgias koriilmények kozott (és a
folott) végbement a teljes biodegradacié (13. abra A), mig sertészsir vonatkozasaban az
elért legmagasabb biodegradacio 80% volt pH=8,0 és pH=8,5 kémhatasu tapoldatokban egy
hét alatt (13. abra B). A karbonat hozzaadasa alacsonyabb pH koriilmények kozott is jobb

lebontast eredményezett.
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13. abra: A csirkezsir (A) és sertészsir (B) biokonverzioéja kiilonb6z6 kémhatasu NaHCO3-al
kiegészitett minimal sds tdpoldatokban
MK1 torzs: kék oszlopok, PR4 torzs: piros oszlopok

Osszehasonlitva a 12. és 13. abran feltiintetett eredményeimet, megéllapithaté a bontas
hatékonysaganak javulasa, gyakorlatilag azonos id6 alatt dupla mennyiségl zsirt tudtak
elbontani a torzsek a tapoldatbdl. A sertészsir szubsztrat esetén lathatéan elmarad a
hatékonysaguk a csirkezsirhoz képest, azonban karbonattal val6é pufferelés mellett
szélesebb pH tartomanyban jelentdsen javult a biodegradacio.

A Kkét torzs teljesitménye kozel azonos volt csirkezsir esetén, ugyanakkor PR4 torzs altal az
adott koriilmények kozott elért legmagasabb biodegradacio sertészsir jelenlétében sziikebb

tartomanyban mozgott (8,5 <pH< 9,0), mint az MK1 torzsé (7,5 <pH< 8,5).

5.2.4. SERTES-ES CSIRKEZSIR LEBONTASI KINETIKAJA

A fenti kisérletsorozatban megallapitasra keriilt, hogy a hatékony biodegradacié
elérése érdekében a tapoldat pufferel6 kapacitasat novelni kell. A karbonat hozzaadasara
jelentésen javult a biodegradacio, jelen koriilmények kozott a csirkezsir lebontasa
leghatékonyabban pH=7,0-9,0 kémhatas kozott megy végbe, mig sertészsir esetén pH=8,0-
8,5 kozott.
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A tapoldat megfeleld kémhatasanak megallapitasa utan vizsgaltam a bontas idoébeli
valtozasat (14. abra) csirkezsir esetén pH=7,0, sertészsir esetén pH=8,0 kémhatas mellett.
Bar egy hét utan gyakorlatilag azonos eredményt mutat a biodegradacié mértéke minkét
torzsnél ugyanakkor a szubsztratok bontasanak idébeli alakuldsa eltérd. A csirkezsir (14.
abra A) maradéktalan lebontasa mar 4 nap alatt végbement a PR4 torzzsel kezelt
mintdkban, mig az MK1 torzs esetén a teljes biodegradacio6 csak az 5. napra kovetkezett be.
A sertészsir bontasi gorbéjének (14. abra B) lefutasa hasonld, a PR4 torzs ezen szubsztrat
esetén is gyorsabb lebontast eredményezett, mint az MK1 torzs. Feltételezhet6, hogy
sertészsir esetén is elérhet6 teljes biodegradacio, de ehhez hosszabb id6 sziikséges.
Feltételezéseim szerint annak hatterében, hogy a sertészsir szubsztraton nevelt torzsek
biodegradacidja az adott iddn belill a csirkezsirhoz képest lassabb, vagy nem teljes, az

allhat, hogy a telitett és telitetlen zsirsavak lebontasa eltérd titem{.

Csirkezsir {g/L)

Sertészsir (g/L)

1dé (nap) Idé {nap)

14. abra: A csirkezsir (A) és sertészsir (B) lebontas kinetikaja
MK1 torzs: kék vonalak, PR4 torzs: piros vonalak

Ahogy azt kordbban az irodalmi attekintésben mar lathattuk, a sertészsirnak magasabb a
telitett zsirsav tartalma (40%), mint a csirkezsirnak (29%), mig a telitetlen zsirsav

tartalmuk kozel azonos (sertészsir: 60%, csirkezsir: 65%). Ez az eltérd zsirsavosszetétel
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okozhat id6ben eltéré lebontast. Feltételezésem alatdmasztasaul tanulmanyoztam a telitett-

és telitetlen zsirsavak lebontasanak idébeli valtozasat (15. abra).

A csirkezsir telitetlen zsirsavainak lebontdsa eleinte jelentésen elmarad a telitett zsirsav
komponensek bontasatél MK1 torzs esetén, mig PR4 torzsnél a telitett- és telitetlen
zsirsavkomponensek lebontasa koézel azonos litemi (15. abra).

Sertészsir szubsztrat telitett- és telitetlen zsirsavainak egyidejli bontasa figyelhet6 meg (15.
dbra B) az els6 napokban mindkét torzs esetén, ezt kovetben a telitett zsirsavak
lebontasanak iliteme lassul, mig a telitetlen zsirsavak lebontasa kozel teljesen végbemegy.
Mindezen eredmények igazoljak hipotézisemet, hogy a sertészsir lassabb lebontasanak

hatterében a magasabb telitett zsirsavtartalom all.

