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BEVEZETES

Az elmult évszazadban az emberiség novekvo igényei az ipar gyors litemi fejldését
eredményezte, mely azonban magaval hozta a kiilonb6z6 szennyez6 anyagok kérnyezetben
valé felhalmozo6dasat is. A romlé kornyezeti allapot viszont fokozatosan hozzajarult egy
olyan szemléletmod kialakuldsahoz, melynek készonhet6en ma mar tudatosan téreksziink a
természeti elemek megovasara, a kornyezet terhelésének csokkentésére.

Napjainkban aktiv kutatds folyik annak érdekében, hogy olyan kornyezetbarat
technoldgidkat és eljarasokat fejlessziink, melyek megfeleléek a koérnyezetszennyezd,
kornyezetterhel6 anyagok eltavolitasara. A fizikai-, kémiai technol6gidk mellett a bioldgiai
modszerek alternativ megkozelitést jelenthetnek, hiszen a mikrobioldgiai 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. A legkiemelkeddbbeket a Rhodococcus nemzetség egyes tagjai kozott talaljuk.
Rendkiviil valtozatos enzimeik, feliiletaktiv anyag termel6 tulajdonsaguk alkalmassa teszi

Oket arra, hogy kilonb6z6, akar hidrofob tulajdonsagu szennyezd anyagokat is lebontsanak.

Hazankat a hidroféb szennyezdé anyagok koziil legnagyobb mennyiségben a kiilonb6z6
koéolaj eredetli gadzolaj és az élelmiszeripari zsiros hulladékok (els6sorban sertés- és
baromfizsir) érintik. Munkam soran els6dleges célom volt, hogy e szennyezd anyagok

eltavolitasara kornyezetbarat megoldast kinaljak.

Hidroféb kornyezetet kedvel6 mikroorganizmusoknak jelentds szerepe lehet biokonverziés
eljarasokban, ezért tovabbi célul tliztem ki gazolajbol és faradt olajbdl olddszer tolerans

mikroorganizmusok izolalasat is.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A Rhodococcus erythropolis MK1 torzs (MK1 torzs) gazolaj bontd képességét
mikrokozmosz kisérletekben laboratériumi kortilmények kozott minimal sés tapoldatban
és talajban vizsgaltam. A biodegradaci6 hatékonysaganak novelése érdekében mintdimat 3-
ciklodextrinnel egészitettem ki, tovabba a sejteket kisérlettdl fliggéen immobilizaltam
kalcium alginat gélagyba. A gazolaj bontds hatékonysagat gazkromatograffal kapcsolt

tomegspektrométerrel (GC-MS) vizsgaltam a mintak 1:1 aranyu extrakciojat kovetden.

Gazolajjal szennyezett talaj karmentesitését on site prizmas eljarast valasztva 2 m3-
es halmokban végeztem. A Kkarmentesitésben biostimulaciét és bioagumentaciot
haszndaltam. Biostimulacié sordn a halmokat minimdal sés tapoldattal kezeltem, mig
bioaugmentaci6 esetén az MK1 torzset juttattam ki a halmokba. A friss szennyezés
modellezéséhez egyes halmokba 2800 mg/kg gazolajat juttattam ki. A halmok szénhidrogén
tartalmat 9 héten at, harom hetes mintavételezéssel vizsgaltam 1:1 aranyu extrakciot

kovet6en GC-MS késziilékkel.

Az MK1 torzs zsirbont6 képességét a Rhodococcus erythropolis PR4 (NBRC 100887)
alternativ torzs zsirbonté képességével hasonlitottam 0Ossze. A torzsek zsiros hulladék
(csirke- és sertészsir) hasznositdé képességét minimal sds tapoldatban vizsgaltam
laboratériumi koriilmények kozott. Mintdimat sziikség esetén NaHCOz-al egészitettem ki. A
mintdk zsirtartalmdban bekovetkez6  valtozasokat, az azokbdl szarmaztatott

metilésztereken keresztiil kovettem nyomon GC-MS késziilékkel.

Az MK1 torzs genomi DNS-ét a hagyomanyos fenol-kloroform modszerrel vontam ki,
majd a genom szekvenalasa [llumina MiSeq 4j generacios platformon tortént. A szekvencia
adatok Osszeszerelése MIRA 4 assembler segitségével tortént. Az dsszerakott szekvencidkat

a RAST 2.0 szerveren annotaltam.

Uj, hidroféb kérnyezetet kedvelé mikroorganizmusok izolaldsa gazolajbol és faradt
olajbol tortént. A torzsek gazolaj tolerancia vizsgalatat kétfazisu (gazolaj/viz) rendszerben
tanulmanyoztam. Mintaim 88,7%-ban tartalmaztak gazolajat és 11,3%-ban az anyagcsere

folyamatokhoz elengedhetetleniil sziikséges asvanyi sok vizes oldatat. A sejtek aktiv
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anyagcseréjének kovetkeztében felszabadulé COz-ot gazkromatograf késziilékkel

vizsgaltam.



AZ ERTEKEZES EREDMENYEI

Kutatémunkam soran a hazankat leginkdbb érint6 hidroféb szennyezé anyagok, a

gazolaj valamint csirke- és sertészsir mikrobiolégiai bontasat vizsgaltam, lebontd

szervezetként a Rhodococcus erythropolis MK1 torzset felhasznalva.

