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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A SZENHIDROGENEK ELOFORDULASA KORNYEZETUNKBEN

2.1.1. A szénhidrogének eredete és az altaluk okozott kornyezetvédelmi problémak

Szénhidrogéneknek nevezziik a sziikebb értelemben kizarolag szénbdl és hidrogénbdl
felépiild szerves vegyiileteket. Keletkezésiiknek alapvetden héarom tipusat ismerjiik.
Geokémiai folyamatok soran, magas nyomason és hdmérsékleten, évmilliok alatt keletkeztek
legfontosabb fosszilis energiahordozdink, a kdolaj és a foldgdz. Szénhidrogének ma is
hatalmas mennyiségben keletkeznek €16 rendszerekben, ilyen példaul a mikrobak, vagy a
kérddzo allatok anyagcseréje soran felszabaduld metan, vagy pl. a ndvényi eredetli gyantak. A
harmadik tipusba a modern vegyipar altal eldallitott anyagok, pl. a miianyagok és egyéb
szintetikus szerves vegyiiletek tartoznak.

Az emberi tevékenységnek azonban nemcsak a szénhidrogének keletkezésére, hanem
azok kornyezetbe vald kikeriilésére is igen jelentOs hatdsa van. Az liveghazhatast el6idézo
metan koncentracidja az elmualt 200 évben dupldjara emelkedett (Mancinelli, 1995), és
emellett évente kb. 35 milli6 tonna olaj jut a tengerekbe. Meglepd mddon a kornyezetbe
kikeriild olaj dont6 tobbsége kommunalis ¢€s ipari szennyvizekbdl, vezeték ¢és
tartalyszivargdsokbol szarmazik, az oOrias tankerhajok katasztrofaibol ,,csak™ 1 millid tonna
olaj karositja kdrnyezetiinket.

Hazénkban a hivatalos adatok szerint (Kornyezetvédelmi és Viziigyi Minisztérium

honlapja, 2005) a regisztralt legalabb 30-40000 szennyezd forrds dontd tobbsége



szénhidrogén-szennyezés, az 0Osszes 29%-a asvanyolaj eredetli. Az Orszagos Kornyezeti
Karmentesitési Program adatai szerint 2005-re a szénhidrogén-szennyezés 2.7-3 milli6 m’
talajra és 1-1.2 milli6 m’ talajvizre terjedt ki. Csak a talajviz felszinén Giszo szénhidrogén
mennyisége 5500-6000 m’-re teheté. A remediiciés munkalatok a varakozasok szerint

legalabb 30-40 évig fognak tartani, amelynek becsiilt koltsége 1000 milliard forint.

2.1.2 A szénhidrogének fobb szennyezo forrasai és csoportositasuk

A legfontosabb forrdsok a szovjet csapatok tavozasaval itt maradt, féleg kerozinnal
szennyezett talajok, az olajipari technologidk soran fellépd tartalyszivargdsok, a csévezetékek
,megfurdsa” soran kiomld, illetve az ipari lizemek (finomitok, vegyipari cégek,
gyogyszergyarak) teriiletérdl kiindulo talaj- és vizszennyezések.

A szénhidrogének dontd tobbsége a szénhidrogén-banyaszat soran keriil a felszinre,
mely a két legfontosabb természetes forrds, a kdolaj és a foldgaz kitermelésére ¢s
foldolgozasara épiil. A kdolaj (dsvanyolaj) elemi Osszetétel szerint 83,9-86,8 m% C-t, 11,1-
14,0 m% H-t, 0,08-1,82 m% O-t, 0,02-1,70 m% N-t, 0,06-8,00 m% S-t és 0-0,14 m% fémet
tartalmaz (Magyar Asvanyolaj Szovetség honlapja, 2006). A rendkiviil bonyolult 6sszetételii
kbolajat az olajvizsgald laboratdriumokban fiziko-kémiai tulajdonséagai alapjan osztalyozzak.
A pentanban o0ldodé rész a foként alkdnokbodl alld paraffin-frakcid. A nyersolaj pentdnban
oldhatatlan részét altalaban szén-diszulfidban oldjdk vissza és szervetlen szorbensen - pl.
szilikagél - atvezetve kapjdk meg az aszfaltén frakciot, mely foként poliaromas
szénhidrogénekbdl (PAH) all. A toltetrdl a bonyolult oldallancokat és sok funkcids csoportot
tartalmaz6 oOridsmolekuldkat pl. toluollal lehet leszoritani, igy kaphatjuk meg az olaj maltén

(gyanta) frakciojat. Az egyes frakciok egymdashoz viszonyitott tdmegaranya jol jellemzi az



olajokat, magas alkantartalmu, un. paraffinos olajok taldlhatéak az algydi és a kozel-keleti
mezokben, mig magas aszfaltén-maltén tartalmu, Un. nafténes olajokat banyasznak hazankban
Zaléban, ill. kiilf6ldon pl. Texasban. Technologiai szempontbol a csoportositas az dsvanyolaj
frakcionalt leparlasa soran keletkezd termékek alapjan torténik. A legkonnyebb (Fp. 50-210
°C) a Cs-C) alkanok keverékekeént el6allé motorbenzin parlat, majd a petroleum (180-270 °C,
C11-C12), melynek kiilonlegesen tisztitott formdja a kerozin. A gazolaj (250-360 °C, C3-Cis)
vagy Diesel-olaj levalasztasa utan kapott maradék a pakura, amelyet fiitdolajként eltiizelnek,
vagy vakuumdesztillacigjaval kendolajat, ill. krakkolasaval Diesel-olajat allitanak eld.

A foldgaz a foldkéreg pordzus rétegeiben dasvanyolajjal egyiitt, vagy nélkiile
eléfordulo, foként metanbol all6 gaz. Mig a metdn mellett eléforduld propant, butant és
izobutant cseppfolyodsitva hozzdk forgalomba (PB-gdz), addig a nagyobb, folyékony
komponenseket tartalmazo elegyet a technoldgiai folyamat sordn levalasztjak, kiilon
csOvezetéken szallitjak és gyakran a motorbenzinekhez keverik. Ez az elegy az un. gazolin,
mely C4-C; alkdnok és aromas vegyiiletek keveréke. Ez utobbiak kozé tartozik a benzol,
toluol, etilbenzol, xilol (BTEX) és a kiillonb6zd szubsztitualt monoaromasok (jellemzdéen
alkilbenzolok) is.

Ahogy az elébbi esetben is jol latszik, a szénhidrogének egyes technologiai-gyakorlati
csoportjai leirhatdak az Gsszetevok szerves kémiai, tudomanyos csoportositasa alapjan is. Az
alifas vegyiiletek koziil a normal alkdn homolog sor elsd tagjai jellemzden a foldgazban (C,-
C4) ¢és a koolaj kiilonbozd leparlasi frakcidiban (Cs-C;s), mig a hosszabb alkédnok a
paraffinfrakcioban (pakurdban) fordulnak el6. Mindhdrom elegy kis mennyiségben tartalmaz
izo- ¢és cikloalkanokat és olefineket is. A monoaromds vegyliletek a gazolin, a poliaromas
vegyliletek pedig az aszfaltén f6 komponensei. A kiilonb6z6 szénhidrogének mikrobidlis

lebontasi utvonalait szintén ez utdbbi szerves kémiai csoportositas alapjan mutatjuk be.



2.2. A SZENHIDROGENEK MIKROBIALIS BIODEGRADACIOJA

2.2.1 A poliaromas szénhidrogének lebontasa

A PAH vegyiiletekrél régota kozismert toxikus, mutagén és karcinogén hatasuk.
Kéziilik 16, 2-5 gytiriis vegyiilet szerepel az USA Kornyezetvédelmi Ugyndkségének, az
EPA-nak a legveszélyesebb szennyezd anyagokat tartalmazo listdjan. Ezen vegyiiletek az ¢él6
természetben rendkiviil perzisztensek, koszonhetden vizben valo alacsony oldhatdsaguknak és
szilard részecskékhez torténd erds adszorpcios képességiiknek. Mégis szdmos baktérium képes
egyediili szén- és energiaforrasként torténd felhasznalasukra.

Aerob koriilmények kozott a legegyszeriibb PAH modellvegyiilet, a naftalin, a naftalin
dioxigendz enzim hatasara cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftalinné oxidaloédik, ami egy
négylépcsds folyam sordn szalicilatta alakul. A szalicilatbol katekol, vagy gentizat képzodik,
amelyek orto, vagy meta helyzetli gylirlihasitds utan végil a citromsavciklus kiilonb6z6
intermediereivé alakulnak. A naftalinhoz hasonléan a 3 gylirlis fenantrén és antracén is
szalicilaton, mig a 4 gylrlis pirén orto-ftalaton, vagy cinnamaton keresztiil bomlik le. A
legszélesebb korben tanulményozott PAH bont6 torzs a Pseudomonas putida G7, amelynek
naftalin katabolizmusaért felelds génjei 3 operonba rendezve a 83 kilobézisos (kb) NAH7 jelti
plazmidon kédoltak. Ugyanakkor szamos mas Gram-negativ és Gram-pozitiv térzs esetében a
PAH bontés azonositott génjei kromoszéman kodoltak (Habe és Omori, 2003).

Anoxikus kornyezetben és nitrat jelenlétében tobbek kozott a Pseudomonas stutzeri
NAP-3-1 és a Vibrio pelagius NAP-4 jelii torzsek tiszta tenyészetei is képesek voltak

naftalinbontésra, bar a reakcié pontos mechanizmusa ismeretlen (Rockne et al., 2000). A PAH
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katabolikus utak legfontosabb koztiterméke, a szalicildt szintén lebomlik anaerob
koriilmények kozott. A butanbontéasra és denitrifikaciora is képes (Kesserli et al., 2002 és
2003) Pseudomonas butanovora szalicilat hidroxilaz enzimének segitségével katekolt allit eld,
amely a katekol-2,3-dioxigendz enzim hatdsara meta-helyzetli gytlirGihasitdssal 2-
hidroximukonat szemialdehidd¢é alakul. Ez a sarga szinii intermedier a -ketoadipat Gitvonalon
keresztiil bomlik tovabb, és a reakcidé végiil a citromsavciklusba torkollik. Az anaerob
biodegradacié sordn az atalakuld NOj; - N : szaliciladt moélarany az eredmények alapjan

megfelelt az elore elvart sztochiometrikus 1 : 1-nek (Kessert et al., 2005).

2.2.2 A monoaromas szénhidrogének biodegradacidja

A monoaromds szénhidrogének aerob lebontasdra szamos, biokémiai és genetikai
szinten is jol jellemzett reakciout 1étezik. Ezek koziil a legismertebb a Pseudomonas torzsekre
jellemzd, TOL plazmidon kddolt xyl-gének altal meghatarozott katabolizmus. A lebomlési ut
elsé részében a xilol-monooxigendz (XylMA), a benzil-alkohol dehidrogenaz (XylB) és a
benzaldehid dehidrogenaz (XylC) altal katalizalt reakciok eredményeként benzoat keletkezik,
amely meta-helyzeti hasitdsat ¢és tovabbi konverzidjat a  plazmidon  kddolt
xyIXYZLTEGFJQKIH gének termékei végzik el (Burlage, 1989). Abban az esetben, ha a
benzoat orto-helyzetben hasad és igy a B-ketoadipat utvonalon keresztiil alakul tovabb, az ezen
reakciokért felelds gének altaldban a kromoszoman helyezkednek el (Nakazawa és Yokota,
1973). A BTEX-bontdsra képes kiilonbozd Gram-negativ genusok (Pseudomonas,
Sphingomonas, Burkholderia) egyes tOrzsei is nagy katabolitikus diverzitast mutatnak,
amelyet az elbontandd szubsztrat tipusa is befolyasol, de altalanossdgban elmondhato, hogy a

lebontasi folyamatok benzoaton, 3-, vagy 4-metilkatekolon, esetleg vanilldton keresztiil
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haladnak és mind az orto-, mind a meta-helyzetli gylriihasitds végbemehet, néha egymas
mellett is.

A monoaromasok anaerob kornyezetben torténd lebontasat a Thaurea aromatica és az
Azoarcus fajokban részletesen vizsgaltak. Toluol esetében egy specialis enzimreakcioban az
aromds komponenshez fumdrsav kapcsolodik, amibdl igy benzil-szukcindt képzddik,
amelyhez egy transzferdz altal koenzim A (CoA) kofaktor k6tddik. Néhany tovabbi 1épést
kovetden benzoil-CoA keletkezik, amely egyben a tobbi BTEX vegyiilet koztiterméke is. A
benzoil-CoA ezutdn acetil-koenzim A (Ac-CoA) egységekre bomlik, amely ebben a formaban

tud kapcsolddni a sejtek energiatermeld folyamataiba (Boll ez al., 2002).

2.2.3 Az alifas szénhidrogének lebontasa

2.2.3.1 Az aliciklusos szénhidrogének biodegradacioja

Bar a ciklikus alkanok a kdolaj és a gazolin viszonylag jelentés mennyiségben
eléforduld Osszetevdi, alig néhany izolatum képes ezeknek a komponensek a lebontisara
(Ridgway et al., 1990). Ilyen példaul a Rhodococcus ruber CD4, amely egy monooxigenaz
enzim segitségével elsé 1épésben aliciklusos alkoholt, majd ennek redukalédsaval a megfeleld
ketont allitja eld. Ez az Gn. Baeyer-Villiger monooxigenaz segitségével oxidalodik tovabb egy
o-hidroxi-zsirsavat képezve, amely mar gyorsan tovabb metabolizalodik (Schumacher és
Fakoussa, 1999). A Baeyer-Villiger monooxigendzt kodolo gént megtalaltak egy-egy ciklikus
alkant bonto Brevibacterium (Brzostowicz et al., 2000) és Acinetobacter (Chen et al., 1998)

torzsben is.
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2.2.3.2 Az olefinek (alkének) katabolizmusa

A telitetlen kettds kotést tartalmazo alifas vegyliletek joval ritkabbak, de reaktivabbak
alkdn parjuknal. Mikrobialis lebomlésukat a prosztetikus csoportként vasat nem hem-
forméban tartalmaz6 oxigenazok (non-heme iron oxygenases) végzik. Ilyen enzimek a
kovetkezd fejezetben ismertetett alkén monooxigenazok, szolubilis és membran-kotott metan
monooxigendzok, vagy a kiillonb6z6 membran-kotott integralis alkdn monooxigendzok,
amelyek preferalt szubsztratja altaldban valamely n-alkdn. Ez alol kivétel pl. a Rhodococcus
rhodochrous B-276, amely csak alkének epoxidalasara képes és alkan-oxidacidra egyaltalan
nem. A termindlis olefinek nemcsak szubsztratjai pl. a Pseudomonas putida GPol membran-
kotott integralis alkan monooxigendz epoxidacios reakcidjanak (Katopodis et al., 1984),
hanem kivalé inducerei is lehetnek az alkan monooxigendz transzkripcidjanak, mint azt az

Acinetobacter sp. ADP1 esetében lathatjuk (Ratajczak et al., 1998b).

2.2.3.3 Azizoalkénok biodegradacioja

Az elagazo szénlancu alkdnok fontos Gsszetevdi a kiilonbozd kdolajszarmazékoknak,
lebontasuk hasonl6 a n-alkanokéhoz. A kovetkezd fejezetekben részletesebben taglalt, enzim-
katalizalt oxidacios folyamatok eredményeképpen a megfeleld karbonsavva alakulnak, amely
aztan B-oxidacioval tovabb metabolizalodik és CoA kofaktorhoz kapcsolt forméaban 1ép be a
Krebs-ciklusba. Egyes baktériumtorzsek képesek a nyersolajban is megtalalhato, de teljesen
elagazd szerkezete miatt a legtobb mikroba szamara mar hozzaférhetetlen prisztan (2,6,10,14-
tetrametil-pentadekan) (Kunihiro et al, 2005), illetve szkvalén (2,6,10,15,19,23-hexametil-

tetrakoza-2,6F,10E,14E,18E,22-hexaén) (Bogan et al, 2003) hasznositdsdra is.
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23 A NORMAL ALKANOK MIKROBIALIS LEBONTASA

Ez a fejezet tulajdonképpen az el6z6 2.2.3.4 pontjaként értelmezendd, de mivel a n-
alkanok a természetes eredetli szénhidrogének legfontosabb ¢és legnagyobb mennyiségben
jelen 1évé komponensei, és a nyersolajjal szennyezett talajok és talajvizek megtisztitasa
laboratoriumi  mérettél egészen a terepi beavatkozasig gyakorlatilag az alkdnok
fejezetben foglaltuk Gssze. A disszertacio gerincét is egy rendkiviil hatékony 1) alkdnbonto
torzs, az Acinetobacter haemolyticus AR-46 jellemzése adja, ezért csak az Acinetobacter
genusra jellemz6 alkdn-biodegradacidé még részletesebb bemutatasa a kovetkezd (2.4) fejezet
témaja.

A n-alkdnok aerob degradaciés utvonala, a fent emlitett tobbi szénhidrogénhez
hasonldan egy oxidacids reakcidval indul. Az oxidacio lancon beliili helye alapvetéen az

oxidaciot katalizalo enzim tipusatol fiigg. Ennek alapjan 3 nagy csoport kiilonithetd el.

2.3.1 Citokrom P450 (P-450) tipusu enzimek

Ezek az enzimek a mikrobdkban az emldsokéhez képest joval sziikebb
szubsztratspecifitdssal rendelkeznek, legtobbjiiket ¢élesztékben talaltdk meg. Szdmos
ortologjuk koziil csak néhanyrol sikeriilt bebizonyitani, hogy valoban alkanbontésart felelsek,
pl. Candida rugosa-ban (Ohkuma et al., 1998) és Yarrowia lipolytica-ban (lida et al., 2000). A
terminalis alkédn-oxidacios aktivitason tal egyes torzsekben, pl. a Candida maltosa-ban olyan

kiilonleges, aspecifikus enzim (P450 52A3) van jelen, amely a n-alkdnokbol aldehideket,
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zsirsavakat, a-m-diolokat, w-hidroxi-zsirsavakat és a-w-dikarbonsavakat is képez (Scheller et
al., 1998). Ilyen, Un. diterminalis (biterminalis) oxidaciora talalunk példat baktériumok — pl. az
Acinetobacter sp. OC4 (Fujii et al., 2006) esetében is. A diterminalis alkan-oxidacio jelensége
a harom masik ismert és fontos baktériumtorzsnél, a Gram-pozitiv Rhodococcus rhodochrous
ATCC 19067-nél (Cardini és Jurtshuk, 1968) és a Gram-negativ Acinetobacter calcoaceticus
EB104-n¢él (Miiller et al., 1989), valamint az Alcanivorax borkumensis SK2-nél (Kubota ef al.,

2005) nem tapasztalhato, ezek a torzsek csak w-helyzetii oxidaciora képesek.

2.3.2 Szubterminalis oxidacios enzimek

Ebbe a tipusba csak néhany mikréba tartozik, igy ennek az atalakulésnak szinte csak elméleti
jelentdsége van. Az oxidacids folyamat sordn Burkholderia cepacia-ban €és Pseudomonas
aeruginosa Sol 20-ban n-tridekdnbol szekunder-alkohol (2-tridekanol), majd keton (2-
tridekanon) keletkezik (Forney ¢és Markovetz, 1970). Utobbi egy Baeyer-Villiger
monooxigendz hatisara undecil-acetattd alakul, melyet egy észteraz 1-undekanolld és acetatta
hasit (Shum ¢és Markovetz, 1974). Az undekanol azutdn tovabb oxidalédik undekénsavva,

mely belép a B-oxidacids ciklusba.

2.3.3 Vasat nem hem-formaban tartalmazo oxigenazok (non-heme iron oxygenases)

Ezen oxigenazok nagy csoportja két alcsoportra bonthato: a révid lanch
szénhidrogéneket bonté ¢és a membran-kotott, integralis, a vasat nem hem-formaban
tartalmaz6 oxigenazok csoportjara. Ez utobbival rendelkezik az alkanbont6 baktériumok nagy

része, ezaltal a tudomanyos és gazdasagi szempontbdl egyarant legjelentdsebb torzsek.
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2.3.3.1 Rovid lancu szénhidrogéneket bontd, a vasat nem hem-formaban tartalmazo

oxigenazok (short-chain non-heme iron monooxygenases)

A. Ide tartoznak a metdn-metanol atalakitdst végzd szolubilis metdn monooxigenazok
(sMMO), melyek két eklatans példajat a Methylococcus capsulatus-bol, ill. a Methylosinus
trichosporium OB3b-bdl izolaltdk. Ezek egy hidroxilazbol, egy tn. Protein B effektorbol és
egy reduktazbol allnak. A hidroxildz a-alegysége egy nem-hem jellegli, bisz-u-hidroxo-kotott
binuklearis vas kozpontot tartalmaz, ahol a metan és az oxigén interakcidja soran képzddik a
metanol (Lipscomb, 1994). Az enzimrendszer extrém széles szubsztratspecifitassal

rendelkezik, alkanok, alkének és aromads vegyiiletek oxidacidjara is képes.

B. A membran-kotott, tn. pMMO szemben az sSMMO-val foként magas réz/biomassza
aranynal expresszalédik a metanotrofokban. Harom alegységbdl all és két vas- és kb. 15
rézatomot tartalmaz molonként. Viszonylag sziik specifitassal bir, maximum 5 szénatomig

oxidal alkanokat és alkéneket, de aromasokat egyaltalan nem.

C. Harmadik csoportjukba az alkén-monooxigendzok tartoznak. A Xanthobacter sp. Py2
(Small és Ensign, 1997) és a mar emlitett Rhodococcus rhodochrous B-276 enzimei egyarant
kétkomponensii epoxigenazbol, egy reduktazbol és egy kapcsold proteinbdl allnak, amelyek

enantioszelektiven epoxidaljak az alkéneket, de alkan hidroxilaldsra nem képesek.
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2.3.3.2 Membran-kotott, integralis, a vasat nem hem-formaban tartalmaz6 oxigenazok (non-

heme iron integral membrane oxygenases)

Ennek az enzimcsalddnak a legrészletesebben vizsgalt prototipusa a Pseudomonas
putida (oleovorans) GPol alkan monooxigenaza (hidroxilaza). A fehérjének 6 transzmembran
régidja van, a katalitikus hely két vasiont tartalmaz, amelyek koordinédcidjaban 3 szekvencia-
motivumban talalhaté 8 konzervalt hisztidin vesz részt: HX5;4H, HX,3HH, HX,3sHH. Itt a
reakcio elsé 1épéseként a 1égkori oxigénbdl a NADH két elektronjanak segitségével egy Fe' -
oxo koztitermék képzddik, amely az alkan termindlis C-atomjat timadja (Austin ef al., 2000).
A C-OH kétés kialakulasakor az alkilgyok megbontja a Fe''-O kotést, amelynek maésik

elektronja a szomszédos vasra kertil at, igy a katalizator regeneralodik (1. abra).

-0 = 0 i T 0
pdll Spam 92 BJ"O\FB“_F Ta‘f SNV | — I —_—

1. abra Az alkan hidroxilaz katalitikus modellje (Smits, 2001)

Az enzim képes a n-pentantol n-dodekanig terjedd alkanok, kiilonbozd aliciklusos vegytiletek
hidroxilalasara, a terminalis alkoholok aldehiddé oxidalasara (McKenna és Coon, 1970),
valamint a terminalis olefinek mar emlitett epoxidacidjara is. A torzs valamennyi, a n-alkantol
egészen CoA-aktivalt n-alkdnsavig torténd konverzioért felelés génje az OCT plazmidon

talalhato, két kiilon klaszterben (Chakrabarty et al., 1973). Az els6 klaszter alkBFGHJKL
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operonja tartalmazza a 3 komponensi alkan hidroxilaz enzimkomplex két elemét, az alkén
hidroxilazt (alkB) és a rubredoxint (alkG). A tobbi gén kodolja a katabolikus ut tovabbi
enzimeit, az aldehid dehidrogenazt (alkH), az alkohol dehidrogendzt (alkJ), az acil-CoA-
szintetazt (alkK) és egy membran proteint (alkL) (van Beilen ef al., 1992). A masik
klaszterben taldlhaté az alkan hidroxilaz enzimkomplex harmadik elemét, a rubredoxin
reduktazt (AILKT), illetve az alkBFGHJKL operon expresszidjat regulald fehérjét (AlkS)
kodolo gén (2. abra). Az alkS gén egy o> promoéter kontrollja alatt 4ll, amely az exponencialis
fazis alatt alacsony, mig a stacioner fazis alatt magasabb transzkripcids szintet alakit ki.
Emellett azonositottak azonban egy masik, az alkS expresszidt pozitivan kontrollalé promoter

is (Canosa et al., 2000).

n-oktan * n-oktanol et
3 P @ 3
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— NAD*
MADH n- oktanal AlH
Ac-CoA ﬁ
Kemotaxis
-
n-oktanoil-CoA Al
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+ inducer P.IhS
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2. abra A Pseudomonas putida (oleovorans) GPol alkan degradacioja (Smits, 2001)
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Mint a fenti abran is jol latszik, az alkdnok lebontésa soran képz0do zsirsavakbdl a sejt
B-oxidacioval acetil-koenzim A-t allit eld, amelynek oxidacidjabol energiat nyerhet, azonban a
zsirsavak egy része kozvetleniil a membranok felépitésére forditodik. A megfigyelések szerint
a paratlan szénatomszamu alkan szubsztratokbol kiindulva a keletkez0 paratlan
szénatomszamu zsirsavak inkébb foszfolipid-alkotorészekként lesznek jelen, mig a paros
szénatomszamu alkdnok nagyobb mennyiségii paros szénatomszamu zsirsavat eredményeznek

(Doumengq et al., 2001).