Telitett- éstelitetlen zsirsaval:
e/L)

Telitett- és telitetien zsirsaval

1dé (nap) 1d6 (nap)

15. abra: A telitett zsirsavak (folyamatos vonalak) és telitetlen zsirsavak (szaggatott
vonalak) lebontasanak id6beli valtozasa csirkezsir (A) és sertészsir (B) esetén
MK1 torzs: kék vonalak, PR4 torzs: piros vonalak
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5.2.5. A TRIGLICERIDEK- ES A KOZTI TERMEKEK VIZSGALATA
VEKONYRETEG KROMATOGRAFIAVAL

Kutatasaimban vizsgaltam a trigliceridek lebontasanak iddbeli valtozasat, valamint a
bontas kovetkeztében megjelend kozti termékeket vékonyréteg kromatografiaval Cipinyteé
és mtsai., 2009-es leirasai alapjan. A 16. abra jol szemlélteti a trigliceridek mennyiségének

csokkenését és a kozti termékek megjelenését MK1 torzs esetén.

A) B)

16. abra: A csirkezsir (A) és sertészsir (B) lebontasanak vizsgalata vékonyréteg
kromatografiaval
Zsirmentes, MK1 torzset tartalmazé minta a leoltas pillanataban (1) és az inkubaciés id6
végén (2); 1% zsirt tartalmazé MK1 torzzsel kezelt minta a leoltas pillanataban (3), az
inkubacié els6 napjan (4), az inkubaciés id6é harmadik napjan (5) és az inkubacids id6
végén (6). A sejtmentes kontroll minta a leoltas pillanataban (7) és az inkubdacids id6 végén

(8)

A csirkezsirt tartalmazé és MK1 torzzsel kezelt mintdkban (16. dbra A, 3-6) az id6

elérehaladtaval a trigliceridek (T) mennyisége csokken és zsirsav intermedierek (Zs)
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jelennek meg. A sertészsirt (16. abra B) tartalmaz6é mintakban a trigliceridek (T)
mennyisége szintén csokken (16. dbra B, 3-6), de a degradaci6 iiteme 1ényegesen lassabb. A
kezeletlen, sejteket nem tartalmazé kontroll mintakban (16. abra A és B, 7-8) a
zsirsavosszetételben nem lathaté valtozas.

A vékonyréteg kromatografia eredményei 0Osszhangban vannak a dolgozatomban

korabbiakban bemutatott eredményekkel.

5.3. A HIDROFOB SZENNYEZO ANYAGOK BONTASABAN RESZT VEVO GENEK
VIZSGALATA, A R. ERYTHROPOLIS MK1 TORZS GENOMSZEKVENALASA

A korabbi vizsgalatok soran bizonyitast nyert, hogy az MK1 torzs hatékony gazolaj-
és zsiros hulladékokat bont6é mikroorganizmus. Annak érdekében, hogy atfogd képet kapjak
a vizsgalataim targyat képezd gazolaj- és zsiros hulladékok bontasaban potencidlisan

résztvevo génekrdl, vizsgaltam az MK1 torzs genomjat.

Az MK1 torzs genomjanak szekvenaldsat kovetden, a szekvendld olvasatok Osszerakasa a
MIRA 4 szoftverrel tortént, melybdl 40 kontig jott l1étre. A genom GC tartalma 62,5%, a
teljes genom konszenzus teljes mérete 6.469.205 bazispar volt. A kontigokat annotaltam a
RAST szerver segitségével, mely 6252 nyitott leolvasasi keretet talalt. Ezek 33%-a

hipotetikus fehérjéket kddol, mig a fennmaradé 67% valamilyen funkciéhoz rendelhetd.

A gazolaj f6 komponenseit alkotd alkanok lebontdsanak kulcsfontossagu 1épése az oxidacio,
melyet oxigenaz enzimek Kkatalizalnak (Beilen és Funhoff, 2005). Az MK1 toérzs genom
szekvenalasat kovetéen 5 olyan gént talaltunk, melyek alkan-1-monooxigenaz enzimeket
(alkB) kodoltak (6. tablazat). Ezek a fehérjék hem csoportot nem tartalmazé sejtmembran
fehérjék, melyek rubredoxint és rubredoxin reduktazt hasznalnak, mint elektron transzfer
fehérjéket az oxidacids reakciékban. A rubredoxin csak két alkB operonban van jelen, mig a
rubredoxin reduktaz csak egyben. Ennek kulcsfontossagu jelentésége van, mivel korabbi
kutatasokban mar bizonyitast nyert, hogy azok az alkB gének aktivalédnak szénhidrogének
jelenlétében melyek szomszédsagaban megtaldlhatéak az elektrontranszportért felelds
fehérjéket kodolo gének (Laczi és mtsai., 2015). Az alkB monooxigenaz enzimek mellett

11db citokrom P450 csaladba tartozé fehérjét kodold gén és szamos egyéb mono- és
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dioxigenaz talalhaté a genomban. Az alkdnok mellett aromas vegyiiletet is tartalmaz a

gazolaj, mely lebontdsdban a genomban taldlhaté gének koziil potencidlisan 77 db vehet

részt. Ezek koziil 12 gén terméke lehet érintett az aromas vegyiiletek lebontasanak

periférialis utvonalaban, mig 57 gént a RAST szerver a centrdlis utvonalba jésolt. A

fennmaradé 8 gén kapcsolatban all az aromas vegyiiletek biokonverzidjaban, de nem

sorolhat6 egyik fent emlitett csoportba sem.