Kisérleteimben Uj olddszer tolerans extremofil mikroorganizmusokat is izolaltam.

I. Gazolaj, mint hidroféb szennyezé anyag lebontiasanak vizsgalata soran tett
megallapitasok

1)

2)

3)

4)

5)

Az MK1 torzs képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani a gazolajat.

Laboratériumi korilmények kozott vizes kozegben a MK1 torzs a gazolaj kozel 70%-at
elbontotta egy hét alatt, mely bontasi hatékonysag tovabb nodvelhet6 20%-al
ciklodextrin hozzdadasaval. A sejtek bezarasos immobilizaldsa nem javit a bontasi

koriilményeken.

Az MK1 torzs, a szakirodalomban a legkiemelked6bb olajbontéként szamon Alcanivorax
borkumensis torzshoz képest 1ényegesen hatékonyabb szénhidrogén bont6. Az MK1
katabolizmusa nem korlatozédik csupan az alkdnokra, hanem valamennyi tipusu

szénhidrogén parhuzamos lebontasara képes.

Talajban a természetes szennyezd anyag csOkkenés jelensége volt megfigyelhetd, a
szénhidrogének mennyisége kozel 40%-kal volt kevesebb a kezeletlen kontroll
mintakban a kiindulsi értékhez képest. Asvanyi s6k hozzaadasaval (biostimulaciéval) a
bontds hatékonysaga novelhetd volt, az elért biodegradaci6 kozel 80% volt. A
szénhidrogén bontdsara szelektalt mikroorganizmusok hozzaadasa (bioaugmentacio)

nem fokozta tovabb a bontas mértékét.

A terepi karmentesitésben a régdéta fennalld szennyezés (TPH= 671 mg/kg)
megsziintetéséhez elegenddnek bizonyult a helyi mikrobiadlis kézdsség asvanyi sos

tapoldattal torténd stimulalasa. A bioaugmentacié nem novelte a bontas sebességét.



6) Friss szennyezés esetében (TPH= 3480 mg/kg) a biostimulaci6 megfelel6 kezelésnek
bizonyult, azonban az idd6faktort tekintve a bioaugmentaci6 eredményesebb

karmentesitési eljarasnak bizonyult a gyorsabb tisztulas elérésével.

II. Csirke- és sertészsir, mint hidrof6b szennyezé anyagok lebontasanak vizsgalata

soran tett megallapitasok

1) Az MK1 torzs képes a gazolajon tul, a sertés és csirkezsirt is egyediili szén- és energia

forrasként hasznositani.

2) Az MK1 torzs zsirbontd képességét a Rhodococcus erythropolis PR4 (NBRC 100887)

alternativ torzs zsirbont6 képességével hasonlitottam dssze.

3) A zsirok lebontasi hatékonysagat a tapoldat pufferel6 kapacitdsa és a vizsgdlt zsirok
zsirsav Osszetétele befolyasolja. A NaHCOs-al kiegészitett mintadkban az MK1 torzs a
csirkezsirt teljesen elbontotta, mig sertészsir esetén az elért biodegradacio 78% volt egy

hét alatt.

4) A csirkezsir teljes biodegradaci6ja mar 5 nap alatt bekovetkezett, mig a sertészsir
magasabb telitett zsirsav tartalma miatt e szubsztrat lebontasahoz hosszabb id6

szlikséges.

5) A PR4 torzs bar mindkét szubsztrat esetében gyorsabb biodegradaciot eredményezett,
mint az MK1 torzs, de ez a hatékony biodegradaci6 szlikebb pH tartomanyt mutatott

PR4 torzs esetében.

III. A Rhodococcus erythropolis MK1 torzs genom szekvenalasat kovetéen tett

megallapitasok

1) Az MK1 toérzs genomjaban a gének kozill 5 gén alkB enzimeket kdédol, melyek
feltételezhet6en a gazolaj alkan komponenseinek a lebontasaban vesznek részt. Tovabbi

11 db citokrém P450 fehérjecsaladba tartozé fehérjéket kédold géneket is sikeriilt
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kimutatni. A gazolaj aromas vegyiileteinek bontasaban potencialisan 77 db gén terméke

vehet részt.

2) A zsirokat alkotd trigliceridek lebontasaban szerepet jatszo lipaz enzimek koziil 5 db
triacil-glicerol lipazt és 2 db monoacil-glicerol lipazt azonositottam. Tovabbi 87 db olyan
feltételezett fehérjét kodold szekvencidt taldltam a genomban, melyek szerepet

jatszhatnak a zsirsavak biokonverzi6jaban.

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

eredmények

1) Gazolajbdl és faradt olajbol 8 féle, a gazolaj szénhidrogén komponenseinek bontasara

képes torzset izolaltam.

2) Az izolalt torzsek mindegyike, egy kivétellel, a legkozelebbi rokonsagot a Rhodococcus
nemzetséggel mutatta. Egy torzs, az el6zdektdl eltéréen, Gram-negativ, és a

Pseudomonas koreensis fajjal mutatott legnagyobb hasonlosagot.

3) Azizolalt torzsek magas gazolaj tolerancia-szinttel rendelkeznek. Kétfazisu (gazolaj/viz)
rendszerben, 88,7%-0s gazolaj koncentraci6 mellett is képesek aktiv anyagcserét

folytatni hozzaadott szervetlen tapanyagok (N, P, Ca, Mg) jelenlétében.
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