2.3.4 A normal alkanok anaerob lebontasa

Az utobbi par évben deriilt fény ilyen folyamatok létezésére, jelen tudasunk szerint
csak néhany delta-Proteobaktérium képes a hexantdl eikozénig terjedé alkanok anoxikus
mineralizcidjara. A katabolikus folyamatok teljes egészében még nem ismertek, de a Hxd3
jeli torzsben egy karboxilacids reakcid megy végbe, amit mutat, hogy még paros
szénatomszamu alkdnokbdl is pdératlan szénatomszamu zsirsavakat képez. Egy masik
szulfatredukalo torzs, az AK-01 esetében a lebomlas fumarat-addicioval indul (Callaghan et
al., 2006). Sikeriilt izoldlni denitrifikalé koriilmények kozott is néhany hexadekan-bontd
torzset, illetve ezek konzorciumat (Ehrenreich et al., 2000). Mikroaerofil denitrifikdcidval

azonban a Pseudomonas-ok is hatékonyan bontanak alkanokat (Chayabutra és Ju, 2000).

srevr

Mint lathattuk, a n-alkdnok oxidacidjanak szintere a plazmamembran, vagy esetleg az

intracellularis tér, ezért a biodegradacid sebesség-meghatarozo lépése gyakran nem is az
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oxidacios folyamatok sebessége, hanem magéanak az alkdnszubsztratnak a penetracios
sebessége a sejt oxidazaihoz. Az alkdnok vizoldhatosdga az Osszes szénhidrogén koziil a
legkisebb mértékili, és a szénatomszamuk novekedésével csokken. A szobahdmérsékleten
folyékony n-alkdnok (Cs-C;¢) minimalis mértékben, de a szilardak (>C;¢) mar egyaltalan nem
oldodnak. Mivel strtségiik kisebb a viznél, vizes rendszerekben gyakorlatilag teljes
mennyiségiik a felszinen usz6 film, vagy szilard diszpergalt formaban van jelen. Ez kiilondsen
a folyékony alkdnoknal, vagy pl. a nyersolajndl okoz gondot, mivel a szénhidrogén-film
katabolizmus hatékonysagat.

Az alkénok hozzaférhetdségének, szolubilizacidjanak novelése a mikrobak szamara
létfontossagl. Erre evolucidsan alapvetden két mechanizmus alakult ki. Az elsé esetében a
baktériumok sejtfelszinének hidrofobba valdsa és a sejtek szubsztrathoz torténd kitapadasa
segiti eld a hatékonyabb n-alkan felvételt. Ez foként az Acinetobacter genusra jellemzd, a
kiilonboz6 folyamatok részletes ismertetését a 2.4 fejezet tartalmazza. A masik mechanizmus
vezikuldk, vagy feliiletaktiv anyagok lehetnek. Az elébbi kettd szintén az Acinetobacter-
ekben, mig az utdbbi a Bacillus (Christova et al., 2004) és foleg a Pseudomonas fajokban
gyakori. A legismertebb ¢és leggyakrabban el6forduld ilyen biotenzid a Pseudomonas
aeruginosa torzsekre jellemzé ramnolipid 1 és 2, amely szerkezetileg (L-ramnozil);,-p3-
hidroxidekanoil-B-hidroxidekanoat (Zhang és Miller, 1994 és 1995). Ezek az anyagok erdsen
csokkentik a vizes oldat feliileti fesziiltségét (69-r6l 19-30 mN/m-re), ezaltal ndvelik az alkan
oldhatosagat és a szolubilizalt szubsztrat felvételi sebességét a sejtfelszinen, bar maga a

sejtfelszin az ilyen folyamatok soran is hidrofil marad (Bouchez-Naitali et al., 1999).
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2.4 AZ ACINETOBACTER TORZSEK N-ALKAN BIODEGRADACIOJA

24.1 Altalanos jellemzék

Az Acinetobacter genus a Gamma-Proteobaktériumok Pseudomonadales rendjének
Moraxellaceae csalddjaba tartozik. Nyolc legismertebb faja az 4. baumannii, A. calcoaceticus,
A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. Iwoffii, A. radioresistens és az A. venetianus. A
nemzetségbe tartozd izolatumok 16S rDNS (Ibrahim et al., 1997) és gyrB (DNS giraz B-
alegység, Yamamoto et al., 1999) génjeinek szekvencia-analizise alapjan 21, ill. 18 genetikai
csoportba oszthatdak, és klasszikus biokémiai analizissel is differenciadlhatoak (Bergey, 1993;
Vaneechoutte et al., 1999). Az Acinetobacter-ek 0.9-1.6 pm atmérdjii és 1.5-2.5 um hosszu,
oxidaz-negativ és katalaz-pozitiv Gram-negativ rovid palcak, amelyek a novekedés stacioner
fazisdban inkabb gdmb alakuak. Bar aktiv mozgésra képtelenek, - innen szarmazik neviik is: a
gorog akinetos sz6 mozgasképtelent jelent — azonban bizonyos ,rangatéz6 mozgasra”
valoszinlileg polaris csilloik révén képesek. Minden torzsiik jol ndvekszik valamennyi
komplex tapkdzegben 20 és 30 °C kozotti homérsékleten, hdmérsékleti optimumuk altaldban
33-35 °C. Asvanyi sokat és egyediili szénforrasként etanolt, acetdtot, laktatot, piruvatot,
malatot vagy a-ketoglutaratot tartalmazo tapkozegben jol noveszthetdek, viszont legtobbjiik
nem hasznositja a gliikozt. Denitrifikaciora altalaban képtelenek, anaerob koriilmények kozott
nem tenyészthetdek. Nagy mennyiségben fordulnak eld talajban és vizekben, becslések szerint

a teljes heterotrof aerob baktériumpopulacio legalabb 0.001 %-t teszik ki (Bergey, 1993).
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2.4.2 Az Acinetobacter torzsek altal hasznosithato n-alkanok

Ebbe a genusba tartozo, alap- és alkalmazott kutatdsi szempontbdl egyarant jelentds
érdeklddésre szamot tartd, kiilonleges alkanbontd képességli torzsek izolalasa és
karakterizalasa a 60-as évektdl egészen napjainkig nagy erdkkel folyik. Az altaluk
metabolizalhat6 legrovidebb n-alkan a C¢Hj4 (Huy ef al., 1999), mig a leghosszabb a C44Hog
(Sakai ef al., 1994). A tudomanyos vagy technologiai szempontbo6l fontos, a szakirodalomban

leirt Acinetobacter fajok altal felhasznalhaté normal szénhidrogének spektrumat mutatja be a

3. abra.

Mineralizalhat6 n-alkanok lanchossza
5 10 15 20 25 30 3H 40

A. sp. M-1 (Sakai et al., 1994) nCi; -nCy ‘ | [ ‘ — — ‘

A. sp. ADP1 (Ratajczak et al., 1998b) nCp, - nCpg 1

A. venetianus RAG-1 (Horowitz et al., 1975) nC;; - nCss 1

A. venetianus VE-C3 (Di Cello et al., 1997) nCip - nCy 1

A. venetianus 6A2 (Throne-Holst et al., 2006) nCiy-nCy [

A. calcoaceticus 69-V (Asperger és Kleber, 1991) nCy; -nCpg |

A. calcoaceticus NCIB 8250 (Smits et al., 1999) nCp-nCis 1

A. calcoaceticus EB104 (Smits et al., 1999) nCj-nCis —

A. calcoaceticus COU-27 (Ijah, 1998) nCs, - nCsp —1

A. calcoaceticus RAS57 (Rusansky et al., 1987) nCp-nCy 1

A. sp. 2769A (Smits et al., 1999) nCi;-nCis —

A. sp. HO1-N (Singer és Finnerty, 1985b) nCip - nCy ]

A. sp. 2TN-NB (Huy et al., 1999) nCs -nCjsg |

A. sp. T4 (Komukai-Nakamura et al., 1996) nC; -nCy ]

A. sp. ODDK71 (Koma et al., 2001) nCi, - nCsy 1]

A. sp. CR (Choi et al., 1999) nCps - nCs I

3. abra Az Acinetobacter spp. altal mineralizalhaté n-alkanok
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A nemzetségbe tartozo torzsek szubsztratpreferencidja altalaban a nC,y-nC,y tartomanyban
mozog, de lathato mdodon jelentds eltéréseket mutat. Ezt a sziik, kdzepes vagy hosszl lancu
alkantartomanyt mas genusok tagjai, foként a Pseudomonas-ok is képesek hatékonyan
hasznositani. Azonban ahogy a fenti dbra is mutatja, szdmos olyan Acinetobacter izolatumot
(pl. A. sp. M-1, A. venetianus 6A2, A. sp. 2TN-NB) is taldlunk, amelyek nemcsak széles
szubsztratspecifitdssal birnak, hanem a nagyon hosszi szénlancu szilard n-alkanok
éppen ebben &ll, hiszen ezt a baktériumok koziil kizardlag egyes Acinetobacter-ek tudjak

megvalositani, megalapozva ezzel kiemelt biotechnoldgiai alkalmazhatosagukat.

243 A n-alkanbontas sebessége és Kinetikai paraméterei

Bar az 4. spp. koztudottan hatékony szénhidrogén-bontasra képesek, és alkan-
szolubilizaciés mechanizmusaik hatékonysaga folytdn a szubsztratfelvétel altaldban nem
sebességmeghatdrozd - ¢és igy a lebomlasra alkalmazhaté a Monod-modell (Sinclair és
Cantero, 1990) - a kinetikai paraméterek meghatarozasa bonyolult. Ennek f6 oka az, hogy
kétfazist rendszerrel van dolgunk, a vizes oldat felszinén elhelyezkedd alkanfilmbdl (szilard
paraffinbdl, nyersolajbol stb.) a fermentacidra hatassal nem 1évo, reprezentativ minta nem
nyerhetd. Igy hidba egyszerii a bakteridlis biomassza tomegének (fehérjetartalmanak, esetleg
sejtszamanak) nyomonkovetése a novekedési gorbe pontjaiban, minden egyes ilyen pontban a
marado alkan-koncentracid méréséhez a teljes kisérleti rendszer extrakcidjara van sziikség
legalabb 3 parhuzamosban. Ez természetesen nagyszamu, azonos iddpillanatban azonos
sejtszammal inditott, azonos koriilmények kozott inkubalt rendszert jelent, amely nemcsak

technikai nehézséget jelent, hanem viszonylag nagyobb szorast is eredményez.
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Eppen ezért sajnos a torzsek biodegradacios képességének objektiv Gsszehasonlitasat
lehetové tevo kinetikai adatok a szakirodalombol nem allnak rendelkezésre, viszont mas
modszerrel az A. sp. CR torzs ilyen paraméterei meghatdrozhatéak voltak. Szilard n-

heneikozant (nC,1Has) az izoldtum szaméra degradélhatatlan prisztdnban (tapkdzeg 1%-a)

crer

crer

h', mig a yield faktor (Y) 2.7 x 10" sejt kg"'-nek adodott (Choi et al., 1999; Hori et al., 2002).

Emellett azonban szamos, technoldgiai szempontbdl fontos A. spp. nyersolaj
biodegradacios sebességérdl van adatunk, amelyek ugyan nem alkalmasak a torzsek abszolut
értékelésre, de az alkalmazott koriilmények kozotti hatékonysagarol sokat elarulnak (1.

tablazat).

1. tablazat Acinetobacter izolatumok nyersolaj-degradacios hatékonysaga

Torzs neve Nyersolaj Degradacio  Homérséklet Inkubaciés  Kiindulasi és
koncentracio  mértéke (%) °O) id6 (nap)  elért sejtszam
(%) (sejt/ml)
A. venetianus RAG-1 4 8
(Horowitz et al.,1975) 0.06 >2.8 32 3 10°-10
A. calcoaceticus COU- .
27 (ljah, 1998) 1 45.5 30 16 nincs adat
A. sp. 2TN-NB .
(Huy et al., 1999) 5 63.4 37 1 nincs adat
A. sp. T4 (Komukai- 6 8
Nakamura et al., 1996) 0.4 41.0 20 10 3x10” - 7x10
4. sp. ODDK71 1 80 25 3 nines adat

(Koma et al., 2001)
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A tablazatbol egyértelmiien a nagy biodegradacidos sebességgel és  széles
szubsztratspektrummal (v.0. 3. abra adataival) rendelkezd A. sp. 2TN-NB torzs latszik a
leghatékonyabbnak, de sajnos tovabbi karakterizaldsat a szerzok nem végezték el. Szembetiind
viszont, hogy a bontés a tobbi torzzsel ellentétben magasabb hémérsékleten, 37 °C-on folyt.
Pontosan ennek a kérdésnek a tisztdzdsa, vagyis az Acinetobacter-ek alkan
izolatumokat rutinszertien 30 °C-on inkubaljak, de mint azt itt és késébb is lathatjuk, ez

komoly hibakat hordozhat magaban, hiszen a hdmérséklet-optimum nem feltétleniil 30 °C.

244 Alkanfelvételi mechanizmusok az Acinetobacter genusban

Mint ahogy erre az el6z0 fejezetekben (2.4.3 ill. 2.3.4) mar utaltunk, az A. spp.
fajokban a hatékony alkan biodegradéacié eléréséhez 1étfontossagl, alapvetden két tipusba

sorolhato alkédn szolubilizacios-felvételi mechanizmus fejlodott ki az evolucid soran.

2.4.4.1 Alkan-szolubilizal6 anyagok szekrécidja

2.4.4.14 Szamos torzs szekretdl olyan biopolimereket, amelyek a standard modszer
(Rosenberg et al., 1979) szerint emulzifikacios aktivitast mutatnak. Ezeknek tenzid hatésa is
van, tehat a vizes oldat feliileti fesziiltségét 69-r61 41-49 mN/m-re csokkentik, de ezzel joval
elmaradnak a klasszikus Bacillus ¢és Pseudomonas biotenzid-értékektdl (1. 2.3.4) és inkabb
extracellularis emulzifikal6 anyagoknak tekinthetok. Az 4. sp. 2TN-NB (Huy et al., 1999), A.
junii L1 (Menezes Bento et al., 2005) és A. sp. HO1-N (Leahy et al., 2003) torzsek

feliiluszoibdl izolalt anyagok pontos szerkezete bar nem ismert, Ggy tiinik hasonld felépitésti
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lipoheteropoliszaharid-fehérje komplexek, mint az A. venetianus RAG-1 altal termelt emulzén.
Ez egy D-galaktdzaminbdl, L-galaktézamino-uronsavbol, dideoxi-diaminohex6zbdl ill. 2- és
3-hidroxidodekdnsavbol N-acil ¢és O-észterkotésekkel 0Osszekapcsolodo, kb. 990 kDa
molsulyu, anionos, kapszularis apoemulzannak nevezett biopolimerbdl és hozza nem kovalens
moddon kapcsolddd 10-20 %-nyi fehérjébdl all. A fehérjefrakcid felelds az aktivitas feléért,
egyik legfontosabb eleme egy extracellularis észterdz, melynek funkcidja a biopolimer
deacetildlasa (Bach et al, 2003). A RAG-1 sejtek a szaporodasuk exponencialis fazisaban
emulzan-szerii polimereket halmoznak fel a sejt felszinén. A hozzdjuk kapcsoldédd fehérjék
aktivitdsanak koszonhetden a molekuldk kozotti keresztkotések megsziinnek, és foleg a
kevertetés mechanikai hatdsara a novekedés stacioner fazisaban a kialakult emulzan kijut az
extracellularis térbe. A sejtfelszinen rdgziilt és a szabad emulzan kémiailag és
immunokémiailag is identikus. Az emulzan felszabadulasa fenotipikus valtozasokban is
megnyilvanul, a tok vastagsdga drasztikusan lecsokken (Pines et al., 1983). Az emulzén
komplex a sejtek szaraztomegének 15-20 %-at is kiteheti, képes 100-1000-szer annyi alifas-
aromas szubsztrat elegyének hatékony emulgealdsara is, azonban a tiszta alifds, vagy aromas
vegyliletekére nem (Rubinovitz et al., 1982).

A RAG-1 emulzdnhoz hasonldan etanol szénforrason ndvesztett 4. sp. BD4 jelli torzs
altal termelt in. BD4 emulzéan is a kapszulabol (tokbdl) jut az extracellularis térbe, de ez
utobbi esetében ennek soran a kapszuléris biopolimer mennyisége nem csdkken le, hanem
konstans marad. A poliszaharid rész zsirsavakat (O-acil csoportokat) nem tartalmazo, 4:1:1:1
moélaranyt ramnozbdl, gliikkdzbdl, mannozbdl és gliikuronsav heptaszaharid egységekbdl all.
Sem ez a poliszaharid- sem a fehérjefrakcido nem aktiv 6nmagaban, azonban egyiittesen igen.
A BD-4 jelii torzsbdl szarmazd BD413 (4. sp. ADP1-nek felel meg) mini-kapszularis mutans

gliikdz tapoldaton nevelve csak a vad torzs exopoliszaharid mennyiségének 25 %-at képes
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megtermelni, azonban ennek 50 %-at képes szekretalni, mig a vad torzs csak 10 %-ot. Az
ADP1 torzs ilyen koriilmények kozott egyszerre termel poliszaharidot €s fehérjét, ezaltal aktiv
bioemulzifikalé anyagot, mig a vad torzs csak poliszaharidot, igy feliiliszdjanak nincs
aktivitasa (Kaplan et al., 1987).

Az A. radioresistens KAS3 esetében az alazdn nevil poliszaharid-fehérje komplex
valasztodik ki. A poliszaharid komponens az N-acetil-gliikozaminon, N-acetil-galaktozaminon
¢és diamino-diszaharidon kiviil, itt kovalensen kotott alanin egységeket is tartalmaz. A
proteinfrakcio kulcsfontossagii a szerkezetben és a funkcidoban. Az apoalazan inaktiv, mig
egyediilalldé modon 3 kapcsolodd fehérjének is van emulzifikdld hatdsa. Ezek koziil a
legnagyobb, 11 %-kal még az intakt alazannal is magasabb aktivitdsa egy 45 kDa-os
proteinnek van, mely az Acinetobacter genusban altaldnosan eléfordulé membranfehérje az

OmpA (Toren et al., 2001 és 2002).

2.44.1B A polimereken kiviil a masik fontos szekretalt bioemulzifikalé anyagcsoportot a
membrannal boritott vezikulumok jelentik. Hexadekdnon nevelt 4. sp. HOI1-N sejtek
feliiluszdi a mérések alapjan 110-szer annyi hexadekant tartalmaznak, mint a kontroll tapoldat.
20-50 nm atmérdjii vezikulumokat (4A 4abra) tartalmazd, kitilepedd frakcid koti a szubsztrat
nagy részét, €s tobb mint tizszer annyi szubsztratot képes szolubilizalni, mint a ki nem iilepedd
rész. A vezikulumok polipeptid-Osszetétele hasonld a kiils6 membranéhoz, de annal joval
foszfolipid- gazdagabb, ahol fOként a foszfatidil-etanolamin mennyisége kiugrd. A
vezikulumok egyben lipopoliszaharid-gazdagok is, a magas 2-keto-3-deoxioktansav (KDO)

mennyiség jellemzo6 rajuk (Kappeli és Finnerty, 1979). Ilyen vezikulumokat izolaltak még az
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A. sp. 69-V (Borneleit et al., 1988) és az A. venetianus RAG-1 jelii térzsekbdl is (Leahy et al.,
2003).

Utobbi szerzé cikkében ramutat a bioemulzifikdld anyagok és a vezikulumok
szekrécidja kozti dsszefliggésre is. Lathattuk, hogy a bioemulzifikalé anyagok termelése alkan
hianyaban (etanol szénforrason) is teljes, asvanyi anyagokat feleslegben tartalmazd
tapoldatban ezek szerepe foként a sejtek hidrofob alkan szubsztratrol vald deszorbedlasaban és
az alkan-felvétel eldsegitésében rejlik. Ilyen koriilmények kozott a vezikulumok altal
szolubilizalt, membranba burkolt szénhidrogének az intracellularis térbe bejutva zarvanyok
forméjadban halmozddnak fel (4B abra). Kedvezétlen, dsvanyi anyag-limitalt tapkozegben, a
sejt hasznos anyagainak megovasa érdekében mind a vezikulumok, mind az emulzifikalo

anyagok termelése lecsokken, ugyanakkor ez utobbi specifikus emulzifikdcids aktivitisa

jelentdsen megnd akar az A. sp HO1-N, akér az 4. venetianus RAG-1 esetében.

4. abra Az A. sp. HO1-N sejtek extracellularis, membrannal boritott vezikulumainak (A) és
zarvanyainak (B) elektronmikroszkdpos képe. V: vezikulumok, H: hexadekén-zarvany, M: kiilsé ill.

vezikula membran. Forras: Kappeli és Finnerty, 1979 ill. Scott és Finnerty, 1976.
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2.4.4.2 Specifikus kitapadas

A masik nagy alkan szolubilizdciés mechanizmus-tipus a baktériumsejtek
alkédncseppek felszinén torténd specifikus kitapadasan alapszik. Ilyen modszer 6nmagéaban is
elég lehet a megfeleld szubsztratfelvételi sebesség eléréséhez, azonban gyakran mindkét nagy
csoport elemei egy torzsben parhuzamosan figyelhetéek meg. Ez utdbbira eklatans példa az
el6zdekben is emlitett és részletesen tanulmanyozott 4. venetianus RAG-1. A torzs egy MR-
481 jelli spontan mutansa ugyan megfeleld modon szekretdlja az emulzant, ugyanakkor
képtelen kitapadni kiillonb6zd szénhidrogének felszinére. Nem rézatott kultirdban az MR-481
nem képes n-hexadekan szubsztraton novekedni, jelezve ezzel a kitapadasi képesség alapvetd
fontossagat a RAG-1 izolatumban (Rosenberg ¢és Rosenberg, 1981). A transzmisszids
elektronmikroszkopias (TEM) felvételek tanusaga szerint a vad RAG-1 torzs sejtfelszinén 3.5
nm atmérdji vékony €s 6.5 nm atmérdji vastag csillok egyarant megfigyelhetdek, mig az MR-
481 esetében csak vastag csillokat talalunk (5. abra). Tovabbi vékony csillo-deficiens,
kitapadasra képtelen mutansok €s ez utobbira revertansok analizise alapjan igy tlint, hogy a n-
alkanon valo kitapadasi jelenségért kizardlag a vékony csillok a feleldsek (Rosenberg et al.,
1982).

Azonban ez korantsem ennyire egyértelmii. Erre bizonyitékul az MR-481 t6rzsbol
tovabbi fag-mutagenezissel eldallitott T481A és T481¢3 torzsek szolgaltak. Ezekben a vékony
csillok szintén nem lathatéak, viszont az MR-481-gyel szemben emulzdn-deficiensek. A
mutans T481A ¢és T481¢3 torzsek a vad RAG-1 torzzsel azonos modon novekednek n-
hexadekan szubsztraton ¢€s sejtfelsziniik hidrofob, mig a hidrofil MR-481 sejtek alkanbontasi

képessége joval kisebb.
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5. abra Az A venetianus RAG-1 (A) és MR-481 (B) sejtek felszinérdl készilt TEM felvételek. A

vékony nyilak a vékony csillokat, a vastag nyilak a vastag csillokat jelolik. Forras: Rosenberg et al.,

1982.

Tehat 1éteznek olyan masodlagos sejtfelszini hidrofob helyek is, amelyeken keresztiil a sejtek
kitapadhatnak az alkénszubsztrathoz, de ezeket a helyeket az emulzan elfedi, ennek hidnya
pedig a sejtfelszin hidrofobba valadsdban nyilvanul meg. A mérések alapjan az ap3 és np fag-
rezisztens T481¢3 kettds mutans felszine hidrofilebbnek mutatkozott a csak ap3-ra rezisztens
T481A felszinénél, igy a fag ne receptor valdszintisithetden egy ilyen masodlagos hidrofob
hely (Pines és Gutnick, 1984).

Mint lathatjuk, az A. vemetianus RAG-1 kitapaddsi mechanizmusat jelentdsen
befolyasolja a sejtfelszini emulzan jelenléte. A vad torzsben ez megvan, de a vékony
csillokhoz kothet6 elsddleges hidrofob helyeken keresztiil a kitapadas, és ezaltal a hatékony n-
alkan szolubilizacio 1étrejon. A stacioner fazisban az emulzan extracellularis transzportja a

masodlagos helyeket is elérhetd teszi. Ha az elsddleges helyek nem funkcionalnak, a

masodlagos helyek is teljes mértéki kitapadast alakithatnak ki, ha az emulzan nem fedi oket.
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Ha az MR-481 felszinérdl az intenziv razatas mechanikai hatdsa eltdvolitja az emulzant,
mégiscsak képes ndvekedni alkan szénforrason, bar emiatt hosszabb lag fazis sziikséges. Ugy
tlinik a kapszuléris poliszaharid mennyisége ¢és a kitapadasi képesség forditottan aranyos.
Etanol szénforrdson nevelt vad torzseknél joval nagyobb hexadekan feliiletére torténd
kitapadas tapasztalhato mind a mini-kapszularis mutansok, mind a toktdl enzimatikusan
megfosztott vad torzsek esetében, nemcsak az A. venetianus RAG-1, de az A. sp. BD4 torzs
esetében is (Rosenberg et al., 1983).

Az A. venetianus RAG-1 fent vazolt, és egy A. venetianus VE-C3 jeli Ujabb
alkdnbont6 izolatum n-alkdn felvételi mechanizmusanak fluoreszcens molekularis probak
segitségével kivitelezett konfokalis mikroszkopids, in situ elektrokémiai és sejtfelszini
hidrofobicitds-mérésen alapuld tanulményozédsa az el6bbi torzs esetében a vart, az utobbi
esetében pedig uj eredményekkel szolgalt (Baldi et al., 1999). A RAG-1 térzsben a Diesel-olaj
emulzan feliileti fesziiltség-csokkentd hatdsa segit el6. A vezikularis szolubilizaciét az
alkancseppek szétesése kiséri, amelyekrdl az emulzén hatdsara a sejtek deszorbealddnak. A
VE-C3 izoldtumban a mechanizmus szintén a sejtek kolonizacidjaval kezdddik. Ezutan a
kitapadt sejtek poliszaharid matrixot termelnek és valasztanak ki, amely szinte O0sszeragasztja
az olajcseppecskéket €s a sejteket. Specifikus lektin-blottal sikeriilt egy 22 kDa mérett, az olaj
hatdsara indukal6do glikoproteint kimutatni, amely a sejtburok emulzifikacios aktivitasaért
felelos (Baldi ef al., 2003). Ennek hatdsara az alkancseppecskék beintegralédnak a kapszularis
matrixba, egyre hidrofobabba téve azt. A sejtfelszin karakterének valtozasat az analitikai
mérések eredményei is aldtdmasztjak.