6. tablazat: A MK1 torzs hidroféb szennyez6 anyagok bontasaban részt vevé géntermékei

L(l)kusz Géntermék L(,)kusz Géntermék
cimke cimke
peg.5155 Alkén-1-monooxigenaz peg.117 Lipaz 1
peg.2272 Alk4n-1-monooxigenaz peg.3090 Lipaz 1
peg.278 Alkdn-1-monooxigenaz peg.3107 Triacilglicerol lipaz
peg.3403 Alk&n-1-monooxigenaz peg-3500 Lipaz 1
Lizofoszfolipaz/monoglicerid
peg:5300 Alkan-1-monooxigenaz peg:3528 lipaz
peg.1023 Citokrém P450 IgrA peg.3584 Monoacilglicerol lipaz
peg.2546 Citokrém P450 peg.3960 Lipaz 1
Feltételezett citokrom
peg405 P450 peg:5969 Triacilglicerol lipdz prekurzor
Feltételezett citokréom
peg 1827 P450 peg:2608 Lip4z (1. tipusi)
Feltételezett citokrom
peg-1861 P450 peg:2956 Triacilglicerol lipaz prekurzor
00.298 Feltételezett citokrom
peg: P450
Feltételezett citokrom
peg.3257 P450
Feltételezett citokrom
peg.3961 P450
Feltételezett citokrom
peg.2899 P4c0
Feltételezett citokrom
peg.2904 P450
Feltételezett citokrom
peg.2906 P4c0

A zsirok f6 alkotéi a trigliceridek, melyek lebontdsdban az észterazok kozé sorolhatd

lipazok vesznek részt. Az MK1 torzs genomjaban 10 olyan nyitott leolvasasi keret talalhato
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(6. tablazat), amelyek lipaz enzimeket kdédolnak és részt vehetnek a zsirsav glicerin
észterek elhasitasaban. Ezeknek tobbsége triacil-glicerol lipaz, de két monoacil-glicerol
lipaz is talalhaté koztiik, amelyek az utolsé zsirsav lehasitasaért felelnek. A glicerinrol

levalasztott zsirsavak metabolizacidjaban tovabbi 87 gén terméke vehet részt.

5.4. U] BAKTERIUM TORZSEK AZONOSITASA

A gazolaj bioldgiai bontasanak vizsgalata (5.1.1.1. fejezet) soran a kezeletlen,
hozzaadott mikroorganizmust nem tartalmazoé kontroll mintakban szén-dioxid termel6dést
detektaltam, melynek hatterében mikrobiolégiai aktivitast feltételeztem.

Kutatémunkam fontos tertilete volt, hogy feltételezéseimet - miszerint a gazolajban élnek
mikroorganizmusok - bebizonyitsam. Ennek igazolasa érdekében sterilizalatlan gazolajat
LB taplemezre szélesztettem és 25 °C-on egy hétig novesztettem. Feltételeztem, hogy a
gazolajon tul mas, akar nehézfémeket, szerves szennyezd anyagokat tartalmazé olajokban
is képesek mikroorganizmusok élni, igy a fent emlitett kisérleteket faradt olajjal is

elvégeztem.

Egy hét utan a lemezeken kiilonb6zd morfolégidju telepeket figyelhettem meg, mely
alatamasztotta korabbi feltételezéseimet. A telepekbdl tobbszoros atoltast kovetden tiszta

tenyészeteket hoztam létre.

Tovabbi célom volt, hogy a tdpanyagokban gazdag taptalajon novesztett torzseket gazolaj
bontasi képességiik szerint szelektaljam. Ennek érdekében az egyedi telepekrdl vett
inokulumokat gazolajat tartalmazé MST tapagarra oltottam. A szelektiv tapagaron 8 torzs
volt képes fennmaradni és szaporodni. Ezeket a torzseket az alabbi jeloléssel lattam el: KAG
C, KAF [, KAF Q, KAG E, KAF L, KAG H, KAF M, KAF B. A KAG jelzés(i torzseket gazolajbdl, mig

a KAF jelzésii torzseket farad tolajbol izolaltam.

A szénhidrogén bontd torzseket a szelektalast kovetéen 16S rDNS alapu szekvencia
analizisnek vetettem ala, mely sordn a torzsek bazissorrendjét nemzetkozi adatbazisban

(GenBank) szerepl6 torzsek bazissorrendjével hasonlitottam Ossze. A vizsgalat alapjan
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megallapitast nyert, hogy a szelektalt torzsek kozil egy torzs (KAF B jelli) a Pseudomonos

nemzetségbe tartozik, mig a fennmaradé tovabbi hét torzs a Rhodococcus nemzetségbe.

Az izolalt torzseket filogenetikai fan is elhelyeztem. A 16S rRNS gén szekvencidkat alapul
vevl filogenetikai torzsfak (17. és 18. abra) alapjan megallapithato, hogy a szelektalt
Rhodococcus torzsek mindegyike a legkdzelebbi hasonlosagot R. erythropolis torzsekkel

mutatott, azon beliil is a BG43-as torzzsel (17. abra), tovabba az izolalt térzsek szoros

rokoni kapcsolatban vannak egymassal.

Rp:.rddmf'fufans 583094 /]
—

R ruber DSM43338T —— |98

[ 4349 —
Rhoducou:us zopfi ATCCS

_ 4101
ae aut

17. abra: Az izolalt Rhodococcus torzsek (pirossal keretezett) filogenetikai helyzete. Az
elagazasoknal jelolt szamok a bootstrap értékek (%).
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A Pseudomonas sp. KAFB torzs taxondmiai helyzetét a 18. dbra mutatja a Pseudomonas

nemzetség tagjaihoz viszonyitva - igen alacsony bootstrap értékekkel. A torzsfa alapjan

megallapithato, hogy legkozelebbi rokonnak a Pseudomonas koreensis faj Ps 914 torzse

tekinthetd.
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18. abra: Az izolalt Pseudomonas torzs (pirossal keretezett) filogenetikai helyzete. Az
elagazasoknal jelolt szamok a bootstrap értékek (%).

Ujonnan izolalt baktérium fajok bemutatdsa esetén elengedhetetlen a torzsek alapvetd

morfologiai, fizioldgiai és biokémiai jellemzdinek a meghatarozasa. Ezen vizsgalatok
eredményeit a kovetkez6 alfejezetekben mutatom be.
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5.4.1. A TORZSEK MORFOLOGIAI SAJATOSSAGALI

Az izolalt nyolc térzs mindegyike aerob, lekerekitett végii palca, 24 6ras novesztést
kovetéen mikroszkopos vizsgalatuk alapjan eltéré méreteket mutatnak (7. tablazat)
szazszoros nagyitas mellett.

LB tapagaron 48 o6ras inkubacié utan kerek, de (Pseudomonas sp. KAF B torzset kivéve) nem
hatarozott korvonalu telepeket képeznek. A kolonidk szinét tekintve valtozatosak: A
Rhodococcus torzsek matt felszind, sarga szinii telepeket képeznek, kivéve a Rhodococcus
sp. KAF I jelli torzset, mely fényes, fehéres sarga- és a Pseudomonas sp. KAF B torzset, mely

fényes felszind, elefantcsont fehér telepeket képez.

7. tablazat: Az izolalt torzsek morfoldgiai tulajdonsagai

Koloniak Sejt
Torzs neve , Méret
Szin Forma Forma

(pm)
Pseudomonas sp. KAF B fényes, elefantcsont fehér kerek | 2.4x0.6 palca
Rhodococcus sp. KAF Q matt, sarga kerek | 4.5x0.9 palca
Rhodococcus sp. KAF M matt, sarga kerek 14x0.5 palca
Rhodococcus sp. KAF L matt, sarga kerek | 4.2x0.7 palca
Rhodococcus sp. KAF 1 fényes, fehéres-sargas kerek | 3.3x0.7 palca
Rhodococcus sp. KAG C matt, sarga kerek 4x0.8 palca
Rhodococcus sp. KAG H matt, sarga kerek | 2.4x0.6 palca
Rhodococcus sp. KAG E matt, sarga kerek 3x0,6 palca

5.4.2. FIZIOLOGIAI- ES BIOKEMIAI SAJATOSSAGOK

Az izolalt Rhodococcus torzsek Gram-pozitiv, mig a Pseudomonas torzs Gram-
negativ, mezofil baktériumok. A KAG C és KAF Q torzs 15-30°C kozott képes szaporodni,
mig a KAG E és a KAG H torzs gyenge novekedést mutat még 10 és 38 °C-on is. A
Pseudomonas sp. KAF B, és a R. erythropolis KAF I, KAF M és KAF L torzsek 10-38 °C
tartomanyban szaporodnak, de gyenge novekedést még 40 ©C-on is mutatnak LB
tapoldatban egy napos novesztést kovetden. A Pseudomonas sp. KAF B, Rhodococcus sp. KAF

I, KAF M, KAG E, KAG H torzsek 3,5%-0s s6koncentracié mellett képesek a szaporodasra,
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mig a KAF Q, és a KAG C torzs nem, a KAF L torzs csak gyenge novekedést mutat ilyen nagy
sokoncentracio jelenlétében.

A vizsgalt torzsek mindegyike oxidaz pozitiv, az KAF M, KAG C, KAG H katalaz pozitiv, mig a
KAF Q csak gyenge katalaz aktivitast mutatat. Nitrat redukciora az KAG E torzs kivételével
mindegyik képes, bar a KAF B torzs csak gyenge nitrat reduktaz aktivitassal rendelkezik. A
nitrit redukaldsara, indol termelésre, a keményité hidrolizisére és a gliik6zbdl torténd
savtermelésre egyik torzs sem képes. Oxidativ uton egyik térzs sem bontja a gliik6zt, mig
fermentativ uton csak a KAG E torzs. Ureaz aktivitassal csak a KAF Q torzs rendelkezik. A
Tween 80 hidrolizisére a KAF B torzs képes, mig a KAF M, I, és a KAG C és E torzs csak
gyenge aktivitast mutat. 3-galaktozidaz aktivitasa egyik torzsnek sincs, a zselatin bontasara

a KAF B, L, I és a KAG E torzs adott pozitiv eredményt (8. tablazat).

8. tablazat: Az izolalt torzsek biokémiai jellemz6i
+ pozitiv reakcio, -: negativ reakci6, Gy: gyenge pozitiv reakcid

Torzs jele
Tulajdonsag KAF | KAF | KAF | KAF | KAF | KAG | KAG | KAG
B Q M L I C H E
Oxidaz aktivitas + + + + + + + +
Katalaz aktivitas GY - + + - - - +
Ureaz aktivitas - + - - - - - -
[-galaktozidaz - - - - - - - -
Nitrat redukcio + + + + + - + Gy
Nitrit redukci6 - - - - - - - -
Kazein hidrolizis - - - - - - - -
Keményit6 hidrolizis - - - - - - - -
Tween 80 hidrolizis + - Gy - Gy Gy - Gy
Zselatin hidrolizis + - - + + - - +
Indol termelés - - - - - - - -
Metil voros (gliikkéz) - - - - - - - -
OF teszt (gliik6z)
aerob (oxidacid) - + - - - - - +
anaerob (fermentacio) - Gy - - - + - -
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5.4.3. A TORZSEK GAZOLA] TOLERANCIA VIZSGALATA