Mig a kiindulasi idOpillanatban a RAG-1 felszine hidrofob (elektroforetikus mobilitas:

-0.38 x 10® m?V''s™, zéta potencial: -4.9 mV), addig a VE-C3 felszine hidrofilnek adodott
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(elektroforetikus mobilitas: -0.81 x 10® m*V's™, zéta potencial: -10.5 mV). A Diesel-olaj
hatdsara torténd hidrofobicitas valtozasok az wtn. MATH (Microbial Adhesion To
Hydrocarbon) teszttel kovethetdvé valnak (6. abra). A teszt 1ényege, hogy a novekedési
kinetika tobb pontjan mintakat vesziink a rendszerekbdl, a sejteket mossuk, majd n-
hexadekant adunk hozzajuk és 0-1 percig vortexeljiik Oket. A vizes fazis 600 nm-en mért
abszorbanciajabol (Ay) és a vortexelés elotti sejtszuszpenzid abszorbancidjabol (Ag) szamithato

a log(A¢ / Ao x 100) érték, amely megmutatja a sejtek alkdnhoz valo kitapadasi képességének

mértékeét.
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6. abra Az A venetianus RAG-1 (A) és VE-C3 (B) sejtek hidrofobicitdsa MATH teszttel mérve 2 g/l
Diesel-olajat tartalmazo minimal tapoldatban. A ndvesztési kinetika inkubacios idejét haromszog (0

ora), négyzet (12 ora) és kor (36 ora) jeldli a vortexelés idejének fliggvényében.

A kapott log(A¢/ Ag x 100) értékek alapjan egyértelmil, hogy a varakozasoknak megfelelden (a
mértékado 1 perces vortexelési idok alapjan ) a RAG-1 sejtfelszine allanddan hidroféb, mig a

VE-C3-¢ csak az olajjal torténd inkubécio soran valik azza. Végiil mindkét torzs sejtjeinek kb.

crer
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2.4.5 Az Acinetobacter torzsek n-alkan katabolizmusa

Az alkanszubsztrat felvételét kovetd katabolikus oxidacid 1épései és modjai alig
néhany Acinetobacter izolatum esetében ismertek részleteiben, mindenesetre a 2.3 fejezetben
leirt harom alapvetd oxidacios tipusbdl kettd 1étezését sikeriilt bizonyitani a genus tagjaiban. A
szubterminalis oxidéaci6 nem fordul eld, azonban igazoltak egy uj, csak a genusra jellemz6

mechanizmust is.

2.4.5.1 A citokrom P450-fliggd oxidacio

A prokariota citokrom P450 molekulak citoplazmatikus vas-tiolat proteinek, koziiliik
a CYPIS3A csaladba tartozoak képesek alkdnok oxidaciojara. A CYP ferredoxinnal és
ferredoxin reduktazzal haromkomponensii rendszert alkot. Az A. sp. OC4 torzs ilyen enzimeit
koédold génjeit (aciABC) PCR reakcioval amplifikaltak, vektorba klonoztdk és E. coli BL21-
ben expresszaltattak (Fujii et al., 2006). Mivel az aktiv citokrom P450-ek kimutathatoak szén-
monoxid hatasara 450 nm-en megjelend abszorbanciacsucsuk alapjan (Miiller et al., 1989), a
konstrukcid sikeres kifejezddése a CO-differencial spektrum alapjan bizonyithatdé volt. A
rendszer egyarant képes volt nCs-nCys alkanok és 1-nCe-nCz-alkanolok oxidéacidjara ao,m-
diolokka is. A maximalis hatasfokot oktan ill. 1-oktanol szubsztrat mellett kaptak. Az AciABC
enzimekkel 99, 99 és 97% homologiat mutatd enzimek génjeit sikeriilt izolalni és klonozni 4.
calcoaceticus EB104-b0l is, de ez a CYP az OC4-éhez képes joval kevésbé bizonyult
stabilnak (Maier et al., 2001). Az EB104 torzsnek viszont az a kiilonleges tulajdonsaga, hogy
a CYP-en kiviil a termindlis alkan-oxidéciora képes masik enzim, az alkan hidroxilaz (AlkM)

is megtalalhato benne.
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2.4.5.2 Membran-kotott, integralis, a vasat nem hem-formaban tartalmazé oxigenazok

Mint a 2.3.3.2 fejezetben lattuk, ennek az enzimcsalddnak a tipuspélddja a
Pseudomonas putida GPol alkdn monooxigendza/hidroxilaza (AlkB), de hasonlé enzimek
elofordulnak az Acinetobacter-ekben is, ahol AlkM-nek nevezik 6ket. A membran-kotott,
integralis, a vasat nem hem-formaban tartalmazo alkdn monooxigenazokban talalhato
konzervalt HEL(G/S)HK ¢és HSDHH motivumok alapjan tervezett degeneralt primerekkel
(TS2S és deglRE) végzett PCR reakciokkal szamos Acinetobacter alkM gént amplifikaltak és
hataroztak meg a szekvencidjat (Smits et al., 1999). igy kaptdk meg az A. calcoaceticus
EB104 mellett az A. calcoaceticus 69-V, A. calcoaceticus NCIB 8250 és az 4. sp. 2769A 550
bp hosszl parcialis alkM-szekvenciajat is. Sajnos a szakirodalomban vagy csak az alkM gén
kimutatasa (a fenti 4 és az A. venetianus VE-C3 torzsbdl), esetleg gézkromatografias-
tomegspektrometrids (GC-MS) analizissel a lebomlasi intermedier azonositasa (1-hexadekanol
az A. sp. ODDKT71 torzsben; Koma et al., 2001), vagy az alkan oxiddzok enzimreakcidjanak
mérése (4. sp. HOI-N torzsre; Finnerty, 1990) szerepel. Ezekkel a moddszerekkel a
biodegradacio katabolikus tutjai egyértelmiien nem hatarozhat6ak meg, részletes funkcionalis

analizis pedig csak hdrom torzsnél tortént (1. 2.4.6 fejezet).

2.4.5.3 A Finnerty-lebontasi t

Ez a dioxigenaz enzimek 4ltal katalizalt lebontasi it csak erre a genusra jellemz0, séméja:
RCH; — RCH; - OOH — RCO(O)OH — RCHO — RCOOH
Az els6 lépést, a n-alkdnbdl n-alkil-hidroperoxidda torténd konverziot dioxigendz enzimek

végzik, amelybdl 3 félét (A,B,C) is sikeriilt 4. sp. M-1-ben kimutatni (Maeng ef al., 1996a,b).
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Valamennyi citoplazmatikus, aktivitisdhoz NAD(P)H-t nem, csak oxigént igényld protein
(Sakai et al., 1996). Az ,,A” egy 72 kDa-os alegységekbdl all6 homotetramer, mely nem
tartalmaz prosztetikus csoportot, de Fe(Ill)-ionok aktivaljak. Kivaloan oxidal szilard
alkénokat, preferalt szubsztratja a nCy4. A ,,B” enzim elvesziti aktivitasat a tisztitas soran, de
foleg a rovidebb (nC,—nCe) alkdnokra hat, csakagy mint a ,,C”. Ez utobbi két, 64 kDa-os
alegységbol 4allo  Cu(Il)-fiiggd flavoprotein. Mindharom katalizis n-alkil-hidroperoxid
akkumulacioval jar, amely aztdn a megfelelé aldehiddé alakul. Ennek a terméknek a
bomlasaért egy NAD(P)H-fiiggd, indukalodo aldehid-reduktaz a felelds. A torzs teljes alkan-
katabolikus aktivitasat tovabb bonyolitja az alkdn hidroxilaz jelenléte, amelynek a

tulajdonsagait a kovetkezd fejezetben ismertet;jiik.

2.4.6 Az Acinetobacter spp. alkan hidroxilaz-inicialt katabolizmusaban szerepet jatszo

gének funkcionalis analizise

2.4.6.1 Az A. sp. ADP1 membran-kotott, integralis, a vasat nem hem-forméban tartalmazo
alkan monooxigenaza volt az elsd, aminek kodold, alkM génjét a genus tagjaibol izolaltak. Ez
a termindlis hidroxildz reakciomechanizmuséban ugyan megegyezik a Pseudomonas putida
GPol AlkB-jével, de mindossze 41 %-os homologiat vele, kromoszomalisan és nem
plazmidon kodolt, preferdlt alkan szubsztratjaval in vivo enzimaktivitisa nem mérhetd.
Teljesen mas reguldcidos mechanizmussal is rendelkezik és tulajdonképpen az enzim-
szupercsaladon beliil egy masik, 1j csaladba tartozik (Ratajczak et al., 1998a).

A n-alkéan lebontashoz az ADP1-ben legalabb 5 gén esszencialis. Ezek, szemben a GPol-gyel,
nem klaszterekben plazmidon, hanem a kromoszoma 3 tavoli 16kuszdban helyezkednek el. Az

elsdben taldlhatd a konstans szinten kifejez0dd xcpR, amely az éltalanos szekrécios Ut egyik
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komponense (Parche et al.,, 1997). A masodikban taldlhato két gén kodolja a szintén
konstitutiv rubredoxint (RubA) és a rubredoxin reduktazt (RubB) (Geissdorfer ef al., 1999). A
GPol szintén ezekkel alkot katalitikus komplexet, azonban ott a két kodold gén, az alkG és az
alkT kilon klaszterban van, és érdekes modon az AlkG (172 aminosav [as]) mérete joval
nagyobb a RubA-nal (54 as). A harmadik l6kuszban talalhat6 a két talan legfontosabb gén, az
alkM ¢s az alkR. Az alkM::lacZ fazios protein B-galaktozidaz-aktivitdsai alapjan alkédnok
hatasara az alkM er6s indukciot mutat érdekes modon a torzs altal nem mineralizalhatdé nC,—
nCy; és a felhasznalhatd nC,,—nC,g alkdnokra, valamint alkénekre is, ugyanakkor viszont az
alkanol és alkanal intermedierekre nem. Az expressziohoz sziikség van az alacsony
transzkripciot mutatd, AraC-XylS-szerli aktivator/regulator fehérjére, az AlkR-re, amely az
megtalalhatdé az alkM transzkripcios iniciacios helye, a promoter elemek, sét egy inverted

repeat is, mely az AIkR kotohelyéiil szolgalhat (7. abra) (Ratajczak ef al., 1998b).

7. abra Az A. sp. ADP1 alkM és alkR intergenikus szakasza az alabbi, meghatarozott elemekkel: RBS
— riboszomakdto-hely, +1: transzkripeids iniciacios hely, -10 és -35: promoter szekvenciaelemek, IR:

AIKR kotéhelyként szolgalo inverted repeat. Forras: (Ratajczak et al., 1998b)

24.6.2 Az A. sp. M-1 torzsben a lebontas elsd 1épését kodold alkM génbdl a Southern
hibridizacios kisérlet tantisdga szerint két kiilonbozd van jelen. Mivel az M-1 torzsbdl a
helyspecifikus rekombinaci6 hidnyaban knock-out mutansokat a szerzék nem tudtak

eldéllitani (Tani et al., 2001) a klonozott alkMa és alkMb géneket tartalmazd vektorokat
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transzformaltak az ADP1 alkMA mutéans torzsébe. A Northern blot eredmények alapjan az
alkMa gén a szilard, nagyon hossza lanct (>nCy,), mig az alkMb a hosszu lancu (nCi6-nCsy)
alkanok hatasara indukalodik. A rubAB expresszidja szintén konstitutiv €s alacsony mértékil.
Az alkM génektdl downstream elhelyezkedd glutation reduktéz és alkil-hidroperoxid reduktéz

gének az oxidacid sordn keletkezd gyokok artalmatlanitdsaban jatszanak szerepet.

nagyon hosszi lancu n-alkan hosszi lancu n-alkan
B P
kiilsé membran ,r"'r T =
{ %

periplazma {

. . alkan hidroxilaz
citoplazma membran

citoplazma rubredoxin

rubredoxin

reduiii:/(
/ N

/

s oo b b )
indukcio indukci6
'\‘ _,/ Konstitutiv \'\\ ‘/
expresszio
T #eRR LT UL RN srnlm
Szenzor Glutation Alkan Regulitor UDP-N-acetil- AlKil- Alkian Regulator o-Metil-
protein reduktiz hidroxilizA gliikzamin- hidroperoxid hidroxilazB transzferaz
aciltranszferaz reduktaz
(iS4 Fdl bl
g S e
Lisil-tRNS Rubre- Rubredoxin —
szintetiz doxin reduktaz 1

8. abra Az A. sp. M-1 alkan hidroxilaz rendszere a szerepet jatszo génekkel. Forras: (Tani et al.,

2001)

24.63 Az A. venetianus 6A2 jeli torzsben szintén két alkM paralogot taldlunk. Bar
expresszios kisérleteket a szerzOk nem végeztek, a genomi knock-out mutdnsok altal
hasznosithaté n-alkan spektrumok alapjan az alkMa f6ként a nC,6-nCi3, mig az alkMb a nC-

nCi4 alkdnok lebontasaért a felelds. A tény, hogy a dupla mutansok képesek voltak ndvekedni
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a nCy—nal hosszabb alkanokon, valamilyen mas tipusi oxidaciés mechanizmus jelenlétét is
feltételezi a 6A2 jell torzsben (Throne-Holst ef al., 2006). Ez nem ritka jelenség az 4. spp.

kozott, mint azt lathattuk az A. sp. EB104, vagy az 4. sp. M-1 példajan is.

Valamennyi torzs esetében a monotermindlis oxidéacids reakcid soran képzddd
primer alkanol valamilyen alkohol dehidrogenaz hatasara alakul tovabb (9. abra). Szdmos
torzsben ezek NAD(P)-fliggd, alkan-indukalhatd, membran-kotott (Asperger et al., 1991)
enzimek, mig az 4. sp HOI-N torzsben konstitutivan kifejezodd, két NADP-fliggd és egy
NAD-fiiggd alhohol dehidrogenaz is citoplazmatikus aktivitast mutat. Az igy képz6dd aldehid
a HO1-N-ben haromféle enzim szubsztratja. A NAD-fiiggd aldehid dehidrogendz csak az
Osszaktivitas 2 %-aért felelds, a vezikulakhoz k6t6dé NADP-fliggd enzim erdsen indukalodik
alkanon vald novesztés sordn, mig a szintén indukal6dd, membran-kotott, nukleotid-fiiggetlen
protein felelds az aktivitas 80 %-aért (Fox et al., 1992). Az A. sp M-1-ben a kromoszémalis
aldl gén altal kodolt 55.5 kDa-os aldehid dehidrogendz szolubilis, E. coli-ban is kifejeztethetd
¢s a hosszl lancu aldehideket preferalja (tetradekanal). A reakciok eredményeként keletkezd
zsirsavak az acil-CoA szintetaz hatasara a kozponti jelent0ségii intermedierré, az acil-CoA-va
alakulnak, amelynek a sorsa a sejt energetikai viszonyaitol fliiggden kiillonbozd lehet.

Egy része acil carrier proteinhez kapcsoldodva a sejtalkotdkhoz keriil és foként a
foszfolipidek felépitésében vesz részt. Amennyiben a kiilsé koriilmények kedvezdtlenek, az
acil-CoA nagy része B-oxidacioval lebomlik, a sejt a képzddd Ac-CoA eloxidalasaval ATP-
hez jut. Amennyiben elegendd szénforras all a mikroba rendelkezésére, a katabolikus 1t a
tartalék tapanyag képzésének iranyaba tolodik el. Az Acinetobacter-ekben ez gyakori jelenség,
asvanyi anyag-limitacid esetén a képzddd vax észterek a sejtek szarazanyag-tartalmanak 17

Y%-at teszik ki pl. az M-1 torzsben (Ishige ef al., 2002).
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9. abra Az A. spp. monoterminalis alkan oxidacids katabolizmus utjai. Enzimek: 1. alkan hidroxilaz
komplex, 2. NAD(P)-fiiggd alkohol dehidrogenaz, 3. NAD(P)-fiiggdé aldehid dehidrogenaz, 4. acil-
CoA szintetaz, 5. acil-CoA reduktaz, 6. aldehid reduktaz, 7. acil-CoA:alkohol transzacildz, 8. acil-CoA
dehidrogenaz 9. acil-CoA:ACP(acil carrier protein)-transzacilaz Forras: (Ishige et al., 2000 és 2002)

A képzddéséhez sziikséges acil-CoA reduktdz acrl génjét azonositottdk az ADP1
(Reiser ¢és Somerville, 1997), illetve acrM génjét az M-1 torzsben (Ishige et al., 2002). Ez
utdbbi torzsben kimutattdk, hogy az aldehid konverzidjat alkoholld egy alrA gén altal kodolt,
NADP-fliggd, alkan-indukalt, 160 kDa-os fehérje végzi (Tani ef al., 2000). Mint az a 9. abran
is jol lathatd, az alkdn oxidacids és az acil-CoA redukcids katabolikus Ut intermedierei
megegyeznek, az atalakitasukat atfedd aktivitdsti enzimek is végezhetik. Végeredményben a
raktarozodik a sejtekben. Ez utobbi atalakitast az 4. sp ADPl-ben egy széles specifitasu
szintetdz végzi, mely szubsztratként primer alkohol helyett diacil-glicerint is elfogad, és
ezaltal triacil-glicerint, azaz természetes lipidet képez (Uthoff et al., 2005). Az enzim
kifejeztethetd E. coli-ban is, igy a reakcid ipari-biotechnolédgiai alkalmazésa megoldhatd ¢€s

felhasznalhato (Kalscheuer et al., 2006).
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2.5 MIKROORGANIZMUSOK OLAJIPARI ALKALMAZASAI

2.5.1 Az olajipari biotechnologiai kutatasok jovdje

Kiilfoldon a nagy olajipari konszernek a kiilonb6z6 olajtermelési technologidik
hatékonysaganak noveléséhez az utdbbi években egyre nagyobb mértékben vonjak be a
modern biotechnologia eszkoztarat. Ezek a kisérleti leirdsok, know-how-k természetesen a
legszigorubb iizleti titkok, a publicitas elkeriilése érdekében a modszert altalaban még csak
nem is szabadalmaztatjak, az olajipari szakfolyoiratokban vagy konferencidkon is csak a
laboratoriumi, vagy tlizemi Kkisérletek hatasfokat, gazdasagossagi szamitasait kozlik
részletesen.

Magyarorszagon az olajtermelés jelentdsége a mezok kimeriilésével fokozatosan
csokken. A tobb évtizedes banyaszat sordn az olajrezervodr oldott gdztartalméanak, a
legmobilisabb foldgaznak és konnyliparlatoknak a nagy részét mar felszinre hoztdk, igy a
kézet lecsokkent rétegnyomasa mar d6nmagaban nem elegendd a megmaradt viszkdzusabb olaj
felszinre hozasara. Ezért hazdkban ma mar kizardlag EOR (Enhanced Oil Recovery)
modszereket hasznalnak, leggyakrabban az un. elarasztast (10. abra). Ennek soran a nyersolaj,
az Un. termelvény rétegviztartalmanak levalasztidsa utan azt a vizbesajtoldé kutakon keresztiil
visszanyomjak a rétegbe, ami maga eldtt hajtja, kiszoritja az olajat a rezervoarbdl. A besajtolt
rétegvizhez tapanyagokat és mikrobdkat adva, a bakterialis anyagcsere tovabb noveli a
termelés hatasfokat. Ez, az in. MEOR (Microbially Enhanced Oil Recovery) eljaras (10. abra)
kiilfoldon is, és a szegedi Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kozalapitvany Biotechnologiai

Intézet Bioremediadcios Osztalydban is az egyik legintenzivebben kutatott teriilet.
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EOR MEOR
Rétegviz Rétegviz +
baktériumok +

tapanyagok

10. abra Az EOR és MEOR koolajtermelés sémaja.

2.5.2 Az olajipari biotechnolégia mai allasa hazankban

Osztalyunknak a MOL Rt.-vel kozos, 3 elfogadott nemzetkdzi szabadalma van
mikroorganizmusok olajipari alkalmazasar6l. Az elsében leirt technoldgia alkalmazésaval,
baktériumos kezelés hatasara a nyersolaj/viz emulziok megbonthatoak, a tartalyokban tarolt
olaj konnyebben szeparalhaté a vizes fazistol. Ez az effektus a vezetékekben szallitott
termelvény esetében is bekovetkezik, a magas viszkozitasti emulzionak olaj- €s vizfazisra vald
szétvalasa csokkenti a termelvény 0ssz-viszkozitasat, ami megkdnnyiti a szallitast (Hlatki et
al.,2003a).

A hazai olajipar szamara még komolyabb gond, hogy a kitermelés soran a
kozetrétegekbdl felfelé aramld nyersolajbol a csokkend homérséklet és nyomas hatdsara a
paraffin-aszfaltén-maltén nehézkomponensek kivalnak a termeldcsé falara, ami a termelés

csOkkenéséhez vezet. Ekkor a kutakat le kell zarni, a ,,blokkokat” mechanikusan el kell

cres

41



kivalas lerakodasanak gatlasi lehetdségét szelektalt baktériumkonzorciumokkal laboratoriumi
kisérletekben igazoltak (Lazar ef al., 1999). Ilyen baktériumok izolalasat és alkalmazasat az
un. Huff’n’Puff kutkezelési eljarasunk soran mi is szabadalmaztattunk (Hlatki ez al., 2003b).
Az asvanyi anyagokat, biopolimereket és szelektalt baktériumkonzorciumokat tartalmazé
szuszpenzid kutakba torténd lesajtolasat kovetden a termeldcsovek falan kialakuld aktiv
biofilm gétolja a kivalas lerakodasat, és szénforrasként hasznositja a nehézkomponenseket, igy
a kit gjrainditasa utdn a mechanikus paraffinmentesitést joval ritkdbban, vagy egyes esetekben

egyaltalan nem kell tobbé alkalmazni.

2.5.3 Bioremediacios kutatasok Intézetiinkben

A mikrobdk nemcsak a termelésben, hanem az olajipari eredetli szennyezések
négyzetracsnak a pontjaiba, felvaltva tapanyagokkal ellatott szelektalt baktériumkonzorciumot
¢s robbanotoltetet juttatva, a robbantast kovetden a baktériumok nem csupan nem pusztulnak
el, de effektivebben jutnak el a homogenizalt olajszubsztrathoz. Szabadalommal védett
eljarasunkkal igy a bioremediacios hatasfok jelentésen emelhetd (Hlatki et al., 2002).

Mikrébakat alkalmazunk olyan bioaktiv toltetek, un. biobarrierek kifejlesztése sordn is,
amelyek segitségével a komplex és mélyebb viztartokban elhelyezkedd szennyezettségi
csovak in situ kezelésére is mod nyilik (GVOP-3.1.1.-2004-05-0133/3.0 elnyert palyazat). A
technologia sordn a baktériumokat ¢€s adalékanyagokat tartalmazo barriereket a talajviz
aramlasi irdnyaval merdlegesen alakitjuk ki, igy a mikrobialis tevékenység kovetkeztében a

lassan mozgd szennyezdanyagok a tdlteten vald athaladds soran degradalodnak, ezaltal a
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barrier mogotti védett talajszelvény nem kontaminalodik €s végeredményben az egész csova

koltséghatékonyan artalmatlanithato.

2.6 CELKITUZES

A Huff’n’Puff paraffinmentesitési technoldgia kialakitdsa soran a Bioremediacios
Osztalyon beliil ram bizott feladatok az alabbiakban foglalhatéak Gssze.
o A koéolajtermeld kutakban uralkodd kornyezeti tényezok analitikai meghatarozasa.
képes torzsek szelekciojanak metodikai megalapozasa.
. A bakteridlis kezelések soran a rendszerben bekdvetkezd valtozasok nyomonkdvetése
¢s laboratoriumi modellezése.
J A technologia  eredményeinek  értékelése, a  végbemend  mikrobidlis

anyagcserefolyamatok és lizemi jelenségek magyarazata.

Ezek utan, a katkezelések adatainak fényében célul tliztiik ki olyan baktériumtorzsek
izolalasat, amelyek segitségével a kutkezelési technologia tovabbfejleszthetd, valamint
amelyek a fejlesztés alatt 4llo, fent emlitett tobbi olajipari eljarasunkban sikerrel
alkalmazhatoak. Mivel a bioremedidcids eljarasok altaldban alacsonyabb (10-20 °C), mig a
termelésnovelési eljarasok magasabb (>30 °C) homérsékleten folynak, screenvizsgalatainkban
széles homérsékletoptimumu, hatékony torzseket kerestiink. Ezek utan, a szempontrendszer
alapjan leghatékonyabbnak talalt AR-46 jelii izoldtum olajbont6 képességének meghatarozasat

és részletes fiziologiai karakterizalasat tliztiik ki célul.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 TAXONOMIAI KARAKTERIZALAS

3.1.1 Biokémiai meghatarozas

Az olajipari technologidink céljaira szelektalt és alkalmazott baktériumtorzsek
azonositasat az izolatumok nagy szdma miatt eldszor biokémiai moddszerekkel végeztiik el.
Erre a klasszikus API tesztek szolgaltak a gyarté (bioMerieux Inc.) instrukcidinak
megfeleléen. Amennyiben lehetséges és sziikséges volt, a torzseket Bergey szerint (1993)
kiilonb6z6 fajokba is soroltuk.

Mivel az Ujonnan izoldlt AR-46 jeli torzs az eldzetes eredmények alapjan az
Acinetobacter genusba tartozd [-hemolizald volt, az ilyen fajok hatféle determinativ
sajatossagan (novekedés laktaton, malonaton, 4-hidroxi-benzoaton, 41 °C-on, savtermelési
képesség gliikkozon, ill. B-xilozidaz aktivitas) alapuld biokémiai elkiilonitést (Vaneechoutte et
al., 1999) is elvégeztiik. Hogy a lehetd legpontosabb taxondmiai azonositason tul, alapvetd
metabolizmus-adatokat kapjuk, az izolatum cukor-, és szerves sav-bontasi képességének
analizisét még részletesebben is megvalositottuk. DSM 457 tapoldatban, (1. 3.2 fejezet) 10
mM-os koncentracidban, Osszesen 20 féle szubsztratot (arabindz, fukédz, gliikéz, laktodz,
maltéz, mannitol, melibidz, mio-inozitol, ramnodz, ribéz, szahardz; acetat, citrat, kaproat,
malat, propionat; ill. alanin, hisztidin, szerin és etanol) oldottunk fel. Az oldatok sterilre
sziirését kovetden vizsgaltuk az 5x10° sejt/ml koncentracidban bejuttatott AR-46 sejtek

novekedési képességét az alkalmazott szénforrasokon 30 °C-on 48 ora alatt.
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3.1.2 16S rDNS analizis

Az AR-46 jelll torzs identifikalasat a biokémiai analizissel parhuzamosan a 16S RNS-t
kodold génjének (16S rDNS) szekvencia-meghatarozasaval is elvégeztiik. A PCR reakcid
templatjaként 30 ul 1 M glicin-betain pufferben felvett egyedi kolonia szuszpenzidjanak 1 pl-e
szolgalt. Az amplifikaci6 20 pl-es térfogatban Di Cello (1997) szerint, 150 ng bakterialis
EubB (27F) és EubA (1522R) primer segitségével 10 mM Tris-HCI; 50 mM KCI; 1.5 mM
MgCl,-tartalmu pufferben, kiilon-kiilon 250 uM dNTP és 1 U Tag jelenlétében tortént. A
program az alabbi volt: 95 °C 1.5 perc, majd 35x(95 °C 0.5 perc, Ta °C 0.5 perc, 72 °C 4 perc)
(Ta= 60 °C az els6 5, 55 °C a kdovetkezo 5, 50 °C az utols6 25 ciklusban), végiil pedig 72 °C 10
perc és 60 °C 10 perc.