A fent jellemzett mikroorganizmusok izolalasi koriilményei felvetették annak a
kérdését, hogy a torzsek milyen koncentracioig tudjak toleralni a gazolajat? Vajon képesek-
e aktiv anyagcserét folytatni akar ,tomény” (vizmentes) gazolajban is? A kérdések
megvalaszolasa érdekében a torzseket 1% (v/v) koncentracioban 20 ml sterilre sziirt
gazolajat tartalmazé zart hypo-vial livegekbe oltottam, és vizsgaltam a sejtek aktiv
anyagcseréjének kovetkeztében felszabadulé szén-dioxid koncentracidjat. A zart
rendszerekben egy hét utdn a kiindulasi allapothoz képest nem detektaltam valtozast (az
adatok nincsenek feltiintetve). Feltételeztem, hogy makro- és mikroelemek hozzaadasa
szliikséges a sejtek anyagcseréjének beinditasahoz, igy kovetkezd kisérletemben mar a 20
ml gazolajat asvanyi sok vizes oldataval egészitettem ki. Az igy létrejott kétfazisu oldat

88,7%-ban tartalmazta a gazolajat és 11,3%-ban az asvanyi sok vizes oldatat.

A)

10

7 4
B -
5 -
4 4
3
2.
1 -
0 _a N B B N N S

KAGC KAFQ KAGH KAGE KAFL KAFM KAFI KAFB Kentroll

CO, (%)

19. abra: A torzsek altal egy hét alatt termelt szén-dioxid asvanyi s6k hozzaadasat
kovetben (A). A gazolajban novesztett Rhodococcus sp. KAG C torzs a leoltas pillanataban
(B) és egy hét utan (C)

Az asvanyi sOk hozzidadasara megindult a sejtek anyagcseréje, a kezeletlen kontroll

mintdhoz képest jelentés zavarossag volt meg figyelhet6 a gazolajban is, életteriik nem
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korlatozodott csupan a vizes fazisra (példaként kiemelve a KAG C torzs: 18. abra C). Egy hét
utdn jelent6s mennyiségli szén-dioxidot detektaltam a rendszerben a sejteket nem

tartalmazé kontroll mintahoz képest (19. abra A).

Annak bizonyitasara, hogy a torzsek valoban képesek az olajos fazisban szaporodni,
vizsgaltam a fenti kisérletben legnagyobb aktivitast mutat6 KAG C torzs szaporodasi
dinamikajat él6 sejtszam meghatarozas modszerével az olajos fazisban. A kisérleti
eredmények megerdsitették vizudlis megfigyeléseimet (19. dbra C), a 20. dbran jol 1athato
az él6 sejtszam novekedéseaz idd el6rehaladtaval, mely bizonyitja, hogy a torzs képes

szaporodni az olajos fazisban is.

6.E+08

5.E+08 +

4.E+08 -

3.E+08 +

2.E+08 -

CFU (sejt/ml)

1.E+08 -

O. E+OO T T T T T T T T

IdG (nap)

20. abra: A KAG C torzs szaporodasi dinamikaja gazolajban

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy Uj, olddészer tolerans extremofil

baktériumokat sikertilt izolalni.
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6. 0SSZEFOGLALAS

Kutatdmunkam soran a hazankat leginkabb érintd hidroféb szennyezé anyagok, a
gazolaj valamint csirke- és sertészsir mikrobiolégiai bontasat vizsgaltam, lebontd
szervezetként a Rhodococcus erythropolis MK1 torzset felhasznalva. Megvizsgaltam a torzs
biodegradaciés aktivitasat befolydsol6 paramétereket, valamint 6tvoztem a kiilonb6zo
bioremediacios technoldgidkat, melyek eredményeként sikeres gazolaj, csirke- és sertészsir
lebontast mutattam be laboratériumi koriilmények kozott. A laboratériumi eredményekre

alapozva egy gazolajjal szennyezett talaj kArmentesitését is sikeresen hajtottam végre.

Eredményeimmel ravilagitottam, hogy napjaink legkiemelkeddbb olajbontéjaként szamon
tartott Alcanivorax borkumensis torzshoz képest az altalam vizsgalt R. erythropolis MK1
torzs lényegesen hatékonyabb szénhidrogén bontd. Lebonté képessége nem korlatozodik
csupan az alkdnok bontdsara, hanem egy adott idében valamennyi szénhidrogén
parhuzamos lebontasra képes.

A Rhodococcus nemzetség sertés- és csirkezsir bonté képességét mind ez idaig nem
vizsgaltadk, igy e téren elért kutatasi eredményeim - mint Uj elemek - bdvitették a
Rhodococcus nemzetségrol eddig ismerteket.

Nagy gazolajkoncentracié koncentraci6 jelenlétében is bontasra képes baktériumot a
szakirodalom még nem tart szamon. Munkam soran sikeresen izolaltam gazolajbol és faradt
olajbol olyan mikroorganizmusokat, melyek kétfazist rendszerekben kozel 90%-os gazolaj

koncentracio mellett is képesek aktiv anyagcserét folytatni.

Az elért kutatasi eredményeimet részletesen, a célkitiizéseimmel 6sszhangban az alabbi

pontokban foglalom 6ssze.
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I. Gazolaj, mint hidroféob szennyezé anyag lebontasanak vizsgalata soran tett

megallapitasok

A gazolaj lebontasanak vizsgalata soran a fokozatos léptéknovelés elvét kovettem.
A kutatémunka kezdetén igazoltam, hogy a MK1 torzs aktiv anyagcserét folytat gazolaj
jelenlétében, képes azt szén- és energiaforrasként hasznositani.
Laboratériumi koriilmények kozott mikrokozmosz kisérletek segitségével megvizsgaltam a
bontas korilményeit vizes és talajos fazisban egyarant. Minimal sds tapoldatban a torzs a
gazolaj kozel 70%-at bontotta el egy hét alatt, ugyanakkor megallapitast nyert, hogy a
bontas hatékonysaga tovabb novelhetd, a biodegradacié mértéke 20%-al javult ciklodextrin

hozzaadasaval.

Kutatasaim soran vizsgaltam a sejtek hordozoba zarasanak a gazolaj bontasara gyakorolt
hatasat is. Az eredmények alapjan fény deriilt arra, hogy a szakirodalomban tobbféle fajra
leirt tapasztalatokkal ellentétben, az MK1 torzs bezarasos immobilizalasa nem javitja a
bontds hatékonysagat, sét ellenkezdleg, jelentésen csokkentette azt. Egy hét utan kozel
20%-al maradt el az aktivitdsa az immobilizalt sejtes kultiraknak a szabadsejtes

kulturakhoz képest.

Talajos mikrokozmosz kisérletek segitségével modellezni kivantam egy gazolajjal
szennyezett talaj kdrmentesitését is. E célnak megfeleléen mesterségesen elszennyezett
talajban vizsgaltam a biostimulaci6, valamint a bioaugmentaci6 gazolaj bontasara gyakorolt
hatasat. A vizsgalatok sordn a természetes szennyezé anyag csokkenés jelenségét
tapasztaltam, kozel 40%-os biodegradacié volt megfigyelhetd a kezeletlen kontroll
mintdkban, melybe mikroorganizmust nem juttattam. Biostimulaciés kezelés hatasara a
gazolaj lebontas mértéke jelent6sen noétt, egy hét utan kozel 80%-os biodegradaciot
detektaltam. A bioaugmentacié soran hozzaadott mikroorganizmus (MK1 tdérzs) nem
novelte a bontdas hatékonysdgat, azonban a bioaugmentacié biostimulaciéval valo

kombinalasa a lebontas sebességét nagymértékben javitotta.

Alaboratériumi eredményekre tamaszkodva egy régéta fennalld gazolajjal szennyezett talaj

kdrmentesitését is végrehajtottam. A karmentesités sordn Kkapott eredmények
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megerdsitették a korabbi laboratériumi modellkisérletek eredményeit. A bennsziilott
mikroflora asvanyi sés tapoldattal torténd stimuldlasa megfelel6 kezelésnek bizonyult tobb
éve bekovetkezett és még fennallé szennyezés esetén. A bioaugmentacié nem novelte a
szénhidrogénbontas hatékonysagat ebben az esetben.

Vizsgalataimat kiterjesztettem egy friss szennyezés karmentesitésének modellezésére is.
Bizonyitast nyert, hogy a helyi mikroba kozosség stimuldldsa elegendd, ugyanakkor a
bioaugmentaci6 lényegesen gyorsabb megoldasnak bizonyult, ezért tovabbi szempontok
figyelembevételével (idofaktor, gazdasagossag) a friss szennyezések karmentesitése soran

a bioaugmentaci6 el6nydsebb.

II. Csirke- és sertészsir, mint hidrofob szennyezé anyagok lebontasanak vizsgalata
soran tett megallapitasok

Enzimaktivitds vizsgalatok soran bizonyitottam, hogy a vizsgalt MK1 torzs
rendelkezik a zsiros hulladékok lebontdsahoz sziikséges lipaz enzimekkel, majd a torzs
anyagcsere folyamatait korbejaro vizsgalatok segitségével megallapitottam, hogy a torzs
képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani a csirke- és sertészsirt.
Modellorganizmusom zsirbonté képességét egy alternativ torzs zsirbontd képességével

hasonlitottam 0ssze.

A zsirok biodegradacidjanak vizsgalata soran bebizonyitottam, hogy a tdpoldat pH-ja
jelentds befolyasolo6 tényezdje a degradacios folyamatnak. A felismerést kovet6en sikeresen
optimalizaltam a bontasi koriilményeket, melynek koszonhetéen csirkezsir esetén teljes-,
sertészsir esetén 80%-os biodegradaciot sikeriilt elérni néhany nap (4-5 nap) alatt.
Modellorganizmusom és a PR4 torzs zsirbont6 képessége kozott a tapoldat optimalizalasa
utan jelent6sebb eltérést nem tapasztaltam, a két torzs kozel azonos mértékben volt képes

a zsiros szubsztratok lebontasara.

A zsirok lebontasi kinetikajat tanulmanyozva megallapitottam a bontas id6beli fliggését,
valamint ravilagitottam arra, hogy a bontas sebessége nagyban fiigg a vizsgalt zsirok zsirsav

Osszetételétdl. Csirkezsir esetén a teljes biodegradacié mar 5 nap alatt bekovetkezett, mig a
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sertészsir magasabb telitett zsirsav tartalma miatt e szubsztrat lebontasahoz hosszabb id6
szliikséges. A PR4 torzs bar mindkét szubsztrat esetében gyorsabb biodegradaciét
eredményezett, mint az MK1 torzs, de a hatékony biodegradacié az adott koriilmények
kozott sziikebb pH tartomanyt mutatott PR4 torzs esetében. A trigliceridek mennyiségi

fogyasat és a keletkezd intermediereket vékonyréteg kromatografiaval is detektaltam.