A kapott PCR terméket az EubA ¢és EubB, valamint a belsé EubC (519F) primer (1. 5.
tablazat; Suzuki és Giovannoni, 1996) felhasznéaldsaval megszekvenaltattuk. Az egyes atfedd
szekvencidk Osszeillesztése utan az AR-46 jelli torzs 1413 bp hosszi 16S rDNS génjének
parcialis szekvenciajat az EMBL/GenBank/EBI adatbéazisokban az AY586400 kddszam alatt
tettiik kozze.

Az identifikdlast kovetden az izolatumot a magyar Mezdgazdasagi ¢és Ipari

Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében az NCAIM B02172 szam alatt helyeztiik el.
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3.2 A BAKTERIUMTORZSEK NOVESZTESI KORULMENYEI

3.2.1 Aziizemi technologiak soran hasznalt torzsek novesztése

Mivel a kutkezelések sordn az alkalmazott torzsek kolonizacidjat vartuk a termeldcsovek
paraffinkivalassal fedett felszinén, az izoldldsukat, karakterizalasukat és a kezelések utani
visszaizolalasukat olajfilmmel fedett minimum taptalajon végeztiik. Ez utobbi a DSM 457 jeli

tapkozeg volt, amelynek Osszetétele az alabbi:

2. tablazat A DSM 457 tapkozeg Osszetétele

NazHPO4 2.44 g
(NH4)2SO4 vagy NH4NO3 0.50 g
MgSO,4 x 7 H,O 020¢g
CaClz x 2 HZO 0.05 g
SL-4 oldat 10.00 ml
Agar (amennyiben sziikséges) 15.00 g
Desztillalt viz 1000.00 ml
pH=6.9
Az SL-4 oldat Osszetétele:
EDTA 050 g
FeSO, x 7 H,0 020¢g
SL-6 mikroelemoldat 100.00 ml
Desztillalt viz 900.00 ml
Az SL-6 mikroelemoldat Gsszetétele:
ZnSO, x 7 H,O 0.10 g
MnCl, x 4 H,O 0.03g
CoCl, x 6 H,O 020 g
CuCl, x 2 H,0O 0.01g
N32M004 X2 H20 0.03 g
Desztillalt viz 1000.00 ml

A DSM 457 taptalajok (20 ml) megszildrduldsa utan kardoskuti fogylijto tartalyolajat, ill. a

kezelendd kut olajat, vagy annak tisztitott frakcioit (paraffint, aszfaltént, gyantat vagy kivalas-

46



mintat) tartalmazo 10 %-os hexanos (vagy utdbbi két szubsztrat esetében toluolos) oldatabol
1-1ml-t juttattunk egyenletesen az agarlemezek felszinére, majd steril fiilke alatt az oldoszer
elparolgasat kovetden megkaptuk az egyediili szénforrasként a kivant komponenseket
tartalmazo, ill. ezzel a filmmel fedett lemezt. A szelektiv taplemezeken kiviil DSM 1 jeli
gazdag tapkozeget (3. tablazat) is hasznaltunk az altalanos mikrobioldgiai labormiiveletek

(szélesztés, sejtszamlalas plateléssel, gatlasi zondk meghatarozasa stb.) soran.

3. tablazat A DSM 1 tapkozeg Osszetétele

Pepton 500 g
Hus extraktum 3.00g
Agar (amennyiben sziikséges) 15.00 g
Desztillalt viz 1000.00 ml

3.2.2 Az AR-46 jelii torzs novesztése

Az AR-46 jelli torzs izoldldsa soran szintén DSM 457 tapkozeget hasznaltunk oldat
forméban. A screenvizsgalatokban ennek félkémcsovekbe kimért 5 ml-ét 1 g/l DWS5052 jeli
tisztitott szazhalombattai paraffinnal (nC,y—nCsg), a biokémiai vizsgalatok soran pedig 10
mM-os végkoncentracioban a megfeleld szubsztrattal (1. 3.1.1) egészitettiik ki. A torzs
meghatarozasat kdvetden azonban attértiink a specifikusabb, asvanyi sokat feleslegben, vagy
limitald6 mennyiségben tartalmazé HNPS (Leahy ef al., 2003) illetve LNPS (Snellman et al.,
2002) (High / Low Nitrogen, Phosphorous, Sulfur) tapoldatok alkalmazasara (4. tablazat).

Az AR-46 torzset rutinszeriien 1g/1 n-hexadekant tartalmaz6 50 ml HNPS tapoldatban
100 ml-es Erlenmeyer lombikokban neveltiik 37 °C-on nem rézatott koriilmények kozott. A
felhasznalhatd szénhidrogén-spektrum meghatarozdsa soran a szénforrasok 1 g/l

koncentracidban kiilonb6z6 normal alkanok (nCe, nCo, nCy1, nCia, nCis, nCyo, nCsg, nCap),
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4. tablazat A HNPS és LNPS tapkozegek Osszetétele

HNPS LNPS
KH,PO, 16.50 g 330 g
Na,HPO, 11.00 g 220¢g
Na,SO4 500¢g 1.00 g
NH4NO; 500¢g 1.00 g
NaCl 5.00¢g 5.00 g
MgSO, 029¢g 029¢g
CaCl, 0.05g 0.05¢g
FeSO, 0.001 g 0.001 g
Agar (amennyiben sziikséges) 15.00 g 15.00 g
Desztillalt viz 1000.00 ml 1000.00 ml

pH=7.0 pH=7.0

DW5052 jelti paraffin, Demjén 7-es nyersolaj, vagy aromas szénhidrogének (toluol, xilol
izomerek, naftalin, benz[a]antracén) voltak. Az inokuldldshoz az AR-46 sejteket DSM 1
tapoldaton neveltiik 24 o6raig, majd a tenyészet 0.5 ml-ét lecentrifugdltuk (16 000g, 5 perc),
HNPS-ben reszuszpendaltuk és az dsszcsiraszamot Biirker-kamra segitségével meghataroztuk.
Ebbdl a szuszpenzidbdl pipettdval annyit juttattunk a friss HNPS tapoldatba, hogy annak
kiindulasi sejtszama 5x10° sejt/ml (a fermentacids paraméterek megallapitasanal 2x10°
sejt/ml) legyen. Az 4all6 lombikokat 37 ©°C-on, vagy a homérséklet-fliggési kinetika
felvételénél 25-40 °C-on a megfeleld iddintervallumig (48 6rdig, vagy 0-70 6raig) inkubaltuk.
Teljesen hasonloan jartunk el a rokon Acinetobacter torzsek (A. venetianus 6A2, A.
calcoaceticus NCIB 8250, A. calcoaceticus 69-V, A. calcoaceticus EB104, A. sp. ADP1, A.
sp. 2769A ¢és az AR-46) n-hexadekanbontod képességének homérsékletfiiggési kinetikdjanak
Osszeallitasakor is, csak a torzseket ekkor a DSM 1 tapoldatban nem 37, hanem 30 °C-on
neveltiik el6 24 oraig.

A mikrobak szaporodasat a kultirdk 600 nm-en mért optikai denzitasanak, a sejtek
szaraztomegének és a Biirker-kamraval mikroszkdpiasan mért dsszesiraszamnak a valtozasan
keresztiil kovettiik nyomon. A degradacio kinetikai paramétereit a Monod-modell (Sinclair és

Cantero, 1990) alapjan szamitottuk.
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3.3 ALKALMAZOTT ANALITIKAI ELJARASOK

3.3.1 Analitika a bakterialis kutkezelési technologia hatasainak értékelésére

3.3.1.1 Géazkromatografids mérések

A kiilonb6z0 olajtermeld kutakbol paraffinkivalas- €s termelvény-mintékat gytijtottiink a
baktériumos kezelés elott, kozben €s utan is, majd ezek n-alkén tartalmanak mennyiségi €s
mindségi analizisét a magyar szabvany szerint (MSZ 21470-94: 2000) elvégeztiik. A mintak
1-1 grammjat eldszor 5 ml acetonnal, majd kétszer 10 ml, 10 mg/l 1-klor-oktadekan extrakcids
standardot is tartalmaz6 hexéannal extrahdltuk ultrahangos fiirdé segitségével, majd az
elegyitett extraktumokhoz annyi 1,4-diklor-benzol belsé standardot adtunk torzsoldatabdl,
hogy azt 10 mg/l-es végkoncentracioban tartalmazza. Az igy el6készitett minta 1 pl-ét FID
detektorral ellatott, HT-5 kapillaris kolonndval (25 m x 0.32 mm x 0.1 um, SGE) szerelt,
Chemstation szoftverrel vezérelt HP-5890 Series 11 gazkromatograffal (GC) analizaltuk. Az
analizis koriilményei az alabbiak voltak: injektor és detektor hémérséklet: 420 °C, kolonna
hoémérséklet: 45 °C 2 percig, majd 15 °C/perccel emelkedve 400 °C-ig, majd ezt a

hémérsékletet 3 percig tartva splitless modban.
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3.3.1.2 Termelvénymintdk viszkozitdsanak mérése

A mintak reoldgiai vizsgalata Brookfield DV-II+ (Brookfield Engineering Inc., USA)
rotacids viszkoziméterrel, az adatok gylijtése és analizise pedig Wingather32 szoftverrel
tortént a gyartd utasitasai szerint. A mérések 25-37 °C- on, LV tipusti SC4-18 jelt orsoval, 1-
100 rpm kozotti fordulatszam tartomanyban zajlottak. A kisérleti adatok értékelése, a
plasztikus viszkozitas és a nyirasi fesziiltség adatok meghatdrozasa a Bingham modell szerint

tortént.

3.3.1.3 Termelvénymintak bakterialis emulziobontdsdnak mérése

A kezelés elbtti termelvénymintak 30 ml-eihez 1-1 ml, DSM 1 tépoldaton nevelt,
kiilonb6z6 baktériumkonzorcium szuszpenzidt (a technoldgia sordn hasznalt 8 fermentacios
csoport €s keverékiik) adtunk és 37 °C-on 100 rpm-mel 168 oraig razattuk dket 50 ml-es

Greiner csovekben. A kivald viz mennyiségét volumetridasan mértiik.

3.3.1.4 Vizmintédk oldott oxigén-tartalmanak mérése

A Dorozsma-55 jelzésti kut kuttalpjarél (mélység: 2800 m, nyomads: 110 bar,
hoémérséklet: 125 °C) nyomasalld, zarhatd bombaval vett termelvényminta vizes fazisanak
oldott oxigén-tartalmat a felnyitds utdn azonnal WTW inoLAB OxyLevel 3 tipusu
oxigénelektroddal hataroztuk meg 25 °C-on.

A  mélységi rétegvizminta mellett a felszinre hozott algy6i ¢és mezdsasi

termelvénymintak vizes fazisanak analizisét is elvégeztiik.
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3.3.1.5 Vizmintak anion-0sszetételének mérése

Az el6z6 pontban szerepld vizmintdk anion-tartalméat mindségileg és mennyiségileg
Chromeleon 6.40 szoftverrel vezérelt Dionex HPLC rendszeriink segitségével hataroztuk meg
a rendszert 0-10 g/l klorid, nitrit, nitrat, szulfat, foszfat ionokkal 5 pontban kalibralva az
alabbiak szerint:

Pumpa: Dionex P680
Eluens: 1.7 mM NaHCO; - 1.8 mM Na,CO;

Aramlasi sebesség: 2 ml/perc

Oszlop: Sarasep AN-300 (150 mm x 5.5 mm x 7um), 25 °C
Detektor: Sykam S3111 konduktivitas detektor szupresszorral
Mintatérfogat: 20 pl, Gina50 automata mintaadagoldval injektélva.

3.3.2 Analitika az AR-46 jelii torzs alkan-degradaciés folyamatinak nyomonkovetésére

3.3.2.1 Degradacidsebesség ¢s intermedier-analizis gazkromatografias mérésekkel

Az AR-46 jell torzs szubsztratfelvételi kinetikajat az adott mintavételi idépontban az

crer

szintén gazkromatografidsan végeztiik. A lombikok tartalmat 100 mg/l 1-klér-oktadekan belsd
standardot is tartalmazé kloroform/methanol 3/1 oldoszereleggyel extrahéaltuk (Koma et al.,

2001). A szerves fazis 2 pl-ét a fenti 6sszeallitasu miszerrel, de az alabbi koriilmények kozott
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analizaltuk: injektor és detektor hémérséklet: 280 °C, kolonna hdmérseklet: 100 °C 1 percig,
majd 15 °C/perccel emelkedve 250 °C-ig split moédban (1:20 arany mellett).

Az AR-46 n-hexadekdn biodegradacios utjdnak meghatarozasdhoz a torzset 1 g/l
szubsztrattal kiegészitett 500 ml HNPS és LNPS tapoldaton novesztettik. A sejteket a
novekedés midlog (ODgy: 0.7-0.8) és korai stracioner fazisdban (ODggp: 1.2-1.4)
centrifugalassal tilepitettiik, majd fiziologids sdoldatban kétszer mostuk. Az 50 mM Tris-HCl
pH 7.2 pufferben reszuszpendalt sejteket hdromszor 1.5 percig jégen 25 W-on szonikaltuk
(Vibracell, Sonics & Materials, USA). Az igy nyert sejtextraktumot vagy kozvetleniil a
kiilonbozé  enzimaktivitdsi mérésekhez hasznaltuk, vagy kloroform/metanol 4/1
oldoszereleggyel tovabb extrahaltuk, hogy a lebontasi intermediereket kimutathassuk. A
koncentralt szerves fazis 2 pl-eit kdzvetleniil, metanolizis nélkiil, DB-5 kapillaris kolonnéaval
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um, SGE) szerelt Finnigan ThermoQuest Trace GC/Automass
tomegspektrométer (GC-MS) segitségével analizaltuk. Az elvalasztas koriilményei az aldbbiak
voltak: injektor és detektor hdmérséklet: 350 °C, kolonna hdmérséklet: 45 °C 1 percig, majd

15 °C/perccel emelkedve 330 °C-ig és 15 percig ezen a hdmérsékleten tartva splitless modban.

3.3.2.2 A novekedési kinetika és a sejtek hidrofobicitasanak spektrofotometrias mérése

Az OD méréseket és a MATH tesztet Unicam Helios o spektrofotométer segitségével
600 nm-es hullamhosszon végeztik. A MATH teszt (Baldi et al., 1999) sordn az AR-46
tobbféle szubsztraton mért novekedési kinetikdjanak 3-5 jellemzd pontjan 1.5 ml mintdkat
vettlink a rendszerekbdl. A sejteket lecentrifugaltuk (16 000g, 5 perc) és kétszer desztillalt

vizzel mostuk, majd 7.2-es pH-ji PBS-ben (fiziologids soéoldat 0.05 M foszfat pufferrel)
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reszuszpendaltuk 6ket ugy, hogy a sejtek OD-ja 0.4-0.6 k6z¢é essen. A szuszpenzid 2 ml-¢hez
100 pl n-hexadekdnt adtunk és 0-1 percig vortexeltik Oket. Az als6 vizes fazis
volt a log(A¢ / Ap x 100) érték, amely megmutatta a sejtek alkdnhoz vald kitapadasi

képességének mértékeét.

3.3.2.3 A n-hexadekanon novesztett AR-46 torzs feliltszoinak analizise a termelddd

extracellularis emulzifikdlo anyagok kimutatasara

Az AR-46 n-hexadekdanon mért novekedési gorbéjének kiilonbozoé pontjaibol vett
sejtmentes feliiliszokkal a MATH teszten kiviil még szamos egyéb vizsgalatot is végeztiink. A
hagyomanyos, cseppszdmlalason alapulé Traube modszerrel kovettiik a feliileti fesziiltség
valtozasat (Vold és Vold, 1983).

A gézkromatografias n-hexadekan megoszlasi analizis soran a feliilisz6 5 ml-¢hez 100 pl
alkant adtunk, a félkémcsoveket 1 oran keresztiil 200 rpm-mel szobahdmérsékleten razattuk,
majd 4 °C-ra helyeztiik 6ket. A megszilardult alkan alatt elhelyezkedd vizes oldat, valamint a
hataroztuk meg, hogy eldonthessiik, valtozott-e a vizes fazis szénhidrogén-koncentracidja az
emulzifikdciora képes extracellularis memrannal Dboritott vezikulumok termelése
kovetkeztében (Képpeli és Finnerty, 1979).

Tobbek kozott mértiik a mintak emulzifikéacids aktivitasat is, igy hogy 0.5 ml mintat, 1 ml
20 mM Tris-10 mM MgSO, puffert és 20 pl n-hexadekan/2-metilnaftalin elegyet vagy esetleg
Demjén-7-es katbol szarmazd nyersolajat az eldbbiek szerint razattunk, majd meghataroztuk a

620 nm-en mért abszorbancia értékét a kontrollhoz képest (Rosenberg et al., 1979). A mddszer

53



alapja az, hogy az esetlegesen termel6dé emulzifikdldo anyag a szubsztrattal kolcsonhatva
noveli az oldat fényszorasat.

Végiil a klasszikus fenol-kénsav reagenssel megmértiik a feliiluszd total szénhidrat-
(Dubois et al., 1951), mig a Bradford-reagenssel a fehérje-tartalmat is (Bradford, 1976), hogy

az esetlegesen szekretalt biopolimerek megjelenését az oldatban igazolhassuk.

3.3.2.4 Az AR-46 sejtekben jelen 1évd alkén oxiddzok enzimaktivitasanak mérése

A fentiek (3.3.2.1) szerint eldéllitott nyers AR-46 sejtextraktumok felhasznalasaval
enzimaktivitds-méréseket végeztiink. Els6 1épésben a még intakt sejteket és a sejttormeléket
lecentrifugaltuk (16 000g, 10 perc). A sejtfeltards paramétereinek optimalizaldsara és a
fehérjeextraktum alkalmassdganak ellendrzésére pozitiv kontrollként a protocatechuate-2,3-
dioxigendz enzimének aktivitdismérése (Doten et al., 1987) szolgalt.

Az alkan dioxigendz aktivitds mérése az eredeti recept (Sakai et al., 1996) modositasaval
tortént. Mivel a Plysurf A210G detergenst a kereskedelmi forgalombol nem tudtuk beszerezni,
a n-hexadekan szubsztratot mas médon tettiik vizoldhatova, hogy a reakcioelegyben a kivant
szubsztratkoncentraciot (>1 pumol/ml) biztosithassuk. A megfelelé szolubilizaciot anionos
Triton X-100 detergens (az oldat melegitésével és ultrahangos kezeléssel), Pseudomonas
aeruginosa B110 jelli torzsiink altal termelt ramnolipid biotenzid vagy E/1 jelii torzsiink altal
szekretalt emulzifikalo anyag segitségével értiik el. A szolubilizalt szubsztratot tartalmazé 0.9
ml 50 mM Tris-HCl pH 7.5 pufferhez 0.1 ml fehérjeextraktumot, illetve egy masik
parhuzamosban ezeken feliil 5-5 pl 50 mM NAD, NADH, NADP, NADPH, FAD ¢és FADH
koenzimeket, valamint 25 ul 10uM FeSOs-t adtunk. A reakcidelegyeket tartalmazo 2 ml-es

ivegeséket 5-60 percig 200 rpm-mel razatva 30 °C-on inkubaltuk, majd a n-hexadekan
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crer

hataroztuk meg.

Az extraktumok citokrom P450 tartalmanak meghatarozasat Miiller szerint (1989)
veégeztiik. A polisztirol kiivettdkba bemért enzimtartalmt oldatok Iml-ein hangyasav-kénsav
reakcioval eldallitott szén-monoxidot buborékoltattunk 4t 0.5 ill. 5 percig. Mivel a bakterialis
P450 jelenlétében a CO hatasara 450 nm-en abszorbcids maximumot mutatd sarga szinii
termék keletkezik, egy 400 és 500 nm-es hulldmhossz kozotti scan méréssel felvettiik az
extraktum CO-differencial spektrumat a CO-kezelt Tris-pufferrel, ill. héinaktivalt (90 °C, 20

perc) kontrollal szemben.

A kutkezelések el6tt, kdzben €s utan steril mintavevé edényekben gytijtottiik a paraffin- és
termelvénymintakat, amelyek mikrobiologiai analizisét 24 oran beliil el is végeztik. A
reoldgiai és gazkromotografids mérések a mintavételt kovetéen egy héten beliil megtorténtek.
Az analitikai eljarasokkal kovetett valamennyi modszert legalabb harom parhuzamosban
végeztiink, az altalanos laborvegyszerek a Reanaltél, mig a finomvegyszerek a Sigma-

Aldrichtdl, vagy a Flukatol szarmaztak.
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3.4 FOTOGRAFIAS ES MIKROSZKOPIAS DOKUMENTACIO

A bakterialisan kezelt olajkutak paraffinkivalasainak, a technoldgia sordn hasznalt
torzsek, valamint az jonnan izolalt AR-46 jelt baktérium tenyészeteinek felvételei Panasonic
NV-MX300-as digitalis kameraval sziilettek.

A fénymikroszkopos felvételek valamennyi torzsrdl Storm Video Version 2. (Canopus
Co.) szoftverrel vezérelt és kiértékelt, Zeiss Axiskop 20 jelii mikroszkdpra szerelt Sony DXC-

930P tipusu CCD kameraval késziiltek.

A n-hexadekanon midlog fazisig novesztett AR-46 izoldtum sejtjeinek transzmisszios
elektronmikroszkopias (TEM) képeinek elkészitéséhez Tecnai-12 (FEI) elektronmikroszkdpra
szerelt CCD kamerat (MegaView IlI, Soft Imaging System) hasznaltunk.

A szubsztrathoz nem kitapado, szabad sejteket a kulturakbol ugy izolaltuk, hogy a
pipetta csucsat ovatosan a kitapadt sejteket tartalmazo felszini alkdn-réteg ala meritettiik és a
sejteket a vizes fazis kdzepébdl nyertiik. Ezutan a kultarat lecentrifugaltuk (16 000g, 10 perc)
¢s az igy szeparalt kétféle sejttipus koziil a felszinen szo alkdncseppekre kitapadt AR-46
sejteket kipipettaztuk. A DSM 1 tapoldatban nevelt kontroll sejteket szintén a kultara
kozepébdl, pipetta segitségével izolaltuk.

Valamennyi sejttipust tartalmazoé mintdbol egy-egy cseppet paraffinhartyat tartalmazo
réz gridekre szaritottunk, majd 0.5 % uranil-acetattal festettiik 6ket (Rosenberg et al., 1982) és

TEM felvételeket elkészitettiink roluk.
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3.5 MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

3.5.1 DNS manipulacio

3.5.1.1 Altalanos technikak

Az AR-46 jelii torzsbdl genomi DNS-t a standard CTAB-mddszer (Wilson, 1994)
segitségével izolaltunk. Plazmidot alkalikus lizissel, forralasos metodussal (Engebrecht et al.,
1991), illetve a sejtek 10 %-os SDS-sel torténd agardz gél-zsebben vald direkt feltarasaval is
megprobaltunk kimutatni. A termékeket kontroll genomi DNS-t, emésztetlen és Xhol-
emésztett lambda f4g DNS markert is tartalmazé 0.3 %-os agardoz gélen, 4 °C-on szeparaltuk,
majd 1XxTAE pufferben (0.04 M Tris-acetat, 0.001 M EDTA, [pH 8.5]) oldott 0.5 pg/ml
etidium-bromiddal tettiik lathatova.

Egyéb esetekben a kiilonbozé DNS mintdkat 0.5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazo,
50 ml térfogati 1-1.5 %-os horizontalis agaroz gélen futtattuk 1XxTAE pufferben 10 V/cm-es
fesziiltség mellett szobahdmérsékleten. Az elektroforézist kovetden, amennyiben sziikséges
volt, a fragmenteket QIAGEN gél extrakcios Kkittel tisztitottuk. A munkdnkhoz sziikséges
puffereket, DNS markereket, enzimeket, PCR reagenseket a Fermentastol vagy a Promegatol
szereztiik be €és hasznaltuk instrukcioik szerint. Az oligonukleotidok szintéziséhez, valamint a
DNS szekvenciak meghatarozasahoz az MTA SZBK kapacitasat vettiik igénybe.

Az analitikai polimeraz lancreakciok (PCR) 20, a preparativok 50 pl-es térfogatban
zajlottak, a kivitelezéshez PTC 200 Thermal Cycler-t hasznaltunk (MJ Research). A PCR

termékek tisztitasa QIAquick PCR Purification kittel tortént.
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3.5.1.2 Az AR-46 jelti torzs alkM génjének amplifikalasa

Osszesen tiz kiilonb6z6 Pseudomonas és Acinetobacter torzs konzervalt alkB és alkM

szekvenciarészlete alapjan degeneralt primereket terveztiink (AlkDegFw és AlkDegRev; 1. 5.

tablazat).

5. tablazat A munkank soran hasznalt primerek szekvenciaja.
Primer Sequence (5°—3")
EubA(1522R): AAGGAGGTGATCCANCCRCA
EubB(27F): AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
EubC(519F): CAGCMGCCGCGGTAATWC
AlkDegFw: TTCCNRYGATHGATACRATTATTGG
AlkDegRev: CGHGTCGGATWVGCGTGATGATC
AlkInv1Fw: GGTTGGGGCATGAGTGCTGCATTTC
AlkInvlRev: GATCGCCCCCATTGAAACACCAAGC
AlkInv2Fw: GCTCATCATGTTCCAAGCACTG
AlkInv2Rev: CATCGTCGTATCCATGTCTTCG
AlkInv3Fw: CGATTGCCTCTGACGCTCAG
AlkInv3Rev: CAGCGCCTGAATGGCTGC
AlkInv4Rev: GCAGTTCTTAGCCCCTGAATCG
AlkInv5Rev: CAAGCTGGTCACCCGCAACAAC

TS2S (Sacl): AAYAGAGCTCAYGARYTRGGTCAYAAG

DeglIRE (EcoR]): GTGGAATTCGCRTGRTGRTCIGARTG
AlkMUp (EcoR]): ATACGAATTCATGGATACGACGATG
AlkMDw (Pst]): TAGTCTGCAGTTTCCGTAGACGT

Kodok: N=A+C+G+T; R=A+G; Y=C+T; H=A+C+T, W=A+T; V=A+C+G; M=A+C; I=Inozitol).