III. A Rhodococcus erythropolis MK1 torzs genom szekvenalasat kovetden tett

megallapitasok

Az MK1 torzs genomjaban szamos olyan gént talaltam, melyek az altalam vizsgalt
gazolaj és zsiros hulladékok lebontasaban részt vehetnek. A genomban taldlhaté gének
kozil 5 gén alkB enzimeket kddol, melyek feltételezhet6en a gazolaj alkdn komponenseinek
a lebontasaban vesznek részt. Tovabbi 11 db citokrom P450 fehérjecsalddba tartozo
fehérjéket kodolo géneket is sikertilt kimutatni. A gazolaj aromas vegytleteinek bontasaban

potencialisan 77 db gén terméke vehet részt.

A zsirokat alkoto trigliceridek lebontdsdban szerepet jatsz6 lipaz enzimek koziil 10 db
triacil-glicerol lipazt és 2 db monoacil-glicerol lipazt azonositottam. Tovabbi 87 db olyan
feltételezett fehérjét kddold szekvenciat talaltam a genomban, melyek szerepet jatszhatnak

a zsirsavak lebontasaban.

IV. Uj oldészer tolerans baktériumok vizsgalata soran tett megallapitasok és elért

eredmények

Mikrokozmosz kisérletek soran a gazolajat tartalmazé mintaban mikrobialis
aktivitast detektaltam. Ennek alapjan sikeresen izoladltam és szelektdltam gazolajbol és
faradt olajbol életképes baktérium torzseket. Az izolalt torzsek mindegyike egy kivétellel a

legkozelebbi rokonsagot a Rhodococcus nemzetséggel mutatta. Egy torzs az el6z6ektdl
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eltéréen Gram-negativ, és a Pseudomonas koreensis fajjal mutatott legnagyobb
hasonldsagot.

A szelektalt torzsek taxonomiai besorolasat elvégezve megallapitottam filogenetikai
helyzetiiket, alapvet6 fiziologiai-, fenotipusos és biokémiai karakterisztikajukat.
Megallapitottam tovabba, hogy a szelektalt torzsek igen magas gazolaj toleranciaval
rendelkeznek. Kétfazisu (gazolaj/viz) rendszerben 88,7%-o0s gazolaj koncentracié mellett is

képesek aktiv anyagcserét folytatni asvanyi sok jelenlétében.

Kovetkeztetések

Eredményeim Uj lehetdségeket nyitnak a Rhodococcus nemzetség ipari
alkalmazasaban. Az Aaltalam vizsgalt Rhodococcus erythropolis MK1 torzzsel végzett
kisérletek eredményei felvetik annak a lehetdségét, hogy e torzs gazolajjal szennyezett
talajok és zsiros hulladékokkal terhelt szennyvizek kezelésére egyarant j6 hatékonysaggal
alkalmazhaté lesz a jov6ben.

A gazolajbol és faradt olajbol izolalt torzsek segitenek boviteni az eddigi
ismereteinket az extremofil mikroorganizmusokrdl. Olddszer toleranciajukat kihasznalva yj
lehet6ségeket teremtenek a bioremediacios, biokatalitikus folyamatokban. A faradt olajbol
szelektalt torzsek potencidlis fémtoleransak lehetnek, melynek kiemelked6 jelentésége

lehet bioremediacios eljarasokban a jévoben.
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7. SUMMARY

During my research on hydrophobic pollutants primarily affecting our country, I
studied the microbial degradation of diesel oil, lard and poultry fat using Rhodococcus
erythropolis MK1 strain. The parameters, affecting the biodegradation activity of the strain,
were analyzed, and various bioremediation technologies were applied and combined.
Finally a successful procedure was developed to degrade diesel oil, lard and poultry fat
under laboratory conditions. Based on the results of these laboratory tests, remediation of

diesel oil contaminated soil was also performed.

My results have highlighted that - compared to Alcanivorax borkumensis considered as
today’s most prominent oil-degrading strain - the Rhodococcus erythropolis strain examined
here can degrade hydrocarbons more effectively. These degrading capabilities were not
restricted only to alkanes, but enable the strain to degrade all hydrocarbons
simultaneously.

The lard and poultry fat degrading capabilities of the Rhodococcus genus has not been
examined so far, thus my relevant results widened our knowledge on this genus.

In the literature, bacteria capable to degrade diesel oil at high concentration have not been
published yet. During my work, I have successfully isolated microorganisms from diesel
and dead oil that are capable of an active metabolism in two-phase systems with a gasoline

concentration close to 90%.
My results are summarized in details in the following sections.

I. Findings based on the results from the degradation of diesel oil as hydrophobic
pollutant

During the analysis of diesel oil degradation, I applied a gradual scale-up strategy.

At the beginning of my research, I demonstrated that the MK1 strain engaged in active

metabolism in the presence of diesel oil as a carbon and energy source.
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[ examined the conditions of oil degradation using microcosm experiments in both liquid
and soil phases.

The MK1 strain degraded 70% of diesel oil in minimal salt medium in a week, but as a
conclusion, it was found that by the addition of randomly methylated cyclodextrin, the rate

of the bioconversion can be further enhanced by 20%.

[ also studied the effects of encapsulation of cells on diesel oil degradation. The results
revealed that in case of our MK1 strain, cell immobilization - contrary to the available
literature on this topic - does not improve the biodegradation efficiency but, on the
contrary, it caused a significant reduction. After one week, the biodegradation yield was

nearly 20% lower in case of immobilized cells as compared to the free cell cultures.

With soil microcosm experiments, I intended to model the bioremediation of diesel oil
contaminated soil. In accordance with this objective, I investigated the effects of
biostimulation as well as bioaugmentation on artificially contaminated soil. During the
tests, the concentration of the original pollutants decreased and nearly 40% biodegradation
was observed in the control samples without externally added microorganisms. After
biostimulation, there was a significant increase in biodegradation; nearly 80%
bioconversion could be achieved in a week. Bioaugmentation by MK1 strain - did not cause
any increase in degradation efficiency, but combining bioaugmentation with biostimulation

resulted in significantly increased degradation speed.

Based on these laboratory results, the bioremediation of soil - containing a long-existing
diesel oil contamination - was performed. The results coincided with the data obtained in
the laboratory model experiments. In case of old contamination, stimulating the indigenous
microflora with mineral salts proved to be an appropriate treatment. Bioaugmentation did

not cause any increase in the efficiency of hydrocarbon degradation in this case.

My experiments were also extended for modelling of the remediation of soil containing
fresh contaminations. It has been demonstrated that the stimulation of the local microbial
community was enough; however, in order to achieve faster remediation, bioaugmentation

was definitely proved to be a better treatment.
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II. Conclusions from the study of degradation of lard- and poultry fat, as a

hydrophobic pollutants wastes

During enzyme activity tests, it was successfully demonstrated that the MK1 strain
and another similar R. erythropolis PR4 strain had lipase enzymes capable of degrading
fatty wastes. Using metabolic studies I confirmed that these strains could utilize lard and
poultry fat as sole energy sources.

The fat degrading ability of my model organism was compared to the R. erythropolis PR4
strain both strains had similar activities.

[ proved that the biodegradation was largely affected by the pH of the nutrient solution.
Consequently, I optimized the conditions of fat degradation to achieve a complete
biodegradation of poultry fat and 80% lard conversion in a few (4-5) days. No significant
differences were observed between the fat degrading abilities of the strains under optimum
conditions, the fatty substrate degrading ability of the two strains was almost equal.

Based on the kinetics of fat degradation, I pointed out that biodegradation rate is largely
dependent on the type of the fatty acid of interest. In case of poultry fat, biodegradation was
completed in 5 days, while, because of the larger saturated fatty acid content of the lard,
more time is required for the biodegradation of this substrate. Although, in case of both
substrates, the PR4 strain accomplished a bit faster biodegradation than the MK1 strain,
this high activity showed a narrower pH range. Triglycerides and the intermediates -

resulting from their degradation - were also detected with a thin layer chromatography.

II1. Conclusions from Rhodococcus erythropolis MK1 strain genome analysis

In the genome of the MK1 strain, I have found a number of genes possibly
responsible for the degradation of diesel oil and oily wastes of interest. Five genes in the
genome code for AlkB enzymes and presumably involved in the degradation of the alkane
components of diesel oil. Another 11 cytochrome P450 genes were also detected. Moreover,

products of 77 genes might be likely involved in the degradation of aromatic hydrocarbons.
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[ identified 10 genes encoding triacylglycerol lipases and 2 genes of monoacyl-glycerol
lipases by a comparison to the known lipase enzymes involved in the degradation of fat
forming triglycerides. Another 87 protein coding sequences were also identified, which

could be involved in the degradation of fatty acids.

IV. Findings and achieved results during the examination of new solvent-tolerant

bacteria

During microcosm experiments, I detected microbes originated from pure diesel oil.
Based on these findings, I successfully isolated and selected viable bacterial strains from
diesel oil and dead oil. All but one of the isolated strains showed a close kinship with the
Rhodococcus genus. One strain, unlike the previous ones, was Gram-negative and resembled
a Pseudomonas koreensis strain.
After the taxonomic classification of the selected strains, I determined their phylogenetic
position, their fundamental physiological, phenotypic and biochemical characteristics.
The selected strains were highly active in a two-phase (diesel oil/aqueous) system with
88,7% diesel oil concentration, they were able to engage in active metabolism in the

presence of mineral salts.

Conclusions

My results open new possibilities in the industrial application of the Rhodococcus
genus. The examined Rhodococcus erythropolis MK1 strain is a good candidate for
remediation of both diesel oil contaminated soils and fatty waste polluted sewages with
high efficiency.

The strains isolated from diesel and dead oil can help to expand our contemporary
knowledge of extremophile microorganisms. Taking the advantages of their solvent
tolerance, new possibilities open up in bioremediation and bio-catalytic processes. Strains
isolated from dead oil are potentially metal tolerant, even possess metal accumulating

properties, having a great significance in bioremediation applications.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte halaval tartozom mindazoknak, akik valamilyen formaban hozzajarultak ahhoz,

hogy ez a munka megsziilethessen.

Kitiintetett koszonettel tartozom els6ként témavezetémnek, Dr. Perei Katalinnak.
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10. MELLEKLETEK

1. melléklet: Karmentesitési munkalatok Kivitelezése terepen

- -

1. kép: A kisérlethez felhaszndlt gazolajjal szennyezett talaj a székkutasi Uj Elet

Mezo6gazdasagi Szovetkezet telephelyén
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2. kép: A PVC foliaval lefedett munkatertilet
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3. kép: A szennyezett talaj szalméaval torténd bekeverése
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4. kép: A halmok kialakitasa
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5. kép: A kialakitott halmok

100



6. kép: A gazolaj kijuttatasa
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7. kép: Oltéanyag kimérése
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8. kép: A szennyezett halom minimal sés tapoldattal torténd locsolasa
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2. szamu melléklet: Mintavételi pontok kijel6lése
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3. szamu melléklet: A gazolaj GC-MS analitikaja. A) Gazolaj minta kromatogramja. B)
Kalibracio: ElIméleti- és mért szénhidrogén koncentracio a talajban
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