Az alahtzott nukleotidok a primer neve utan zarojelben feltiintetett enzim restrikcios helyei.

Ennek a két primernek a segitségével touchdown PCR reakciot allitottunk 6ssze. Az 50 pl-
es reakcio Promega puffert, 1.25 mM MgCl,-t, 250 uM dNTP-t, 2 U Tag-ot, 0.2 U Pfu-t, 0.5
UM primerpart és 100 ng AR-46 genomi templat DNS-t tartalmazott. A PCR program az
alabbi volt: 11 x (0.5 perc 95 °C, 0.5 perc 68-1 °C [i=1-11], 1 perc 72 °C), majd 20 x (0.5 perc
95 °C, 0.5 perc 55 °C, 1 perc 72 °C). A reakcio egy alkM fragmentet eredményezett, amelyet a

két primerrel kdzvetleniil megszekvenaltattunk.
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3.5.1.3 A teljes alkM gén ¢és a vele szomszédos gének amplifikélasa inverz PCR-ral

A fragment szekvencidjanak ismeretében belsé inverz primereket (AlkIlnvlFw ¢és
AlkInv1Rev, 1. 5. tablazat) terveztiink. Az AR-46 EcoRI-emésztett kromoszoémalis DNS-ét T4
DNS ligdzzal magara ligaltuk és templatként hasznaltuk a kovetkez6 inverz PCR reakcioban.
A fenti touchdown PCR protokolt hasznaltuk azzal az eltéréssel, hogy az elongécios periddust
6 percre noveltiik. A reakcié sordn amplifikalodott fragmentet izolaltuk, tisztitottuk, majd az
AlkInvlFw és AlkInvlRev primerekkel két irdnybol megszekvenaltattuk. Az Gjonnan nyert
szekvencidk alapjan azokra wjabb inverz primereket terveztiink (1. 5. tablazat) és ezt a
folyamatot addig ismételtiik, mig a kétirdnyl szekvendlds Ossze nem ért, azaz atfedd
szekvenciat nem kaptunk. Igy végiil a teljes EcoRI-végii genomi DNS darab szekvencidja
Oszeilleszthetd volt, amit a GenBank/EMBL/EBI adatbazisban AY586401 kodszam alatt

kozz¢ is tettiink.

3.5.2 A kapott szekvenciak szoftveres analizise

A szekvencidk open reading frame-jeinek (ORF) meghatarozasat és vizualis megjelenitését
a Clone95 szoftvercsomag SECentral nevii programjaval végeztik. A gének aminosav-
szekvenciara torténd leforditasahoz az Interneten ingyenesen elérhetd6 BCM Search Launcher,
mig a fehérjék elsédleges azonositasdhoz az NCBI protein-protein Blast szoftverét hasznaltuk.
A rokon torzsekkel valo szekvencia-0sszehasonlitasokra az EBI Clustal W programjat, ezek
filogenetikai torzsfa szinti megjelenitésére pedig ennek a TreeView 1.6 jelii szoftverét

alkalmaztuk.
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Bakterialis ¢° promoter keresésre és felismerésre a szintén ingyenesen hozzaférhetd
SoftBerry BPROM, mig protein topoldgia- és transzmembran hélix-predikciora a MTA

HMMTOP programjat hasznaltuk.

3.5.3 alkM-paralogok keresése az AR-46 genomjaban

3.5.3.1 A PCR termék denaturald gradiens gél elektroforetikus analizise

Az alkan hidroxildzokban konzervalt HEL(G/S)HK ¢s HSDHH motivumokra tervezett
degeneralt TS2S és DeglRE primerparral (l. 5. tablazat, Smits et al., 1999) szamos Gram-
negativ és Gram-pozitiv torzsbdl sikeriilt alkM-alkB homoldgokat amplifikdlni, a Gram-
pozitivokbdl gyakran egy torzsbol akar négyet-6tot is (van Beilen et al., 2002). Ezekkel a
primerekkel PCR reakciéban amplifikaltunk fragmenteket AR-46 genomi DNS templatrol. A
komponensek Osszetétele megegyezett a fentivel (3.5.1.2), de a program a kovetkezd volt: 4
perc 95 °C, 25 x (0.75 perc 95 °C, 1 perc 40 °C, 1 perc 72 °C), 5 perc 72 °C, majd 4 °C. Ezutan
a 20 pl-es reakcio 1 pl-ét templatként hasznalva, egy ugyanilyen masodik reakcidoban tortént a
nukleinsav-termék végleges amplifikacidja (Smits et al., 1999).

A terméket 1 x TAE pufferben elkészitett 8 %-o0s poliakrilamid denatural6 gradiens gél
elektroforézissel (DGGE) szeparaltuk, ahol a denaturacido mértéke 0-t6l 100 %-ig (formamid
0-40 ml, urea 0-42 g / 100 ml) valtozott (Muyzer et al., 1993). A nukleinsav-bandeket 0.5

pg/ml etidium-bromiddal tettiik 1athatova, markerként 1 kb-os GeneRuler-t hasznaltunk.
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3.5.3.2 Southern hibridizacid

Kiilonb6z6 restrikcios enzimekkel (Xhol, HindIll és EcoRI) emésztett 2 pg AR-46 genomi
DNS-t 1%-o0s agar6z gélen szeparaltunk, a depurinéacio, a denaturacid és a neutralizacié utan
10xSSC pufferrel (0.15 M natrium-citrat — 1.5 M NaCl) a klasszikus kapillaris transzfer
technikaval Amersham Hybond N filterre blottoltuk és hokezeléssel rogzitettiik (80 °C, 2 o6ra)
a gyarto utasitasait kovetve. A proba elkészitéséhez a 3.5.1.2 pontban leirt, PCR-amplifikalt
alkM fragmentet (50ng) és a Gene Images Random Prime Labelling kittet (Amersham Life
Science) hasznaltuk. Ennek sordn a fragmenthez random nonamer primereket adtunk, ahonnan
kiindulva a Klenow polimeraz az amplifikaci6 soran a dTTP nukleotidok helyére fluoreszcein-
11-dUTP-t épitett be. A hidridizaciét magas (2xSSC-0.1% SDS, 66 °C) és alacsony
stringencidju (0.5xSSC-0.1% SDS, 37 °C) koriilmények kozott is elvégeztiik, és a jeleket Gene
Images CDP-Star Detection modul (Amersham Life Science) segitségével a gyarto instrukcioi

alapjan detektaltuk.

3.54 Az alkM gén funkcionalis analizise

3.5.4.1 Northern blot analizis

A kisérlet soran az alkalmazott kiillonb6zé szénforrasok hatasat vizsgaltuk az alkM gén
expresszidjara. A kontroll gazdag tapoldaton (DSM 1), valamint n-dodekéan, n-hexadekan, n-
eikozédn és n-triakontan egyediili szénforrasokon ndvesztett AR-46 midlog fazist sejtjeibdl a
Trizol reagens segitségével a gyartdé (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK)

utasitdsait kovetve total RNS-t izolaltunk. Ezek 20 pg-jait 1% formaldehidet és 0.01% etidium
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bromidot tartalmaz6 1%-0s denaturald agardz gélen futtattuk és az el6z6 pontban leirtak
szerint, de 20xSSC-ben Hybond N filterre blottoltuk és rogzitettiik. A transzfer hatékonysagat,
a felvitt RNS mindségét ¢és a riboszomalis RNS mennyiségét UV fény alatt ellendriztiik €s
kiindulva annak 5’-végét a T4 polinukleotid kinaz és [y-*P]JATP segitségével az Amersham
standard protokolja alapjan radioaktivan jeldltiik. A 12 6rdig a specidlis kazettdban torténd
Northern hidridizacié sordn ezt a jelolt probat hasznaltuk fel, és a kapott jeleket a Molecular
Dynamics 860 STORM Phosphorlmager késziilék segitségével detektaltuk. A riboszomalis
RNS ¢és a radioaktivan jelolt alkM RNS jelek intenzitasait ImageQuant 5.0 (Molecular

Dynamics, Sunnyvale, California, USA) szoftver segitségével kvantitaltuk.

3.5.4.2 Kisérlet az AR-46 jelt torzs alkM knock-out mutansanak eldallitasara

A teljes alkM gén szekvencidjanak ismeretében, a gén 5° és 3’ végére egy-egy EcoRI
ill. Pstl restrikcios helyet is tartalmazo AlkMUp és AlkMDw primerpart terveztiink (l. 5.
tablazat), amelyek segitségével a 3.5.1.2 pontban leirtak szerint genomi DNS-r6l az alkM gént
felamplifikaltuk. A terméket a tisztitdst kovetden EcoRl és Pstl restrikcios enzimekkel
hasitottuk €s ugyanigy vagott pUC19 vektor multiklonoz6 helyére ligaltuk. A konstrukciot E.
coli XL1-Blue elektrokompetens sejtekbe elektroporaltuk és az ampicillin, X-Gal és IPTG-
tartalmt lemezen feln6tt transzformasok koziil 10 fehér telepet izolaltunk (Maniatis et. al.,
1982). Miutan restrikcidos mintdzata alapjan valamennyit megfelelének talaltuk, az egyik
kivalasztott klont Kpnl enzimmel hasitottuk, melynek egyediili hasitohelye az alkM gén

kozepén volt. Az igy linearizalt vektorhoz p34S-Tc vektorbdl (Dennis és Zylstra, 1998)
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szintén Kpnl enzimmel kivéagott tetraciklin (Tc) kazettat ligdltunk, és E. coli DH5a-ba

transzformaltuk. Az elkészitett konstrukcio szerkezete a 11. abran lathato.

Pvul
i .EcoRI

_Kpnl

pUC19-alkM-Tc+

5277 bps

Pst1 ‘Kpn1

11. abra Az AR-46 alkM génjét és vele megegyez0 orinetdcioban beleépitett Tc kazettat

tartalmazo, az AR-46 torzs homolog rekombinaltatasara hasznalt pUC19-alapu vektor.

DSM 1 gazdag tapoldaton ndvesztett AR-46 torzsbdl elektrokompetens sejteket
készitettiink, majd a standard mddszer szerint 7% DMSO-ban (Maniatis et al., 1982), 10%
glicerinben (Sekizaki et al, 1998), vagy 300 mM szahardzban (Choi et al., 2006)
reszuszpendalt sejteket a szerzok altal leirt modon elektroporalassal (Elektro Cell Manipulator
600, BTX, 0.75-2.5 kV) transzformaltuk. Ennek soran a plazmid konstrukciot (pUC19-alkM-
Tc+/-), vagy annak kettds PstI-Pvul-emésztett tisztitott (alkM-Tc+/-), linearizalt fragment;jét

hasznéltuk a megfeleld koncentracidban.
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Emellett megprobaltuk az A. sp. ADPI1-ben tapasztalt természetes transzformacios
képesség kialakitasat (Nielsen et al, 1997) ¢és annak homoldg rekombinaciora valo
felhasznalasat AR-46-ban is.

A transzforméansok ndvesztését 6 pg/ml tetraciklint tartalmaz6 DSM 1 lemezeken

végeztiik 30, ill. 37 °C-on.
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4. EREDMENYEK

41 A KUTKEZELESI TECHNOLOGIA EREDMENYEI

4.1.1 Az iizemi kisérletek megalapozasa, elozmények

A Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kozalapitvany Bioremediacios Csoportja a MOL
NyRt.-vel létrejott szerzddések értelmében az elmualt 6t évben koolaj-termeld kutak
paraffinmentesitésére dolgozott ki eljarast. A kezelt kutakban a mikrobialis beavatkozast
megeldzden jelentds technologiai problémat okozott a termeldcsdvek belsd felszinére kivalo
paraffinos-aszfalténes-malténes kivalas, a kivalasztott kutak dontd tobbségénél a termelést
naponta né¢hany orara le kellett allitani, hogy a kivalds mechanikus eltavolitasat el lehessen
végezni. Szamos kut esetében erre olyan gyakran kellett volna sort keriteni, hogy a nyersolaj
kitermelése mar nem volt gazdasagos, ezért ezek a kutak a kezeléskor mar bizonyos ideje nem
1s mukodtek, le voltak zarva.

Elsé 1épésként tehat olyan baktériumok izolalasara volt sziikség, amelyek képesek
iizemi koriilmények kozott, egyediili szénforrasként a kivalasok anyaganak felhasznélasara.
Csoportunkban ezernél is tobb ilyen baktériumtorzs izoldlasara és alapvetd karakterizalasara
keriilt sor. Mivel a legtbb esetben az olajkutak termelvényének vizes fazisa 10'-10* sejt/ml
koncentracidban tartalmazott ilyen baktériumokat, a technologia soran alkalmazott mikrobakat
egyrészt innen, masrészt pedig olajkomponensekkel szennyezett talajokbol és talajvizekbol
izolaltuk ¢és fermentorban szaporitottuk. NeEhany ilyen olajkomponenseket bonto

baktériumtenyészet fotojat mutatjuk be a 12. abran.
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12. abra A Kiskunhalas 50-es kut paraffinkivalasan (A) ill. termelvényének tizszeres higitasan
(B), mint egyediili szénforrason és DSM 457 minimal taptalajon aerob koriilmények kozott 37

°C-on novekvo baktériumkolonidk fotoja.

A megfeleld baktériumok kivalasztdsanak fontos szempontja volt a kutakban uralkodo
kornyezeti tényezok hatdsa. Mivel a kivalasok a legtobb esetben a cséfalon néhany széaz
méteres mélységben rakddnak le, az ott mérheté hdmérsékletnek megfelelden csak 37-60 °C-
on novekvo kivalas-bonto torzsek alkalmazésa johetett szoba.

A masik fontos szempont a vizfazis oxigén-ellatottsdganak kérdése volt. Szakirodalmi
adatok alapjan ismert volt, hogy mélységi olajrezervoarokban akar 2000 m-es mélységben,
100 °C feletti réteghdmérsékleten is megtalalhatoak stricht aerob baktériumok a jelenlévd 0.6-
0.7 ppm oxigén hatasara (Kato et al., 2001). Ehhez azonban friss, oxigéndus viznek kell a

rétegbe bedramlania. Mint azt a Bevezetésben is emlitettiik, a magyar olajmezdket mar hossza



évek Ota vizbesajtolasos un. elarasztassal termeltetik, kb. 30%-kal fokozva ezzel a kitermelés
hatasfokat. Ennek hatdsat tapasztaltuk a Dorozsma-55 jelzésti kut 2800 méter mély
kuttalpjarol vett minta analizise soran is, amelynek vizes fazisdban 2 ppm oxigén jelenlétét
mutattuk ki. Tehat acrob baktériumok is alkalmazhatoak a kezelés soran, de csak akkor, ha a
vizdramlas ¢és oxigénutanpotlas folyamatos. Ilyen baktériumok megtalalhatéak voltak a
felszini termelvény- és rétegvizmintdkban is, amelyek a varakozdsnak megfeleléen az
oldhatésagi limitnek megfeleld 6.5-7 ppm oldott oxigént tartalmaztak. Mivel azonban a
kezelési technoldgia soran a kit hosszabb idejii lezarasa elkeriilhetetlen, a torzsscreen soran
foként a fakultativ anaerob baktériumok kivalasztasa és alkalmazasa mellett dontottiink.
Azonban ez szorosan Osszefligg a harmadik fontos paraméterrel, az 4svanyi anyag
ellatottsdggal is. Néhany kut termelvényének vizes fazisanak, illetve az algydi rétegviz-

fogylijtd anion-0sszetételét mutatja be a kovetkezo tablazat:

6. tablazat Néhany technoldgiai vizminta anion-0sszetétele.

Kt neve [CI] (/1) [PO, ] (2/1) [SO.7] (2/1)
Mezésas-11 9.9500 0 0.1800
Algy6-247 4.6100 0.0600 0.0300
Algy6-502 0.6680 0 0.0080
Algy6-679 0.0310 0 0.0009
Algyo6i fogyijto (rétegviz) 0.7890 0 0.0051
Dorozsma-55 (mélységi) 2.6509 0 0.0430

Lathat6, hogy a baktériumok szdmdra létfontossdgi szervetlen foszfor ¢és kénforrasok
limitaloak voltak, mig nitrat vagy nitrit egyaltalin nem fordult el6 a mintdkban. Emiatt a
bakterialis tevékenység eldsegitéséhez a kezelések soran kalium-foszfat és kalium-szulfat,
valamint az aerobok ¢és fakultativ anaerobok szamara is egyarant megfeleld nitrogénforras, az

ammonium-nitrat adalékanyag hasznalata mellett dontottiink.
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A fentiek alapjan a kutkezelésekhez 35 db., a Bacillus licheniformis, B. pumilus, B.
thiiringiensis €s a Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. cepacia, P. peseudomaltei
fajokba tartozo fakultativ anaerob torzset valasztottunk ki, amelyek kozott paraffin-, aszfaltén-
¢s malténbonto, ill. tenzidtermeld (13. abra), egymdsra inhibicidos hatassal nem 1évo

izolatumok voltak.

névekvo
baktériumkultira

tenziddel megbontott -
olajfilm

hidrofob olajfelszin

13. abra Kardoskuati olajjal fedett DSM 457 minimal taptalajon 37 °C-on ndvekvd Bacillus
licheniformis izolatum tenzidtermeld képességének bemutatasa. A termelt extracelluléris tenzid hatasat

a kékre festett viz 1-1 cseppjének alakjaval (szétteriilo: hidrofil, gdmb: hidrofob felszin) szemléltetjiik.

4.1.2 A paraffinmentesitési technologia vazlata

A kivalasztott torzseket 8 csoportban fermentorban szaporitottuk, majd a
konzorciumokat a szallitdas el6tt elegyitettilk, asvanyi adalékanyagokkal, fehérje ¢&s
poliszaharid biopolimerekkel és szintetikus tenziddel egészitettiik ki. Az igy elkészitett un.
csOmunkalati folyadékban a fehérje szerepe a kezdeti in situ szaporodas beinditasa (szerves C,

N-forras) a xantan poliszaharidé pedig ezen tal a strliség 1.15 g/ml-re torténd bedllitasa.
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Kisérleteink szerint ugyanis ilyen érték €és Osszetétel mellett a szuszpenzid a termeldesé fala
mentén lassan siillyed a kuttalpig, ezaltal kialakulhat a biofilm a kivalassal fedett cséfelszinen,
a xantan pedig még tovabb fokozza a kolonizacié hatasfokat. Egy kezelés soran 1 m® ilyen
folyadék besajtolasara keriil sor, amelynek sszcsiraszama kb. 10' sejt.

Az lizemi beavatkozas eldtt a kut lezarasra keriil, majd a csOmunkalati folyadék
besajtolasat kovetden altaldban 7-10 napig zarva is marad, majd 1-2 napra jra megnyitjak.
Ezt a ciklust még kétszer kell megismételni. A kidolgozott in. Huff’n’Puff paraffinmentesitési
eljaras technoldgiai sémdja a 14. abran lathato.

Minden egyes ciklus végén, majd a végleges megnyitds utan 1 honappal, majd fél
évvel késdbb a kutakbol termelvény, ill. paraffinkivalas-mintat (amennyiben volt) gylijtottiink,

amelyeket mikrobioldgiai és analitikai vizsgéalatok ala vetettiink.

Y4y

o

Termeldcs6

Paraffinkivalas

Kuttalp

Olajrezervoar

14. abra A Huff'n’Puff kutkezelési eljaras 1épései: (A) A kut lezarasa (B) A csémunkalati folyadék
besajtolasa, 7-10 nap inkubacié (C) A kit megnyitasa 1 napig, majd a ciklus kétszeri megismétlése.
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4.1.3 A technoldgia eredményeinek értékelése

Az elmult 6t évben a Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kozalapitvany Biotechnoldgiai
Intézetének Bioremedidcios Csoportja a MOL NyRt. részére 65 koolaj-termeld kut
biotechnologiai paraffinmentesitését végezte el. A kezelt kutak kialakitasa (horizontalis ill.
vertikalis), mélysége, talphdmérséklete, a termelt olaj mennyisége, viztartalma, géztartalma,
szarmazasi helye (kiilonb6zé mezok, foldtani rétegek) igen nagy heterogenitdst mutatott.
Ennek ellenére a bakteridlis kezelés a kutak két harmadaban egyértelmiien sikeres volt, a
paraffinkivalds ezekben a kutakban megszlint, vagy mennyisége jelentdésen lecsokkent.
Altalaban a két fot igénylé napi nehéz és veszélyes mechanikus csétisztitast csak 10-14
naponta kellett elvégezni, és a kis mennyiségii lerakddas miatt 1 ember munkaja is elég volt. A
kezelés kedvezd hatadsa minimum 3 honapig tartott, az atlagérték 6 honap volt, s ami emellett
még nagyon fontos, ebben az intervallumban a kitermelhetd olaj mennyisége is 30-100 %-kal
megndtt. Ennek egyik oka az lehetett, hogy a kezelés hatasara a kordbban emulzio jellegii
termelvények emulzidstabilitdsa a felszini technologidval (Hlatki et al., 2003a) megegyezd
modon a termeldcsében is megbomlott, ezaltal a viszkozitdsa lecsokkent, a termelés
jellemzéen kétfazisuva (olaj-viz) valt. A harmadik bakterialis kezelési ciklust kdvetden a
termelvény és a paraffinkivalas mililiterenkénti Osszcsiraszdma 0.5-4.5 nagyséagrenddel
megndtt (ill. az eldtte steril kutakban megjelent), és az alkalmazott baktériumok minden
esetben a kezelés utdn még minimum 1 honappal is visszaizolalhatoak voltak a termelvénybdl.

A termelési tapasztalatok magyardzatat és az eredmények értékelését néhany kezelt kut
péld4jan mutatjuk be. A legsikeresebb a Dorozsma-55 jelzésti kut volt, amelynek mar a
leallitasat fontolgattdk a MOL szakemberei az intenziv paraffinlerakodas miatt. A napi tisztitas

igen nehéz, a mechanikus kés beszakadasanak a veszélye igen nagy volt, a berendezés
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kimentése sok id6be és tobb millid forintba keriilt volna. A bakterialis kezelési ciklusok utan
mar 5 éve egyaltalan nincs sziikség mechanikus beavatkozasra, a kit kezeldszemélyzet nélkiil,
50%-o0s plussz olajkihozatallal termeltethetd, a termelvénybél atlagban 10° sejt/ml
koncentracidban visszaizolalhatdak az altalunk lejuttatott baktériumok. A kezelés hatdsara a
Dorozsma-55 termelvényének viszkozitasa lecsokkent, a mérhetd reoldgiai valtozasokat a 15.
abran mutatjuk be. A termelvény a kezelés eldtt nagy viszkozitdst tixotrép emulzid volt, ami a

kezelés hatasara higan folyo, szerkezetét elvesztd szinte newtoni folyadékka alakult.

—+— kezelés elétt —+—a harmadik kezelés utan
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15. abra A Dorozsma-55 jelzésii kut termelvényének reoldgiai valtozasa a bakterialis kezelés hatasara
rotacios viszkoziméterrel mérve. Az Y tengelyen a nyirofesziiltség, az X tengelyen a nyirési

sebességgradiens szerepel, B, a szamitott plasztikus viszkozités, a 1 pedig a mozgasi ellenallas értéke.

Kivalasminta a 3. ciklus utdn mar csak nyomnyi mennyiségben volt vehetd, ennek n-
alkén Osszetétele a 16. abran lathato valtozasokat mutatta. Az abran jol latszik, hogy a kivalas
mennyiségének csokkenésével annak Osszetétele is valtozott, a nCso-nél nagyobb
komponensek relativ mennyisége megnétt, mig a rovidebb lanctiaké lecsokkent. Ezzel
szemben a technoldgiai beavatkozas eredményeképpen a termelvény alkdn-Osszetétele sem itt,

sem a tobbi kit esetében nem mutatott szignifikans valtozadsokat (nem bemutatott adatok).
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16. abra A Dorozsma-55 jelzésti kat paraffinkivalasanak n-alkan Gsszetétel-valtozasa a bakterialis

kezelés hatasara GC-vel mérve. Kezelés el6tt: 2001.03.23, 3. ciklus végén: 2002.02.06, 5 honappal a
kezelés utan: 2002.07.04.

Egy masik, a mezdsasi mez6 14 jelzésti kutbol mar sikeriilt megfelelé mennyiségl

kivalasmintat venni, igy az alkan-0sszetétel valtozasa nemcsak analitikailag (17. abra),
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17. abra A Mez0dsas-14 jelzésii kut paraffinkivalasanak n-alkdn Osszetétel-valtozasa a bakterialis

kezelés hatasara GC-vel mérve. Kezelés el6tt: 2002.05.30, 3. ciklus végén: 2002.07.11.
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de makroszkopikusan is jol kovethetd volt (18. abra).

"l

2002.06.27 2002.07.10

"2002.07.11

18. abra A Mezdsas-14 jelzésh kuat paraffinkivalas konzisztencidjanak valtozasa a bakterialis kezelés
hatasara. Kezelés el6tt: 2002.05.30, 2. ciklus termeltetés eldtt: 2002.06.26., 2. ciklus végén:
2002.06.26. 3. ciklus termeltetés el6tt: 2002.07.10., 3. ciklus végén: 2002.07.11.

Az utdbbi abrak alapjan szembetlind, hogy bar a paraffinkivalas kiindulési Osszetétele a
dorozsmai €s a mezOsasi kutakban meglehetdsen eltérd volt, a kezelés hatasara lejatszodo
jelenségek hasonloak voltak. A nagyon hosszu lancu, szobahdmérsékleten szilard paraffinok
relativ mennyisége a mintdkban megnétt, ezek az alkanok ,,feldusultak™ a kivalasokban, ennek
hatdsara a sotét szinii, ragacsos, kenhetd paraffinkivalasok a technologiai 1épések soran
vilagos, rigid, lemezes szerkezetiivé valtak, ami lehetdvé tette, hogy a folyadékaram elsodorja
azt. A konzisztencia valtozdsanak egyértelmii magyarazata az Gsszetételben, ennek valtozasa
pedig a bakterialis tevékenységben keresendd. Ez utdbbi érdekessége, hogy mig a kezelést

megel6zéen a termelvény vizfazisaban 4x10°, az olajfazisban 10, a kivalasban pedig 3x10*
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sejt/ml koncentracioban olajbontasra nem képes, endemikus torzsek voltak jelen, addig az
alkalmazott technoldgia soran az altalunk lejuttatott baktériumok kiszoritottdk az endemikus
florat és a vizben 6x10°, az olajban 3x10°, a kivalasban pedig 7x10° sejt/ml koncentraciot
értek el az utolso ciklus végére.

A fentiekhez hasonld folyamatok jatszodtak le az algydi mezd legsikeresebben
paraffinmentesitett kutjaiban is, koztik az Algy6-991 jelzésiiben is, amelynek alkéan-

Osszetétele ismét az eddigiektdl eltérd, de az algydi mezdre altalaban jellemz0 volt (19. abra).
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normal szénhidrogének

19. abra Az Algy6-991 jelzésti kat paraffinkivalasanak n-alkdn Osszetétel-valtozdsa a bakterialis

kezelés hatasara GC-vel mérve. Kezelés el6tt: 2002.10.27, 3. ciklus végén: 2002.12.02.

Itt is az alkan-spektrum mar ismert, a nagyobb lanchosszi tartomany megmaradasanak
iranyaba torténd eltolodasat tapasztaltuk, ami azonban makroszkopikusan a magas aszfaltén-
tartalom miatt (fényes fekete kivalas, nem bemutatott abra) nem volt szembeo6tld. A kezelés
elétt steril kat termelvényébSl 107, kivalasabol pedig 2.6x10* sejt/ml koncentracioban

izolaltuk vissza a baktériumainkat a harmadik kezelés utan.
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A termelvény viszkozitasa mar a legelsd kezelés hatdsara erésen csokkent (20. abra), aminek
magyarazatat a baktériumkonzorciumok termelvényre gyakorolt emulzidbont6 hatasa adta (21.

abra).

120 - —eo— kezelés elbtt —m— elsd kezelés utan
2 100 1 By =2.59 mPas
~ Tg: = 63.05 mPa
E s8] °
S
on
‘i;,’ 60 -
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§ 40 5. = 20.45 mPa
£
2 20
O T T T 1
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Nyirasisebességgradiens D (1/s)

20. abra Az Algy6-991 jeli kut termelvényének reoldgiai valtozasa a bakterialis kezelés hatasara

rotacios viszkoziméterrel mérve.

Kontroll

21. abra Bakterialis emulzidbontas. Az Algy6-991 jelzési kat 30 ml kezeletlen termelvényének és 1-1
ml, DSM 1 tapoldatban felnevelt baktériumkonzorcium-csoport sejtjeinek (8 csoport és a mix)

keveréke laboratoriumi koriilmények kozott 100 rpm-mel 168 6raig 37 °C-on razatva.

75



Az utdbbi abran jol lathato, hogy a sejtmentes kontrollban az emulzids termelvény nem
bomlott meg, azonban egyes baktériumkonzorciumok (pl. 2., 5.) illetve a 8 csoport
keverékének (Mix) hatasara a termelvény viztartalmanak (31.5%) gyakorlatilag 100%-a elvalt
az olajfazistol. Ennek a jelenségnek lehettiink tanti a kutkezelés sordn is, a szétvalo
termelvény-emulzid kétfazisu dramlast eredményezett, a viszkozitds, mar az elsdé kezelés utan
drasztikus csokkenést mutatott.

A kezeletlen termelvény mikroszkopos felvételén (22. 4abra) jol lathatoak az

olajfazisban emulgealt vizcseppek és a paraffin-aszfaltén-maltén-tartalmu kivalasok.

22. abra Az Algy6-991 jelzésii kut kezeletlen termelvényének mikroszkopos képe. O: olajfazis, V:

emulgealt vizcsepp, K: szilard kivalas

A Dbaktériumok az emulgedlt vizcseppek belsejében szaporodnak, és aktiv mozgasukkal
egyesitik 0ket (23A-B abra). Végiil kiilonallo fazisként kivalik a viz, az olajban csak néhany
emulgealt csepp marad, a kivalasok nagy része pedig a bakteridlis metabolizmus

eredményeképpen eltlinik (24. abra).
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23. abra Az Algy6-991 jelzésti kut bakteridlisan kezelt termelvényének v/o emulzidjanak

mikroszkopos képe (A) a belsejiikben aktivan mozgo, szaporodd mikrobakkal (B).

24, abra Az Algy6-991 jelzést kut kezelt termelvény olajfazisanak mikroszkopos képe. O: olajfazis,

V: emulgealt vizesepp, K: szilard kivalas

A paraffinmentesitési technologia alkalmazasaval kezelt kutak termelvényeinek
viszkozitascsokkenése altalanos jelenségnek bizonyult, amit a laboratoriumi batch elrendezésti

emulzidobontasi tesztek is megerdsitettek. Igaz volt ez a kutak azon kb. egy harmadara is, ahol
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a csOfalon lerakodd kivaldsok alkan-Osszetételében gazkromatografidssan nem volt mérhetd
valtozas. A paraffinkivalas bakterialis inhibicios hatdsanak idébeli csokkenésével jol korrelalt
a termelvényekbdl ¢és kivalasokbdl visszaizolalhatdo baktériumok koncentracidjanak
csokkenése (nem bemutatott adatok), ami minden bizonnyal a lejuttatott tapanyagok és
asvanyi anyagok elfogyasaval magyarazhatd. Azokban a kutakban, ahol 6 hoénapnal hosszabb
gatlast sikeriilt elérni, a kiilsdleg bejuttatott nitrat elektronakceptor fogyasaval a fakultativ
anaerob helyett az aerob biodegradacios folyamatok keriilhettek el6térbe. Az alkalmazott
Pseudomonas és Bacillus torzsekrdl kdztudott, hogy a rovidebb alkdnlancok (nCg-tol nCyo-ig)
metabolizalasara képesek €s az igen hosszu alkdnokéra egyaltalan nem, ami a lejuttatott
torzsek szamara biodegradalhatatlan komponensek feldustlasaval jar egyiitt, mint azt a GC
mérések eredményeképpen lathattuk.

Ezért a paraffinmentesitési technoldgiank tovabbfejlesztésére olyan baktériumok
izolalasat tiztiik ki célul, amelyek képesek a nagyon hossza lancu alkanok (>nC,) aerob
lebontasara a kivalasok homérsékletén (>30 °C) is. Ilyen baktériumok alkalmazasa talaj- és
talajviz-bioremediacidos eljarasokban is nagy fontossaggal birhat, hiszen ezek a
mineralizdland6 szubsztratkomponensek pl. a nyersolaj-szennyezésekben is igen nagy

mennyiségben fordulnak eld.
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4.2 AZ AR-46 JELU TORZS IZOLALASA ES IDENTIFIKALASA

4.2.1 Izolalas screenvizsgalatokkal

Az algy6i mezd kezeletlen kutjaibol szarmazd rétegviz-mintdk baktériumflorajat
egyediili szénforrasként 1 g/l DWS5052 jell tisztitott szdzhalombattai paraffint (nCy-nCsg)
tartalmaz6 minimal tapoldaton dusitottuk. Tobbszori atoltast kdvetden a legmagasabb optikai

denzitast mutatd tenyészetet gazdag tapoldatra szélesztettik. Az AR-46 jellel ellatott

crer

FID jel (mV) FID jel (mV)
108 _ 10° -+
A ] B
l’lC25
nCsg
: nCys
] ’ " ( A nCsg
g— L_M\AJ\J{\J A o— i A JII b .
a 2 4 3] B 10 4] 2 4 3] B 10
Retencios id6 (perc) Retencios id6 (perc)

25. abra Az AR-46 jelii torzs paraffinbont6 aktivitdsanak mérése GC-vel. Az 1 g/l paraffinnal
kiegészitett sejtmentes kontrollt (A) és az AR-46 sejteket 5x10° sejt/ml kiindulasi koncentracioban is

tartalmazo (B) nem razatott tenyészeteket 168 6raig 37 °C-on inkubaltuk az analizis elott.

A torzs DSM 1 tédptalajon narancsfehér szinii, fényes, koncentrikus kolonidkat alkotott, mig
mikroszkopikusan a sejtek rovid palcak voltak, amelyek a novekedés exponencidlis fazisaban

coccoid format mutattak (26A,B abra).
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26. abra Az AR-46 jell torzs kolonidinak fotdja (A) és az exponencialis novekedési fazisban levd

sejtek fénymikroszkopos képe (B).

4.2.2 16S rDNS alapu identifikalas

Az AR-46 jeli torzs 16S rDNS génjét kolonia PCR-ral amplifikaltuk, és az EubA,
EubB és EubC primerekkel kézvetleniil megszekvenaltattuk. A kapott 1413 bp hossza 16S
rDNS fragment szekvencidja (GenBank: AY586400) a legnagyobb homologiat az ammonia-
ox1idalod Acinetobacter sp. YY-5 (99.86%-0s egyezés, AY639376) és az A. haemolyticus DMS
6962" tipustdrzs (99.51%-o0s egyezés, X81662) szekvenciajaval mutatta. Az adatbazisokbol
elérhetd Acinetobacter 16S rDNS szekvencidk dsszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az AR-46
jelli torzs evolucidsan tavol helyezkedik el az ismert szénhidrogén-bonto fajoktol, és inkabb az

A. haemolyticus DMS 6962 klinikai tipustorzssel mutat kozeli rokonsagot (27. abra).
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A. Iwoffii DSM 2403"
fﬁ(xsmes)

A. radioresistens DSM 6976
(X81666)

A. junii DSM 6964
(X81664)

A. baumannii DSM 30007"
4‘ (X81660)
A. calcoaceticus EB104

(AJ009589)

A. sp. ADP1
(AY289925)

— A. venetianus RAG-1
(AF542963)

—— A. venetianus VE-C3
(X80285)

A. calcoaceticus DSM 30006 "
(X81661)
A. calcoaceticus 69-V
(AJ009588)
A. sp. 2769A

(AJ009590)

A. johnsonii DSM 6963"
(X81663)

A. haemolyticus DSM 6962"
{ (X81662)
A. haemolyticus AR-46 NCAIM B02172

_0.01 (AY586400)

27. abra Az AR-46 jelu izolatum 16S rDNS szekvencidjan alapuld taxondmiai elhelyezkedése a
filogenetikai torzsfan. A zarojeles GenBank kodszamokkal jeldlt, Osszehasonlitott szekvenciak
egyrészt a tipustorzsekbdl (DSM katalogus szammal és ' szimbélummal), mésrészt a relevans

olajbonto izolatumokbol szarmaznak. A skala 100 nukleotidonkénti 1 nukleotid eltérést reprezental.

4.2.3 A torzs biokémiai identifikalasa

Annak a bizonyitasara, hogy az AR-46 jelii Gram-negativ izolatum tényleg az A.
haemolyticus fajba tartozik, tovabbi biokémiai azonositast végeztiink el. A torzs valdoban béta-
hemolizal6 volt, ezért az ilyen torzsekre alkalmazhat6é determinativ fenotipikus tulajdonsagok

(7. tablazat) alapjan is elvégeztiik a besorolast.
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7. tablazat A béta-hemolizald Acinetobacter fajok determinativ fenotipikus tulajdonsagai.

Species Novekedés Novekedés Novekedés Savtermelés Novekedés B-xilozidaz
laktaton malonaton  p-hidroxi-  gliik6zbol 41 °C-on termelés
benzoiton  (OF teszt)

ATCC 17905 ° + D’ + D" - D’
ATCC 17979 * - - - + } 4

A. venetianus RAG-1° - + - - - -

A. haemolyticus RUH 55° - - + + + D"

A. haemolyticus AR-46 - - + + + +

* Vizsgalt kiilonb6zd biokémiai karakterli hemolizalo torzsvonalak Vaneechoutte (1999) szerint
kategorizalva.

® Kiilonboz6 reakcidk a kiilonboz6 taxonokban (D-different).

A tablazatbol egyértelmiien kitiinik, hogy az 4. haemolyticus fajokhoz hasonléan az AR-46 is
novekszik p-hidroxi-benzoaton, DSM 1 tipoldatban 41 °C-on, gliikozbol savat termel,
rendelkezik B-xiloziddz enzimmel is és nem nd laktiton és malonaton. A tobbi hemolizald
torzsvonal tagjai legalabb két fenotipikus tulajdonsagban eltérnek az A. haemolyticus fajoktol.

A determinativ tulajdonsagok mellett a torzs képes volt egyediili szénforrasként
szahardzt, acetatot, citratot, kaproatot, maldtot, propiondtot, alanint, hisztidint és etanolt
felhasznalni, mig ndvekedést nem tapasztaltunk arabindz, fukoz, laktdéz, maltdéz, mannitol,

melibidéz, mio-inozitol, ramnodz, ribdz, és szerin szénforrasokon.

A 16S rDNS-alapu és a biokémiai identifikdlas eredményeképpen az AR-46 jeli
izolatumot egyértelmiien az A. haemolyticus fajba tartozonak taldltuk, és a magyar
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében az NCAIM B02172
szam alatt helyeztiik el. A torzs széleskorli vizsgalatainak a dolgozat tovabbi részében

ismertetett eredményeit cikk formaban publikaltuk (Bihari ef al., 2007).
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43 AZ AR-46 JELU TORZS ALKANBONTASI MECHANIZMUSA

4.3.1 A szénhidrogénbonto képesség vizsgalata

Az AR-46 jeli torzs folyékony nyersolaj szénforrdson a szilard paraffinnal gyorsabb

novekedésre (28A,B abra) ¢s hatékonyabb szubsztrat biodegradaciora volt képes (29A,B abra).

28. abra Az AR-46 jelli izolatum novekedése 0.1% Demjén-7 jeli olajjal kiegészitett 50 ml HNPS

tapoldaton 72 6ra alatt 37 °C-on (B) a sejtmentes kontrollhoz képest (A) .

FID jel (mV) A FID j?l (mV) B
4,004 ISTD oot ] ISTD
3.0ed] nCis 3 Oed]
nCss
2.0e41 2.0ed
e LMUJJJWLOM_ MMU‘_JLJ__A
L] | M
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Retencids id6 (perc) Retenciods id6 (perc)

29. abra Az el6z6 abran bemutatott AR-46 tenyészetének GC kromatogrammjai. ISTD: bels6

standard.
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A paraffin és nyersolaj mineralizaci6 analitikai eredményeinek kiértékelése alapjan az
(1. 25. és 29. abra), azonban a poliaromas szénhidrogének lebontdsara nem. Ez utdbbi
vegyliletek, mint fekete ,,szalacskak™ jol latszanak a 28B abran, illetve kisebb moltomegt,
illékonyabb komponenseinek GC csucsai megfigyelhetek a 29B abran is.

Szénforrasként egyedi szénhidrogén-komponenseket alkalmazva az AR-46 jelli torzs
valoban nem hasznositotta a tesztelt hidrofob aromas vegyiileteket, a toluolt, xilolt, naftalint
vagy a benz[a]antracént. A sejtek novekedését az elért sejtszam fliggvényében egyedi n-alkan

szubsztratokon a 8. tablazatban mutatjuk be.

8. tablazat Az A. haemolyticus AR-46 szubsztratspecifitasa kiilonb6z6 n-alkanokon.

Szénforras a }’l-C6 I’l-C10 I’l-C“ I’l-C12 I’l-Cm I’l-Czo I’l-C30 I’l-C40
Osszcsiraszam 0° 0° 0° 1.1+£09 100+0.9 523+0.7 3.1+0.1 0°¢
(%) "

" A sejtek 1g/1, kiilonb6z6 n-alkdnnal kiegészitett HNPS tapoldatban, nem razatott koriilmények kozott
48 6raig novekedtek 37 °C-on. A kiindulasi sejtszam 5x10° sejt/ml volt.

® A kozolt értékek az adott szubsztraton mért Osszcsiraszamok, a n-C,¢ szénforrason elért maximalis
sejtszam (kb. 7.7x10% sejt/ml - 100%) szézalékaban kifejezve.

¢ Az 5x10° sejt/ml-nél kisebb Osszcsiraszdmokat 0%-nak tekintettiik (ndvekedést nem tapasztaltunk).

Az adatok megerdsitették azt a megfigyelést, hogy a folyékony alkdnok a preferalt
szubsztratok a szilardakkal szemben, a legintenzivebb ndvekedést n-hexadekanon talaltuk.
Erdekes jelenség viszont az, hogy mig a nyersolajban a tobbi alkdnkomponenssel egyiitt jelen
1évé n-dekant ¢és n-undekant a torzs felhasznalta, addig egyedi szénforrdsként nem
mineralizdloédtak, a n-dodekan volt a legkisebb lanchosszii szubsztrat, amely mellett

sejtszaporodas volt kimutathato.
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A preferdlt n-hexadekan szubsztrat jelenlétében meghataroztuk az alkdnbontas

hoémérsékletoptimumat is, amely 37 °C-nak adodott (9. tablazat).

9. tablazat Az A. haemolyticus AR-46 n-hexadekan bontasanak hémérsékletfiiggése.

Homerséklet 25 28 31 34 37 40
Y)
82;21,“‘”“3’“ 316425 351411 694423  789+1.8  100.0+09  141+1.9

* A sejtek 1g/l n-hexadekannal kiegészitett HNPS tapoldatban, nem razatott koriilmények kozott 48
6raig novekedtek. A kiindulasi sejtszam 5x10° sejt/ml volt.
® A kozolt értékek az adott hémérsékleten mért sszcsiraszamok, a 37 °C-on elért maximimalis

sejtszam (kb. 7.7x10% sejt/ml - 100%) szézalékaban kifejezve.

Mivel az ismert n-alkanbontd A. spp.-t rutinszertien 30 °C-on nevelik, és alkanbonto
képességiik homérsékletfiiggésérdl egyaltalan nincs adat a szakirodalomban, ezt néhany
rendelkezésiinkre bocsatott torzs esetében a fenti modszerekkel elvégeztiik (10. tablazat).

srer

10. tablazat  Relevans Acinetobacter torzsek n-hexadekan biodegradacidjanak hémérsékletfiiggése.

Hoémérséklet (°C)* 30 37
Osszcsiraszam (%) ° Osszcsiraszam (%) °

A. sp. ADP-1 222+1.6 7.8+0.1
A. sp. 2769A 9.6+0.5 34+04
A. calcoaceticus NCIB 8250 109+0.1 4.8+0.1
A. calcoaceticus 69-V 26.7+0.1 17.1+£0.5
A. calcoaceticus EB104 9.7+0.9 199+ 0.6
A. haemolyticus AR-46 554+1.6 82.1+0.1
A. venetianus 6A2 87.0+24 100 +£2.6

* A sejtek 1g/l n-hexadekannal kiegészitett HNPS tapoldatban, nem razatott koriilmények kozott 48
oraig novekedtek. A kiindulési sejtszam 5x10° sejt/ml volt.
b A kozolt értékek az adott hémérsékleten mért dsszesiraszamok, az A. venetianus 6A2 altal 37 °C-on

elért maximalis sejtszam (kb. 9.4x10°® sejt/ml - 100%) szazalékéban kifejezve.
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Az eredmények tanusiga szerint a 30 °C-kal szemben a 37 °C-on torténd alkdnbontas
preferencidja nem csak az AR-46-ra jellemz6 egyedi jelenség az Acinetobacter-ek kozott, az
A. venetianus 6A2 ¢és az A. calcoaceticus EB104 is jobban nodvekszik a magasabb
homérsékleten. Azonban mig az AR-46 és a 6A2 nagyon intenziv ndvekedést mutat a 48 Oras
inkubacits 1d0 alatt, addig az EB104 az el6z6 két térzsnél kapott sejtszamoknak csupéan 24.3 +
0.7, illetve 19.9 £ 0.6%-at éri el. Az alacsonyabb, 30 °C-os hdmérséklet kedvezdbb volt az A.
sp. ADP-1, 4. sp. 2769A, A. calcoaceticus NCIB 8250 ¢s az A. calcoaceticus 69-V szamara,
még a 37 °C-on ndvesztett AR-46-¢hoz viszonyitott relativ sejtszamaik is 27.0 £ 1.9, 11.7 +
0.6, 133 + 0.1 és 32.8 + 0.1% voltak. S6t mi tobb, még ezen torzsek értékeinek
legmagasabbika is kevesebb, mint fele volt a 30 °C-on ndvesztett AR-46 sejtszamanak.

Az optimalis szénforrason és homérsékleten tenyésztett 4. haemolyticus AR-46 jelii

torzstlink szubsztratfelvételi és novekedési kinetikdja az alabbi lefutast mutatta (30. abra):

1,2 1 T 1,6
] + 14
‘g
= + 1,2
5]
R S
= o TO08 2
g~ S
% + 0,6
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30. abra Az AR-46 jeli torzs szubsztratfelvételi (A) és novekedési (e)kinetikaja 1g/1 n-hexadekan
szubsztrattal kiegészitett HNPS tapoldatban 37 °C-on, nem razatott koriilmények kozott GC-vel ill.

fotometriasan kovetve. Kiindulési sejtszam: 2x10° sejt/ml.
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A baktériumok all6 tenyészetei 50 ml HNPS tapoldatban a kiindulasi 2x10°-r61 kb. 60 éra alatt
néttek fel 9x10° sejt/ml-es sejtszamra (ODgoo=1.5) és bontottak el teljesen az 1 g/l n-
hexadekan szubsztratot. A tapasztalatok szerint a rdzatds még gyorsabb biodegradacios
sebességet eredményezett az izoldtum alkdnlebontdsa sordn, azonban a kinetikat mégis allo
tenyészetekkel végeztiik el. Ennek egyik oka az volt, hogy a razatéas (kevertetés) soran a sejtek
kitapadtak az alkancseppecskékre, ezek az asszociatumok pedig az Erlenmeyer lombik falara,
és a tapoldattal valo érintkezése nem minden esetben valdsulhatott meg, ami elfogadhatatlanul
nagy szoOrast eredményezett a tenyészetek n-hexadekan-koncentraciojanak GC-s
meghatarozasakor. A masik f0 ok pedig az ipari alkalmazashoz kapcsolddik. Mint mar
emlitettiik, a Dorozsma-55 jelzésti kit mélységi mintdjanak oldott oxigéntartalma 2 ppm-nek
adodott, és ez az érték belill esett azon a tartomanyon, amit a kinetika soran a tapoldatokban
mértiink (2-4 ppm). A torzs bioremediacidos vagy kutkezelési alkalmazasa sordn a matrix
oldott oxigén-tartalma sem lesz ennél magasabb, az igy meghatarozott kinetikai paraméterek a
mikroaerofil technoldgiai viszonyokhoz jobban igazodnak, mint a maximalis biodegradacios
sebesség mesterséges értéke.

A kinetika soran mért (id6-t, biomassza szdraztomeg-Xy, szubsztratkoncentracio-S) €s
ezekbdl szamitott adatok (biomassza novekedési sebesség-Rx=dX/dt, szubsztrat fogyasi
sebesség-Rs=dS/dt, novekedési sebesség-u= Rx/Xy) felhasznalasdval a Monod-egyenletek
Lineweaver-Burke atrendezéseit (1/u=Ks/pUmax™1/S + 1/pmax 1ll. R/Xy=1/Y xs*Rx/Xy + ms)
grafikusan 4brazoltuk, és a pontjainkra illesztett egyenesek (R’=0.9761 ill. 0.9748)
fliggvényeibdl megkaptuk a két legfontosabb biodegradacids kinetikai paramétert. Az adott
koriilmények kozott a sejtek maximalis specifikus ndvekedési sebessége ezek alapjan (Umax)

0.253 h'-nek, mig a yield faktor (Y’x;s) 0.576 kg sejt (kg n-hexadekan)'-nek adodott.
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4.3.2 Az A. haemolyticus AR-46 n-alkan felvételi mechanizmusa

A torzs nagy biodegradacios sebessége sziikségszerlien hatékony szubsztratfelvételi
mechanizmussal parosul. Méréseink alapjan a n-hexadekdnon novesztett tenyészetek
feliiliszoiban a novekedés egyik fazisaban sem csokken a feliileti fesziiltség, az oldat
emulzifikacios aktivitast nem mutat, és szignifikans mennyiségben nem tartalmaz fehérjét és
szénhidratot. A GC-s megoszlasi analizis elvégzése soran a levett feliiliszo-mintak egyike sem
volt képes a feleslegben adott alkan szolubilizaciojat a vizben vald oldhatésaganak hatéara folé
vinni, azaz kijelenthetjiik, hogy az AR-46 sejtek nem termelnek biotenzideket, bioemulzifikalod
anyagokat és extracellularis membranvezikuldkat sem szekretdlnak. Kovetkezésképp a
szubsztratfelvétel a sejteknek az alkanhoz val¢6 direkt kitapadasan keresztiil valosulhat meg.

Ez a jelenség mar az allo tenyészetek korai exponencialis szakaszdban is jol lathato, a
sejtek korbeveszik a nagy n-hexadekancseppeket (31A abra), amelyek a midlog fazisra apro,

sejt-kortexszel boritott, €s ilyen modon lathatova valo cseppecskékre esnek szét (31B abra).

A

31. abra Az AR-46 jelu torzs sejtjeinek kitapadasa n-hexadekdn (HD) cseppek (A) és egy cseppecske
(B) felszinére fénymikroszkopos felvételen.
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Ez a kolcsonhatds annyira erds, hogy a baktériumok még intenziv centrifugalas (16 000g, 10
perc) hatdsara sem valnak el az alkdncseppekrol, és a tapoldat felszinén uszo szubsztrathoz
asszocialodva figyelhetdek meg. A TEM felvételek alapjan elmondhato, hogy a n-hexadekéanra
kitapadt sejteknek vékony csilldi nincsenek, csak vastag (11-14 nm) és hossza (700-1400 nm)
csillok figyelhetéek meg naluk (32A,B abra). A nem kitapadt, szabad sejteknek (32C abra),

valamint a DSM 1 gazdag tapoldaton nevelt sejteknek (32D abra) szintén csak vastag, 11-14

nm atmérdjii csilloik vannak, de ezek szignifikdnsan rovidebbek (370-440 nm).

32. abra Az AR-46 jeli torzs n-hexadekanra kitapadt sejt-asszociatumainak (A) és egyedi sejtjeinek
(B), valamint az alkdnra nem kitapadt, szabad sejtjeinek (C), illetve kontroll DSM 1 tapoldaton
felnovesztett sejtjeinek (D) TEM képe.
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Ezek a morfologiai kiilonbségek jo korrelacidot mutattak a MATH tesztek soran mért
sejtfelszini hidrofobicitas értékekkel. Tekintve, hogy a teszt soran a sejteknek éppen a n-
hexadekanra vald kitapadasi képességét vizsgaljuk, az AR-46 torzs n-hexadekdn bontasa
kozben a szubsztrat felszinére kitapadt, és oda erdsen kotddo sejtek hidrofobicitasat 100%-nak
tekinthetjik. Ezzel szemben a nem kitapadt, szabad sejtek az alkanon torténd ndvesztés
minden tesztelt fazisdban hidrofil sajatossagokat mutattak. A mért log(Ay/Ap x 100) értékek a
novekedési gorbe minden mért pontjaban még egy perces vortexelési ido mellett is 1.95-nél
nagyobbnak mutatkoztak (v.0. 6. abra). Ez azt jelenti, hogy a szabad sejtek kevesebb, mint
10%-a volt képes kotdédni a m-hexadekdnhoz. Ezzel megegyezd konstans hidrofilicitast
tapasztaltunk az AR-46 DSM 1 tapoldaton, illetve egyediili gliikkoz vagy 4-hidroxi-benzoéat

szénforrason nevelt sejtjeinél is.

4.3.3 Az A. haemolyticus AR-46 n-hexadekan katabolizmusa

4.3.3.1 Oxigenazok enzimaktivitdsdnak vizsgalata

A katabolikus ut Iépéseinek meghatarozasahoz a hatékony alkanfelvételt kovetd
oxidacios reakciokat katalizald enzimek kimutatdsat ill. aktivitasuk mérését az ultrahanggal
feltart sejtek fehérjeextraktumaibol tobbféle modszerrel is elvégeztiik. Mivel a n-hexadekan
vizben igen rosszul oldodik, elsé 1épésben vizoldhatd, homogén, egyfazisu szubsztratot kellett
eldallitani, hogy a fogyast megfeleléen tudjuk detektalni GC-vel. Ezt Triton X-100 szintetikus
detergens, Pseudomonas aeruginosa B110 jelii torzsiink ramnolipid biotenzidének, illetve E/1

jelt torzsiink szekretalt emulzifikalé anyaganak felhasznalasaval végeztiik el (33A,B abra).
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Az ily moddon eldallitott szubsztrat és az AR-46 n-hexadekanon midlog ill. korai
stacioner fazisig ndvesztett sejtjeibol szarmazo fehérjeextraktumok enzimreakcidi soran a
Finnerty-lebomlasi utra jellemzd alkan dioxigendzok aktivitdsa nem volt mérhetd. A

szubsztratfogyast a hozzaadott vas(II) ionok és koenzimek sem segitették eld (33C abra).

FID jel FID jel FID jel
(mV A (mV B _ (mV C i
106t ISTD Lot HD ISTD} |, HD ISTD
1.led L.led 11ed
1.0e4 1.0e4 1.0e4
9000 9000 9000
8000 8000 8000
7000 7000 7000
6000 6000 6000
5000 5000 5000
4000 HDI/_JL 4000 Lt_"/ft 4000 L L
3000 +—— ] 3000 —— | 3000 ] —
2000 2000 2000
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Retencios id§ (perc) Retencios idd (perc) Retencios id§ (perc)

33. abra Az AR-46 jeli torzs alkan oxigendz enzimeinek GC-s aktivitismérése. A nyers
fehérjeextraktumot, vas(I)-ionokat és koenzimeket tartalmazd reakcidelegy n-hexadekan
koncentracigja 0 (B) és 60 perces (C) inkubécié utan az E/1 jelii torzs emulzifikdlé anyaganak

jelenlétében (7.5 pmol/ml) (B-C), illetve anélkiil (0.4 pmol/ml) (A).

A feherjextraktumok CO-differencial spektrumaban sem jelentek meg a citokrom

P450-re vagy akar a P420-ra jellemzd csucsok (450 és 420 nm).

4.3.3.2 Lebontasi intermedierek kimutatasa

Az alkén dioxigenaz ¢és citokrom P450 enzimek aktivitasanak hidnya azt jelzi, hogy az
oxidaciés folyamatokat membrankotott, integralis alkan hidroxildzok végzik, melyek
aktivitdsa az Acinetobacter-ekben igy nem mérhetd. Az ilyen, un. monotermindlis oxidacio

legfontosabb intermediereit GC-MS segitségével valoban sikeriilt azonositani (34. abra).
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34. abra Az 1 g/l n-hexadekant tartalmazd HNPS tapoldaton korai stacioner fazisig novesztett AR-46
sejtek extrahalt intermediereinek GC-MS total ion kromatogrammja (A), valamint az 1-

hexadekanolként, palmitinsavként ill. vax észterként azonositott csucsok tomegspektruma (B-D).
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HNPS vagy LNPS tapoldaton és n-hexadekanon ndvesztett, logaritmikus vagy stacioner
fazisban 1évéd AR-46 sejtekbdl egyarant 1-hexadekanol (n-hexadekan-1-ol) és palmitinsav (n-
hexadekéansav) volt kimutathato. Asvanyi anyaggal feleslegben ellatott (HNPS) és azt limitald
(LNPS) tapoldatban szaporodo korai stacioner fazisban 1évo sejtekben egyarant n-hexadecil-n-
a tartalék tapanyag felépitése az Acinetobacter sejtekben az eddigi adatok alapjan csak asvanyi

anyag-limitalt tdpoldatban kovetkezik be.

Annak bizonyitdsara, hogy a monotermindlis oxidacid elsd, legfontosabb Iépését
valoban alkM gén éltal kodolt, prosztetikus csoportként nem vasat tartalmazé membrankotott
integralis alkan hidroxiladz végzi az A. haemolyticus AR-46 jelli torzsben, a gén PCR-alapu

azonositasat végeztiik el elsdként.
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44 AZ AR-46 JELU TORZS ALKANBONTO KEPESSEGENEK

GENETIKAI HATTERE

4.4.1 Az alkM gén azonositasa

A kiilonboz6 ismert AlkB és AlkM fehérjék szekvencidjanak vizsgalata evolucidsan
konzervalt régiok meglétét mutatta. Az ezekre tervezett degeneralt primereket (AlkDegFw és
AlkDegRev, 1. 5. tablazat) PCR reakciohoz hasznaltuk. Bar az alkB gének a Pseudomonas
fajokban plazmidon kodoltak, az AR-46 tovabbi vizsgalatdhoz genomi DNS-t hasznaltunk,
mivel nem sikeriilt plazmid jelenlétét igazolni az izolatumban (nem bemutatott adatok). Az
emlitett primerek és genomi DNS templat alkalmazéasdval PCR reakcioban egy 720 bp-os
fragmentet amplifikaltunk. A termék szekvencidjanak meghatarozésa soran, az valoban egy
alkM gén fragmentjének bizonyult. Ez a szekvencia kiindulopontként szolgalt egy olyan
inverz PCR reakcidhoz, amelynek soran a teljes alkM ¢és a vele szomszédos gének
szekvencigjat s megkaptuk. A belsé AlkInvlFw és AlkInvlRev (l. 5. tablazat) primerpar €s
EcoRI-emésztett majd magara ligalt AR-46 genomi DNS templat segitségével az inverz PCR
reakcid egy 5136 bp-os fragmentet eredményezett. A kiilonbdzé inverz oligonukleotid
primerek (I. 5. tablazat) felhaszndldsaval a fragment teljes hosszat atszekvenaltuk. A
szekvenciadatok ismeretében a teljes, 5445 bp hossz, EcoRI-végi DNS szakasz
Osszeallithatova valt, amely 5 teljes és 2 parcialis ORF-et tartalmazott.

Az AR-46 jeli torzs ORF6-ja egy alkM gén. A kodolt fehérje aminosav- ¢és
hidrofobicitds-analizise (HMMTOP szoftverrel) a membrankotott, integralis alkan

hidroxildzok tipikus 8-hisztidin motivumanak (HELSH, HPYGHH, HSDHH) ¢és 5

94



transzmembran hélixnek (nem bemutatott adat) a meglétét mutatta. A 412 aminosav
hosszusagti AR-46 AIkM protein szekvencidja a legnagyobb hasonldsagot az A. venetianus
6A2 alkMa génje altal kodolt parcidlis alkan hidroxildz A szekvenciaval (96%), az A.
venetianus VE-C3 parcialis AIkM szekvenciaval (94%), illetve az A. sp. M-1 teljes AIKMA
szekvencigjaval (93% identikus) mutatta. Az Acinetobacter spp. AlkM fehérjei alapjan

felallitott filogenetikai fat a 35. abran mutatjuk be.

— A. haemolyticus AR-46 NCAIM B02172
(AY586401)

— 4. sp. M-1 AlkMa
(AB049410)

A. sp. ADP1
(CR543861)

1 —— A. calcoaceticus NCIB 8250
(AJ009584)

—— A. venetianus 6A2 AlkMb
(DQO09005)

A. sp. M-1 AlkMb
T (AB049411)
A

. calcoaceticus 69-V
(AJ009582)
A. sp. 2769A
{ (AJ009585)
A. calcoaceticus EB104
(AJ233398)

(DQO09004)

A. venetianus VE-C3
(DQ241788)

0.1

“‘A‘ venetianus 6A2 AlkMa

35. abra Az AR-46 jeli izolatum AlkM szekvencigjan alapul6d filogenetikai elhelyezkedése az
Acinetobacter genusban. Az Osszehasonlitott szekvencidk GenBank kodszama zardjelben lathatd. A

skala 100 aminosavankénti 10 eltérést reprezental.
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4.4.2 Az alkM gén paralégjainak keresése az AR-46 jelii torzsben

Az altalunk tervezett degeneralt primerek mellett az AR-46 alkM génjét a szintén
degeneralt TS2S és deglRE primerekkel is felamplifikédltuk PCR reakcioban. Ezek Gram-
teszik lehetove, és az AR-46 esetében is eredményeztek egy 550 bp-os fragmentet. Mindkét
fragment (720 és 550 bp) direkt szekvenciameghatarozasa soran tiszta, egynemi DNS
szekvencidkat nyertiink.Az AR-46 izolatum genomjaban esetleg jelen 1évé és PCR-ral
amplifikalt alkM paralégok elvalasztasdhoz, az 550 bp-os fragment denaturdld gradiens

gélelektroforetikus analizisét végeztiik el. (36. abra).

M alkM550bp

250

36. abra A TS2S és deglRE primerekkel amplifikalt 550 bp-os AR-46 alkM fragment DGGE
analizise. M: GeneRuler 1kb DNS marker (bp).
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A néhany bp-nyi nukleotid-eltérés azonositdsara is alkalmas DGGE mddszerrel csak
egyetlen alkM fragment kettés szala ¢és annak denaturdlt egyes szali formaja volt
valoszinisithet, azonban tobb alkM gén jelenlétének egyértelmli kizarasdra Southern
hidridizacios vizsgalatot is végeztiink.

A degeneralt primerparjainkkal amplifikalt 720 bp-os alkM génfragmentet fluoreszceinnel
jeloltiik, és ezzel a probaval hibridizaltuk a kiilonb6z0 restrikcids enzimekkel hasitott genomi
DNS-t alacsony és magas stringencidju koriilmények kozott is (37. abra).

Xhol HindlIl EcoRT M

-

—10000
— 8000

.f 6000
~ 5000

—1000

- o

— 600

37. abra Xhol, Hindlll és EcoRI-emésztett AR-46 genomi DNS Southern blot analizise fluoreszcein-
jelolt 720 bp-os alkM probaval alacsony stringencia mellett. M: Smart Ladder DNS marker (bp).

Mint azt az 4bran lathatjuk, a jeldlt proba csak egy-egy restrikcidsan hasitott genomi DNS
bandhez hibridizalt még alacsony stringenciaju koriilmények kozott is (37 °C). A HindlIll és
EcoRI-emésztett bandek méretei tokéletesen megfeleltek a késdbb megismert szekvencia
alapjan elvarhato értékeknek (HindIIl: 685, 695 és 748 bp, EcoRI: 5445 bp, amelyben Xhol

hely nem talalhato)

97



4.4.3 Az alkM gén funkcionalis analizise

Az alkM gén alkanlebontasban jatszott szerepének igazolasdra, a gén kiilonbozd
szubsztratok hatasara torténd kifejezodésének mérésére, Northern hibridizacios analizist

végeztlink (38. abra).

A
DSM1 n-Cy, n-Cys n-Cyy n-Cy

§

g C
<

£ 100y

T 80

£ 60

W

< 40

o

5 20 ﬂ
: oo ol
2

DSM1 ]’I-Clz n-C16 n-QO ]’1-(‘/50

38. abra A Radioaktivan jelolt 720 bp-os alkM probaval végzett Northern blot analizis kiilonb6zd
szénforrasokon novesztett AR-46 sejtekbdl extrahalt RNS-en. B A riboszomalis RNS kontrollok
gélképe. C A 16 S RNS mennyiségével normalizalt alkM RNS mennyisége a n-C,, esetében kapott

érték szazalékaban.
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Mint lathat6, a proba erdsen hibridizalt a n-hexadekanon, n-eikozanon és n-triakontdnon
novesztett sejtekbdl szarmazd RNS-sel, mig nem kaptunk szignifikans jelet n-dodekan és
DSM 1 gazdag tapkozeg esetében. A legerdsebb indukcidt a n-C,y szénforrason nevelt
sejtekben mértiink, ennek értéke kozel haromszor akkora volt, mint amit az optimalis n-Cie
szubsztrat hatdséra tapasztaltunk.

A kiilonboz6é lanchosszasaga n-alkdnok az alkM gént egy feltételezett promoteren
keresztiil indukaljak, amelynek az elemeit a BPROM szoftver és szekvencia homoldgiak

crer

azonositani is tudtunk (39. abra).

alkR
— kM
GTA IR -35 =10 | RBS (_r »

CAT(N)g TGTTTTTAGGACAAAAACAIN)  ITGCAACTGTCATCGCCTTCATAATTCTTCAAAATATACATATATATACGAAGACATGGATACGACGATG

rrrrr

start kodonokat iires, az AIkR-kot6 inverted repeatet teli fekete nyilakkal jeldltiik, a tobbi jeldlés a -35
¢s -10 prométer elemeknek, a transzkripcids iniciacios helynek (+1) és a riboszomakoté-helynek

(RBS) felel meg.

A feltételezett riboszoémakdtd-hely, a transzkripeids inicidcios hely, a -10 és -35 boxok az
alkM gén ATG start kodonjatol 7, 34, 42 és 62 bp-ra, upstream irdnyban helyezkednek el. Az
alkM—mel ellentétes orientacioban fekvd alkR gén terméke egy 310 aminosavas AraC-XylS-
szerll transzkripcios regulator (aktivator) protein, amelynek feltételezett cél-kotohelye a -35
elemtdl 5’ irdnyban 44 bp-ra talalhato inverted repeat szekvencia.

Terveink kozott szerepelt az AR-46 alkM knock-out mutansanak eldallitasa is. A
transzpozonos ¢és a homoldg rekombinacion alapuld mutagenezis alkalmazasanak gatat szabott

az a tény, hogy az izolatum rezisztensnek mutatkozott nemcsak kanamicinre, de ampicillinre,
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sztreptomicinre, gentamicinre, trimetoprimre és részben kloramfenikolra (50 pg/ml-ig) is, de a
tetraciklinre nem. PCR reakcioban amplifikalt és pUC19 vektorba klonozott teljes alkM gén
kozépébe sikeriilt egy tetraciklin kazettat inszertdlnunk (1. 11. abra). A konstrukcidt és annak
linearizalt formdjat tobbféle modon készitett elektrokompetens sejtbe tobbféle modon is
elektroporaltuk, és vartuk, hogy homoldg rekombinécidval tetraciklin-rezisztens, alkM knock-
out mutansokat kapjunk. A szelektiv lemezen azonban a tdrzs alacsony transzformécios, vagy
inkabb homolég rekombinacids hatékonysagabol kifolydlag egyik esetben sem kaptunk

transzformansokat.

4.4.4 Az alkM génnel szomszédos, az alkinbontasban valodsziniileg szerepet jatszo gének

azonositasa

Az inverz PCR termék szekvenciajanak megismerésével az alkM-mel szomszédos gének
is azonosithatova valtak. Downstream iranyban egy részleges glutation reduktdz gént (gshR,
ORF7) taldltunk a kromoszémén, amely valoszinlileg a n-alkdn oxidacié soran keletkezd
reaktiv oxigéngyokok artalmatlanitadsaért felelds proteint kodol (Tani et al., 2001). Az alkR
géntdl 5° iranyban korai lipid A bioszintézis géneket azonositottunk klaszterezett formaban.
Ilyen volt az UDP-N-acetilglilkbzamin aciltranszferdz (/lpx4, ORF4), a 3R-hidroximirisztoil-
acil carrier protein dehidratdz (fabZ, ORF3), az UDP-3-O-3-hidroxilauroil gliikbzamin N-
aciltranszferaz (IlpxD, ORF2), illetve végiil egy parcialis feltételezett kiils6 membréan protein
(ompH, ORF1) génje.

Ezeknek a géneknek az elrendezddése és szekvencidik szisztematikus dsszehasonlitdsa a

kiilonboz6 Acinetobacter fajokban a 40. abran lathato.
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ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7

A. haemolyticus AR-46  ompH ____IpxD (JabZ A <__alkR allM —TeshR T
(AY586401)
A sp. M-1 :fabZ pi IpxA alkRa L{ alkMa )—{ gshR
(AB049410) 83% 90% 91% 93% 91%
(AB049411) alkRb — alkMb >
. 10% 59%
A. sp. ADP1 ompH ) IpxD [ fabZ f  Ipxd o alkR ] alkM )
(CR543861) 7% 72% 76% 79% ¥ 62% 83%
A. calcoaceticus EB104 { alkR — alkM >

(AJ233398) 0 L0

40. abra Az eddig az 4. spp.-ben azonositott hasonl6 gének genetikai elrendez6dése. Az egyes torzsek
génjeinek GenBank azonositészamat zardjelben tiintettiik fel. A géneket reprezentald iires nyilak alatt
az AR-46 jeli torzs megfeleld génjeire vonatkoztatott szekvenciahasonlosag értéke lathato. A
vizszintes szaggatott vonalak a meg nem szekvenalt génrészleteket, mig a fliggbleges szaggatott

vonalak a két gén kozott 1éve nagyobb szekvenciatavolsagot jelzik.

Az 4brabol jol kitlinik, hogy az A. haemolyticus AR-46 mind a gének elrendezddésében,
mind azok szekvencidjaban nagy hasonlosdgot mutat az 4. sp. M-1l-gyel. A n-alkan
biodegradacios gének mindkét térzsnél szorosan a korai lipid A bioszintézis gének mellett
taldlhatdak. Azonban az M-1 torzsben meglévd alkRb-alkMb paraldgok génjei a genomban
tavolabb lokalizdlodnak és a tdliik upstream irdnyba elhelyezkedd gének nem hozhatdak
Osszefliggésbe a membranok kialakitasaval. Az IpxD-fabZ-lpxA gének az ADPl-ben is egy
klaszterbe rendezddnek, azonban kozel 25 kbp tavolsagra vannak az alkR-alkM génektdl. Ez
utobbi gének kornyezetében az ADPl-ben és az EB104-ben is peptidil-prolil cisz-transz
izomerdz ¢és acil CoA dehidrogenaz taladlhato, s6t az ADPI1 teljes genomszekvencidjanak
ismeretében azt is tudjuk, hogy a torzsnek egyaltalan nincs glutation reduktéza.

Vizsgélataink sordn a katabolizmus szempontjabdl legfontosabb elsé lebomlasi
kulcslépések genetikai hatterét vizsgaltuk részletesebben, az erdsen atfedd és Osszetett
regulacioval rendelkezd reakciokért (1. Irodalmi attekintés) felelds gének analizisét a jovOben

kivanjuk elvégezni.
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5. DISZKUSSZIO

A koolajtermelés soran fellépd és a kutak termeldcsovében ill. kittalp koriili zonajaban
lerak6dé paraffinkivaldas a magyar olajipar egyik legjelentOsebb és legkdltségigényesebb
problémaja. A hagyoményos fizikokémiai moddszerekkel (mechanikai eltavolitds, aromas
olddszerrel torténd kezelés) a kivalas eltavolithatd, de kockazatos, drdga és mindig csak
idéleges. Eppen ezért az utobbi években felmeriilt a bakterialis biotechnologia alkalmazasanak
lehetdsége is. Tekintve, hogy a vildg nagy kdolajtermeld cégei altaldban nem tul nagy
mélységbodl termelnek és a hatalmas olajkincs lehetdvé teszi a paraffinkivalasos kutak
egyszerti leallitdsat, az ilyen kutkezelések altalaban a szegényebb, kimeriild6 mezdkkel
rendelkezé orszagok szamara okoznak igazan jelentés gondot. Igy a vilagon alkalmazott ilyen
technologidk szama nem csak kevés, de az Osszehasonlitisra alkalmas konkrét iizemi
technologiai adatok, leirasok ¢és értékelések nem is publikusak, ipari titokként kezelik Oket Az
azonban ismert, hogy laboratériumi koriilmények kozott egyes izolalt és kivalasztott aerob ¢€s
fakultativ anaerob mikrobdk konzorciumai a megfeleld asvanyi tdpanyagok jelenlétében
gatoltak és részben bontottdk a kivalast (Lazar et al, 1999). A Bay Zoltan Alkalmazott
Kutatasi Kozalapitvany Biotechnoldgiai Intézetének Bioremediacidés Osztalya 2001 ota a
MOL 65 kdéolajtermeld kutjanak paraffinmentesitését végezte el az altalunk kifejlesztett €s
nemzetkozi szabadalmi oltalommal védett mikrobialis Huff’n’Puff technoldgia alkalmazésaval
(Hlatki et al., 2003b). A modszer Iényege az el6zetesen szelektalt baktériumok konzorciumait,
valamint poliszaharidokat, fehérjéket és anorganikus tapanyagokat tartalmazd csémunkalati
folyadéknak a besajtoldsa az eldzlleg lezart kutakba, majd 7-10 nap utdn a termelés

ujrainditdsa harom ilyen teljes lezarasi-besajtolasi-termeltetési ciklusban.
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Eldvizsgélataink soran a Dorozsma-55 jelzésti kit mélységi termelvénymintajanak
oldott oxigén-tartalma 2 ppm-nek adddott, ami az aerob lebontdsi folyamatok jelenlétét
valoszintsiti. Azonban a kezelést és a megfeleld inkubaciot csak a kutak hosszabb idejii
lezérasaval lehetett végrehajtani, ami inkdbb anaerob kornyezetet eredményez. Ezért a
modszer kialakitdsa sordn az olaj kiillonb6zé nehézfrakcidinak (paraffin, aszfaltén, maltén)
leghatékonyabb lebontésara, illetve tenzidtermelésre képes fakultativ anaerob Pseudomonas és
Bacillus izolatumokat valasztottunk ki és alkalmaztuk ezek konzorciumait. A rétegvizmintak
anionanalizise nem mutatott ki nitrat, vagy nitrit elektronakceptorokat (a szulfdit nem
hasznalhat6 a keletkezd kén-hidrogén korroziv hatasa miatt) ezért a csomunkalati folyadékot
nitrattal egészitettiik ki. Mivel a szervetlen N, P és S forrasokat limitalo mennyiségiinek, vagy
teljesen hidnyzonak taldltuk, a sziikséges asvanyi anyagokat szintén kiviilrél potoltuk.

Elképzelésiink szerint a kat lezardsa sordn az oldott oxigén tenzidja lecsokken, ami a
denitrifikaciés folyamatoknak kedvez. Az altalunk is alkalmazott Pseudomonas aeruginosa-
rol tudjuk, hogy ilyen koriilmények kozott is képes pl. a n-hexadekédn degradacidjara
(Chayabutra ¢és Ju, 2000), mig a Pseudomonas butanovora-r6l mi irtuk le, hogy nemcsak
denitrifikaciora képes (Kesserti et al.,, 2002, 2003), de ilyen koriilmények kozott aromas
szubsztratokat is kometabolizal (Kesserl et al., 2005). A folyamatos termelés soran egy 1d6
utdn az elektronakceptor is elfogy, €és a bearamld viz visszadllitja a termeldcsOben a
mikroaerofil koriilményeket. Ezért ugy véljiik, hogy a hosszitavon is hatasos paraffingatlas
egyik elofeltétele a termelvény vizfazisanak megfeleld oldott oxigéntartalma. Ezt lathattuk a
Dorozsma-55 példajanal is, ahol a magas tenzié eddig 5 éves, a mai napig is tartd kivalas-
inhibicios hatast eredményezett. Természetesen az oxigéntartalom a kit és a réteg
paramétereitdl fiigg, kiviilrél nem, vagy csak nagyon nehezen valtoztathatd. Adataink alapjan

a demjéni mezdében kezelt alacsony talphdmérsékletii (30-50 °C) kutak paraffinlerakodas
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gatlasi hatékonysaga 100% volt, ami egyrészt az oxigén magasabb oldhatosagaval, masrészt
az alacsonyabb kivalasi hdmérséklettel is magyarazhato. Osszességében a torzseinkkel beoltott
kutak kétharmadanal a beavatkozds tudomanyos és anyagi szempontbol is egyértelmiien
sikeres volt, a paraffinkivalds megszlint, vagy mennyisége drasztikusan lecsokkent és ezzel
parhuzamosan a kutak jelentds részénél 30-100 % tobbletolaj kitermelése volt regisztralhato.
A pozitiv hatds minimum 3 honapig tartott, atlagos értéke 6 honap volt.

Az alkalmazott baktériumok hatasa jol latszott a kezelések utdn a termelvény- és
paraffinkivalds-mintdk megemelked0 Osszcsiraszamaban is, a lejuttatott tdrzsek
visszaizolalhatéak voltak, koncentracidjuk 0.5-4.5 nagysagrendnyi emelkedése korrelalt a
pozitiv lizemi tapasztalatokkal, csokkenésiik az inhibiciés hatds lecsengésével jart. A
baktériumkonzorciumok képesek voltak laboratériumi batch (1. 21. abra), illetve felszini
tartalyolajakkal végzett iizemi kisérletekben (Hlatki ez al., 2003a) is az emulzids termelvény
megbontéasara. Ez a tulajdonsadguk a kutak iizemi paramétereiben is visszakdszont, a korabban
egységes emulzios termelvény egyfazisi aramlasa helyett a termékaram részlegesen
kétfazistiva valt, a viz kivéalasa csokkentette a termelvény viszkozitdsat (1. pl. 20. abra), ami
magyarazhatja az olajtobbletet. Ezzel parhuzamosan a kivaldsok alkdn-Gsszetétel valtozasa is
megfigyelhetd volt. A legsikeresebb kezelések hatdsara a csokkend mennyiségti kivalasokban
feldusultak a hosszabb lancu (>nCso) n-alkanok (l. 16, 17, 19. abra), ami egyértelmiien azzal
magyarazhatd, hogy a szakirodalmi adatoknak megfeleléen ezek biodegradalasara a
Pseudomonas ¢és Bacillus izoldtumok mar nem voltak képesek, relativ mennyiségiik a
mintakban igy emelkedhetett meg.

Olyan mikrobak izolalasat thztiik ki tehat célul, amelyek az olaj ilyen magasabb
lanchossza paraffinkomponenseit is képesek lebontani. Egy ilyen torzs a kutkezelési

technologia fejlesztésén tul sziikséges volt a nyersolajjal szennyezett talajok (Hlatki ef al.,
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2002) ¢és talajvizek (GVOP-3.1.1 palyazat) remedialasaval, illetve egy 1j, un. MEOR
technologia kidolgozasaval kapcsolatos feladatainkhoz is.

Az AR-46 jelii torzset egy algy0i rétegvizmintabol szilard paraffin szénforrason torténd
dusitast kovetden izolaltuk. Mind a 16S rDNS analizise, mind a biokémiai karakterizacidja a
legmagasabb szintli hasonlosagot az A. haemolyticus tipustdrzzsel mutatta, viszont
evoltciosan tavol helyezkedett el az ismert alkdnbont6 A4. spp.-tdl (1. 27. abra). Az ebbe a fajba
tartozo, a kornyezetbdl izolalt elsd, n-alkdn bontasra képes torzs részletes leirasat mi adtuk
kozre (Bihari et al., 2007). Aerob (mikroaerofil) koriilmények kozott az AR-46 egyedi
szénforrasként az aromas komponenseket nem tudta hasznositani, ugyanakkor képes volt a
Ci2-t6l Css-ig terjedd normal alkdnok lebontasara. A tesztelt vegyiiletek koziil a n-hexadekant
talaltuk optimalis ndvekedési szubsztratnak (um = 0.253 h™, Y’xs = 0.576 kg sejt (kg n-
hexadekan)!, az optimalis 37 ©°C-os hémérsékleten. A  n-alkdn  degradacio
homérséletfiiggésének az AR-46 ¢és a tobbi Acinetobacter faj kozotti szisztematikus
Osszehasonlitasat is elvégezve azt talaltuk, hogy bar az Acinetobacter torzseket rutinszeriien
30 °C-on novesztik, az A. calcoaceticus EB104 és az A. venetianus 6A2 szamara inkabb a 37
°C-os inkubdaci6 az optimalis, vagyis az AR-46 magasabb homérsékleti optimuma egyaltalan
nem egyedi, amit mar eldrevetitett az irodalmi attekintésben is szerepld A. sp. 2TN-NB (Huy
et. al., 1999) degradacids vizsgalata is. A kisérleti adatok tantisdga szerint kiemelkedd hossz
lancu n-alkan biodegradacios képessége alapjan az AR-46 és a 6A2 hasznalhato leginkabb
kiilonb6z6 biotechnoldgiai alkalmazasokban akar 30, akar 37 °C-on.

Az A. haemolyticus AR-46 nagy alkanbontéasi sebessége kifinomult és kiilonleges
alkanfelvételi mechanizmussal jart egylitt. A sejtek és az alkancseppecskék kozott kialakulo
szoros kapcsolatot fénymikroszkdpidsan is megorokitettiik (1. 31A,B abra), a kitapadas

jelenségének a szolubilizacioban és a szubsztratfelvételben is kulcsszerepe volt. Ezek sordn az
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AR-46 sejtek egyedi jellegzetességeket mutattak, sem az A. venetianus RAG-1 torzsnél
megfigyelt, elsddleges hidrofob helyekként azonositott vékony (kb. 3.5 nm atmérdjli), sem az
un. ,rangatoz6 mozgasért” felelds vastag csillokat (kb. 5 nm atmérdjli) nem tudtuk
azonositani, talaltunk viszont szokatlanul vastag csillokat (11-14 nm atmérdjli). Az
alkédncseppecskék felszinére kitapadt sejteknek ezen képletei szignifikdnsan (2-3-szor)
hosszabbak voltak, mint a nem kitapadd szabad és a nem alkdnon ndvesztett kontroll sejteké
(32. abra). Ez azt sugallja, hogy ezek a strukturdk kulcsszerepet jatszanak a n-hexadekan
cseppek felszinére torténd kitapadasban és annak szolubilizacidjdban. A jelenség a sejtek
fiziologiai tulajdonsdgaiban is megnyilvanul. A hosszu csillok elsédleges hidrofob helyként
valo viselkedését alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy a szubsztratcseppecskék és a hidrofob
sejtek felszine kozotti kapcsolat olyan erds, hogy szeparaciojuk még intenziv centrifugalassal
sem oldhaté meg. Azonban a gazdag tapoldatban novekvd sejtekhez hasonléan az alkén
szubsztraton nevelt, a vizes fazisban jelen 1évé nem kitapadd sejtek felszine konstans
hidrofilicitast mutat. A tenyésztés soran a szabad sejteknek mindig kevesebb, mint 10%-a
képes a kitapadasra, mig a megfeleld érték az A. venetianus RAG-1 és VE-C3 torzsekben 90%
(Baldi et al., 1999). A MATH teszttel jol mérhetd sejtfelszini hidrofilicitas értéke altalaban
kiilonbozoé stresszek (ho-, so6- vagy pH-sokk, oxigén-, dsvanyi anyag- vagy szénforras-
limitacio) hatasara emelkedik (Kovacs et al., 2002), de jelen esetben inkdbb a két AR-46
sejttipus kozott kialakulod specifikus dinamikus egyensulyrol van szo. A hosszu csillokkal
rendelkezé hidrofob sejtek az alkdncseppecskék szolubilizacidjat és felvételét kovetden
hidrofillé valnak és az dsvanyi anyagokban dus tapoldat vizes fazisa felé¢ igyekeznek, ahol a
szubsztratkotésre mar nincsen sziikségiik, igy a csillok hosszanak csokkenése tapasztalhato.
Ezt az 0j teoriat megerdsiti az a tény is, hogy a HNPS tapoldatbdl nem, de a szabad sejtekbol

GC-MS-sel kimutathatdéak a monoterminalis oxidacié interemedierei, a n-hexadekan-1-ol és a
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n-hexadekansav, valamint a n-hexadecil-n-hexadekanoat vax észter tartalék tdpanyag (34.
abra). Ez utobbi vegylilet HNPS tépoldaton valdé novesztés kozbeni akkumulacidja
egyediilalld jelenség a genusban, hiszen eddig csak az asvanyi anyag-limitalt koriilmények
kozott volt kimutathaté a felhalmozodasa.

A hosszu és vastag csillok, mint elsédleges hidrofob helyek mellett az AR-46 alkR-
alkM  génjei  melletti  klaszterben lokalizalt [pxD-fabZ-lpxA  gének termékei is
kulcsfontossaguak lehetnek az alkan szolubilizacioban. Az expresszidjuk hatasara keletkezd
lipid A ¢és a hozza kapcsolédd lipopoliszaharidok zsirsavakkal &sszekapcsolodo
aminocukrokbol allnak, amelyek valamennyi szubsztrathozzaférést eldsegitd sejtkomponens,
pl. az extracelluldris emulzdn, a membrannal boritott vezikulumok (Leahy et al., 2003), vagy a
sejtfelszini emulzan-szerti polimerek (Pines et al., 1983) {6 alkotdelemei. Az AR-46 izolatum
fent emlitett génjei mellett elhelyezkedd ompH-nak szintén lehet szerepe a szolubilizacioban,
mert az Acinetobacter genusban altalanosan eléforduldé membranfehérjékrél, mint pl. az A.
radioresistens OmpA-jarol igen jelentds szolubilizacios képességet irtak le (Toren ef al., 2001
¢s 2002).

Az AR-46 sejtek altal felvett n-hexadekan szubsztrat oxidaciojat katalizalé enzimeket
részletesen vizsgaltuk, de a sejtekbdl nem tudtunk sem alkén dioxigendz sem citokroém P450
aktivitast kimutatni. Ez, valamint a GC-MS analizis eredménye a monoterminalis alkan
monooxigendz/hidroxildz enzim jelenlétét valoszintisitette torzsiinkben. Ennek megfeleléen
sikeriilt is az enzimet kodold kromoszomalis alkM gént azonositanunk, amelynek a Southern
hibridizacios és DGGE analizis alapjan a genomban nem taldlhat6 paralogja. A tobbi 4. spp.
Northern hidridizacids eredmények Osszehasonlitasa sordn jelentds eltéréseket tapasztaltunk.

Az A. sp. M-1 torzsben az alkMa paraldg expresszidja csak Cys-Cso n-alkanok, mig az alkMb-
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jé csak Ci6-Cyy n-alkdnok hatéasara indukalddott (Tani ez al., 2001), mig ezzel szemben az A.
haemolyticus AR-46 alkM génjének transzkripcidjat a teljes hossz lanct n-alkdnok széles
spektruma (C;4-Cso) indukalta. Az altalunk igen hatékony n-alkanbontonak talalt 4. venetianus
6A2 esetében is a két alkM gén kettds reguldcidja tapasztalhat6. Bar Northern hidridizacios
analizist a szerz6k nem végeztek, az elkészitett alkM knock-out mutdnsok szédméra
metabolizalhaté n-alkanok vizsgalata azt mutatta, hogy a 6A2 alkMa génje a Ci6-Cs, mig az
alkMb a C;y-Cy4 n-alkédnok lebontasaért felelés (Throne-Holst et al., 2006). Az eredmények
tiikrében kijelenthetd, hogy az alkan indukcids profil alapvetden a regulaciés mechanizmustol
¢és nem az AIkM proteinek szekvencidjatol fiigg, hiszen az AR-46 AlkM-je 96% ban identikus
a 6A2 és 93%-ban az M-1 AlkMa-javal, de mégis gyokeresen eltérd n-alkdn poolok
kapcsoljak be az alkM gének transzkripciojat. Az a tény, hogy az AR-46 egyetlen alkan
hidroxildz génje a n-alkdnok széles spektrumanak a hatasara képes indukalodni, evolucidésan
elényos lehet a 6A2-vel és az M-1-gyel szemben, foként valds kornyezeti koriilmények kozott,
ahol a szennyez¢s szénhidrogén-osszetétele altalaban meglehetdsen diverz.

Azonban csak egy, jol indukalédo alkM gén megléte sem jelent automatikusan magas
biodegradacios aktivitast. Az A. sp. ADP1 alkM génje C;,-C;s n-alkdnok (a hosszabbakat nem
vizsgaltak - Ratajczak et al., 1998b) hatasara erdteljes transzkripciot mutat, és az AIkM fehérje
szekvencidja is hasonldo az AR-46 AlkM-éhéz (83% azonossdg). SO6t mi tobb, az in silico
AraC-XylS-szerli AIkR transzkripcids reguldtor fehérje inverted repeat cél-kotOhelyét
azonositotta (v.0. 7. és 39. abrat). Ezek alapjan az ADP1-hez hasonl6an minden bizonnyal az
AR-46-ban is esszencialis az AlkR fehérje az alkM gén alkdnok hatdsara indukalodo
transzkripciojadban. Azonban ezen hasonlosagok ellenére az AlkR szekvencidk (62%

azonossag), a felvételi mechanizmusok, az ezt kovetd oxidacios folyamatok, vagy mas egyéb
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jellemzOk kozotti kiilonbségek a két torzs biodegradacios sebességében nagy eltéréseket
okozhatnak, hiszen n-hexadekdnon az AR-46 jelii izolatum az ADPI1-nél Iényegesen
hatékonyabb mineralizdciora képes (10. tablazat), és ezaltal kivalo alanya lehet fontos
biotechnologiai alkalmazéasoknak.

Azonban az AR-46 kiilonleges n-alkdn metabolizmusanak megértéséhez, a lebontasi Ut
késobbi elemeinek azonositdsdhoz tovabbi vizsgélatokra van sziikség. A n-dodekan hatdsara
pl. az alkM gén nem indukalddik, és mivel alkan dioxigenaz és citokrom P450 aktivitds a
sejtekbdl nem volt kimutathatd, ennek a szubsztratnak a lebontasa valdsziniileg valamilyen
eddig ismeretlen lebontédsi Gtvonalon zajlik. Bar egyedi szénforrasként a torzs nem képes a
nCio-nCy; hasznositasara, am nyersoolajon torténd novesztés soran ezek a komponensek is
degradalodnak. Ezért valdsziniileg szintén ez az uj katabolikus ut, vagy a tobbi n-alkan
indukcids hatdsara termel6d6 AlkM ezen szubsztratokra is gyakorolt aktivitisa a felelOs.
Sajnos a helyspecifikus rekombinacié alacsony frekvencidja erdsen gatolja a mélyebb
genetikai analizist, az 4. sp. M-1 torzsh6z hasonléan az A. haemolyticus AR-46-ban sem
lehetett homoldg rekombinacioval knock-out mutansokat eldallitani. A jovében keressiik a
valaszokat arra az érdekes kérdésére, hogy az alkM gén miért indukalodik erésebben a n-
eikozdn, és nem az optimalis szubsztratnak talalt n-hexadekdn hatdsara. Meg kivanjuk
vizsgalni a tartalék tdpanyag szintéziséért felelds géneket és enzimeket is, hiszen az asvanyi
anyag felesleget tartalmazd HNPS tapoldatban torténd vax észter akkumulacié az izoldtumunk

egyedi jellegzetésségének tlinik az Acinetobacter genusban.
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8. OSSZEFOGLALAS

A koolaj kitermelése sordn paraffinos-aszfalténes kivalas képzddik a termeldcsdben €s
a kuttalp koriili zondban. Az olajcégeknek szembesiilnie kell ezzel a mindennapos
problémaval, amely a termelés leallitasat és alland6 beavatkozast igényel. A paraftinkivalas a
gazdasagosan kitermelhetd szint ald csokkentheti a termelést, amely a kutak id6 eldtti
bezarasahoz vezet, mig az olajkészlet legnagyobb része a mezdben kiakndzatlanul marad.

A Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kozalapitvany Bioremedidcidés Osztalyanak
munkatarsai a MOL NyRt. szakértdivel kozosen egy nemzetkdzi szabadalommal védett
mikrobidlis kivalas-gatlasi technologiat dolgoztak ki (Hlatki et al., 2003b).

Elévizsgalataink sordn a Dorozsma-55 jelzésti kut mélységi termelvénymintdjanak
oldott oxigén-tartalma 2 ppm-nek adddott, ami az aerob lebontdsi folyamatok jelenlétét
valoszinusiti. Azonban a kezelést és a megfeleld inkubacidt csak a kutak hosszabb idejii
lezarasaval lehetett végrehajtani, ami inkdbb anaerob kornyezetet eredményez. Ezért a
modszer kialakitdsa sordn az olaj kiilonb6z6é nehézfrakcidinak (paraffin, aszfaltén, maltén)
leghatékonyabb lebontésara, illetve tenzidtermelésre képes fakultativ anaerob Pseudomonas é€s
Bacillus izolatumokat valasztottunk ki és alkalmaztuk ezek konzorciumait. A rétegvizmintak
anionanalizise nem mutatott ki nitrat, vagy nitrit elektronakceptorokat, ezért a csdmunkalati
folyadékot nitrattal egészitettilk ki. Mivel a szervetlen N, P és S forrasokat limitalo
mennyiséglinek, vagy teljesen hidnyzonak talaltuk, a sziikséges asvanyi anyagokat szintén
kiviilrél potoltuk.

A kutal lezardsa soran az oldott oxigén tenzidja lecsokken, ami a denitrifikacids

folyamatoknak kedvez. Az éltalunk is alkalmazott Pseudomonas aeruginosa-rol tudjuk, hogy
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ilyen koriilmények kozott is képes pl. a n-hexadekan degradaciojara (Chayabutra és Ju, 2000),
mig a Pseudomonas butanovora-rdl mi irtuk le, hogy nemcsak denitrifikaciora képes (Kesserti
et al., 2002, 2003), de ilyen koriilmények kozott aromds szubsztratokat is kometabolizal
(Kesserti et al., 2005). A folyamatos termelés soran egy id6 utan az elektronakceptor is elfogy,
¢és a bearamlo viz visszaallitja a termeldcsdben a mikroaerofil koriilményeket. Ezt lathattuk a
Dorozsma-55 példajanal is, ahol a magas tenzid eddig 5 éves, a mai napig is tartd kivalas-
inhibiciés hatast eredményezett. Osszességében a torzseinkkel beoltott kutak kétharmadanal a
beavatkozas tudomanyos ¢és anyagi szempontbol is egyértelmiien sikeres volt, a
paraffinkivalds megsziint, vagy mennyisége drasztikusan lecsokkent és ezzel parhuzamosan
30-100 % tobbletolaj kitermelése volt regisztralhatd. A pozitiv hatds minimum 3 hdnapig
tartott, atlagos értéke 6 honap volt.

Az alkalmazott eljaras hatasa jol latszott a termelvény ¢és paraffinkivalasok kezelések
utdn megemelkedd Osszcsiraszamdban is, a lejuttatott torzsek visszaizolalhatoak voltak,
koncentraciojuk  0.5-4.5 nagysagrendnyi emelkedése korreldlt a pozitiv iizemi
tapasztalatokkal, = csOkkenésiik az  inhibicids  hatas  lecsengésével  jart. A
baktériumkonzorciumok képesek voltak laboratoriumi batch, illetve felszini tartalyolajakkal
végzett lizemi kisérletekben (Hlatki ez al., 2003a) is az emulzids termelvény megbontasara. Ez
a tulajdonsaguk a kutak tizemi paramétereiben is visszakdszont, a korabban egységes nyersolaj
termelése kétfazisiva valt, a viz kivadladsa csokkentette a termelvény viszkozitasat, ami
magyarazhatja az olajtobbletet. Ezzel parhuzamosan a kivaldsok alkdn-G6sszetétel valtozasa is
megfigyelhetd volt. A legsikeresebb kezelések hatdsara a csokkend mennyiségli kivalasokban
feldusultak a hosszabb lancu (>nCsy) n-alkdnok, ami egyértelmiien azzal magyarazhatd, hogy
a szakirodalmi adatoknak megfeleléen ezek biodegradaldsira a Pseudomonas és Bacillus

izolatumok mar nem voltak képesek, relativ mennyiségiik a mintakban igy emelkedhetett meg.
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Olyan mikrobak izolalasat thztiik ki tehat célul, amelyek az olaj ilyen magasabb
lanchossza paraffinkomponenseit is képesek lebontani. Egy ilyen torzs a kutkezelési
technologia fejlesztésén tl sziikséges volt a nyersolajjal szennyezett talajok (Hlatki ef al.,
2002) és talajvizek (GVOP-3.1.1 palyazat) remedialasaval, illetve egy 10j, un. MEOR
technologia kidolgozasaval kapcsolatos feladatainkhoz is.

Az AR-46 jelli torzset egy algy6i rétegvizmintabol szilard paraftin szénforrason torténd
dusitast kovetden izolaltuk. Mind a 16S rDNS analizise, mind a biokémiai karakterizacioja a
legmagasabb szintli hasonlosagot az A. haemolyticus tipustdrzzsel mutatta, viszont
evoltciosan tavol helyezkedett el az ismert alkanbontd 4. spp.-tdl. Az AR-46 az ebbe a fajba
tartozd, a kornyezetbdl izolalt elsd, m-alkdn bontasra képes torzs, melyet részleteses
jellemeztiink (Bihari et al, 2007). Mikroaerofil koriilmények kozott az AR-46 egyedi
szénforrasként az aromas komponenseket nem tudta hasznositani, ugyanakkor képes volt a
Ci2-t6] Css-ig terjedd normal alkanok lebontdsara. A tesztelt vegyiiletek koziil a n-hexadekant
talaltuk optimalis ndvekedési szubsztratnak (um = 0.253 h™', Y’xs = 0.576 kg sejt (kg n-
hexadekan)', az optimalis 37 ©°C-os hémérsékleten. A n-alkdn  degradacio
homérséletfiiggésének az AR-46 ¢és a tobbi Acinetobacter faj kozotti szisztematikus
Osszehasonlitasat is elvégezve azt talaltuk, hogy bar az Acinetobacter torzseket rutinszeriien
30 °C-on novesztik, az A. calcoaceticus EB104 és az A. venetianus 6A2 szamara inkabb a 37
°C-os inkubdaci6 az optimalis, vagyis az AR-46 magasabb homérsékleti optimuma egyaltalan
nem egyedi. A kisérleti adatok tanusadga szerint kiemelkeddé hosszu lancu n-alkén
biodegradacios képessége alapjan az AR-46 ¢és a 6A2 hasznalhatd leginkabb kiilonb6z6
biotechnolégiai alkalmazasokban akar 30, akar 37 °C-on.

Az A. haemolyticus AR-46 nagy alkanbontdsi sebessége kiilonleges alkanfelvételi

mechanizmussal jart egyiitt. A sejtek és az alkancseppecskék kozott kialakuld szoros
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kapcsolatot  fénymikroszkopidsan is megorokitettiik, a kitapadas jelenségének a
szolubilizacidban ¢€s a szubsztratfelvételben is kulcsszerepe volt. A TEM felvételek alapjan az
alkancseppecskékre kitapadt sejtek felszinén 1évé 11-14 nm atméréjii vastag csillok
szignifikdnsan (2-3-szor) hosszabbak voltak, mint a nem kitapad6 szabad és a nem alkdnon
novesztett kontroll sejteké. A hosszu csillok elsddleges hidrofob helyként valod viselkedését
alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy a szubsztratcseppecskék és a hidrofob sejtek felszine
kozotti kapesolat olyan erds, hogy szeparacidjuk még intenziv centrifugalassal sem oldhato
meg. Azonban a gazdag tapoldatban novekvO sejtekhez hasonléan az alkan szubsztraton
nevelt, a vizes fazisban jelen 1évé nem kitapado sejtek felszine konstans hidrofilicitast mutat.
A tenyésztés soran a szabad sejteknek mindig kevesebb, mint 10%-a képes a kitapadésra, mig
a megfeleld érték az A. venetianus RAG-1 és VE-C3 torzsekben 90% (Baldi et al., 1999). A
MATH teszttel jol mérhetd sejtfelszini hidrofilicitas értéke altalaban kiilonb6z6 stresszek (ho-,
s0- vagy pH-sokk, oxigén-, asvanyi anyag- vagy szénforras-limitacio) hatasara emelkedik
(Kovacs et al.,, 2002), de jelen esetben inkabb a két AR-46 sejttipus kozott kialakulo
specifikus dinamikus egyenstlyrol van sz6. A hosszl csillokkal rendelkezd hidrofob sejtek az
alkancseppecskék szolubilizacigjat és felvételét kovetden hidrofillé valnak és az asvanyi
anyagokban dus tapoldat vizes fazisa fel¢ igyekeznek, ahol a szubsztratkdtésre mar nincsen
sziikségiik, igy a csillok hosszanak csokkenése tapasztalhatd. Ezt az 0j tedridt megerdsiti az a
tény is, hogy a HNPS tépoldatbol nem, de a szabad sejtekbdl GC-MS-sel kimutathatoak a
monoterminalis oxidacio interemedierei, a n-hexadekan-1-ol és a n-hexadekansav, valamint a
n-hexadecil-n-hexadekanoat vax észter tartalék tapanyag. Ez utdbbi vegyiilet HNPS
tapoldaton vald novesztés kdzbeni akkumuldcioja egyediilalld jelenség a genusban, hiszen

eddig csak az dsvanyi anyag-limitalt koriilmények kozott volt kimutathato a felhalmozodasa.
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A hossza ¢és vastag csillok, mint els6dleges hidrofob helyek mellett az AR-46 alkR-
alkM  génjei melletti klaszterben lokalizalt ompH-IlpxD-fabZ-IpxA gének termékei a
membranok kialakitasaért feleldsek és kulcsfontossaguak lehetnek az alkan szolubilizécioban.

Az AR-46 sejtek altal felvett n-hexadekan szubsztrat oxidaciojat katalizaloé enzimeket
részletesen vizsgaltuk, de a sejtekbdl nem tudtunk sem alkan dioxigendz sem citokrém P450
aktivitast kimutatni. Ez, valamint a GC-MS analizis eredménye a monoterminalis alkan
monooxigendz/hidroxildz enzim jelenlétét valoszintisitette torzsiinkben. Ennek megfelelden
sikeriilt is az enzimet kodold kromoszomalis alkM gént azonositanunk, amelynek a Southern
hibridizacios és DGGE analizis alapjan a genomban nem talalhat6 paralogja.

A tobbi 4. spp. alkM génjeinek és az AR-46 egyetlen alkM génjének az indukcidjaban
eltéréseket tapasztaltunk. Az 4. haemolyticus AR-46 alkM génjének transzkripciojat a hosszi
lancu n-alkanok széles spektruma (C;6-Cj0) indukalta. Az 4. sp. ADP1-hez hasonléan az in
XylS-szeri AIkR transzkripcios regulator fehérje inverted repeat cél-kotéhelyét azonositotta.

A helyspecifikus rekombinacié alacsony frekvencidja erdsen gatolta a mélyebb
genetikai analizist, az A. sp. M-1 torzsh6z hasonléan az A. haemolyticus AR-46-ban sem

lehetett homoldg rekombinacidval knock-out mutansokat eléallitani.
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9.SUMMARY

In the course of the production of crude oil, paraffinic-asphaltenic deposition occurs on
the inner surface of the tubing and in the near-wellbore zone. Oil companies have to face this
costly problem, which can necessitate constant intervention to eliminate mechanical blocks,
otherwise paraffin precipitation restricts production to uneconomical levels, causing premature
abandonment of well and leaving the main part of the oil resource in the reservoir
unrecovered.

The Department of Bioremediation, Bay Zoltan Foundation for Applied Research,
Institute for Biotechnology and the MOL Hungarian Oil and Gas Plc. have been developed
and patented a microbial deposition-inhibiting technology (Hlatki et al., 2003b).

Our preliminary analysis on production stream of Dorozsma-55 wellbore zone detected
2 ppm of dissolved oxygen, thus the presence of aerobic degradation processes were
presumed. However, suitable microbial treatment could only been performed under closed-
well-state only, which resulted in anaerobic conditions. Consequently, during the development
of the technology, the consortia of facultatively anaerobic Pseudomonas and Bacillus isolates
with the degrading ability of different heavy oil fractions (paraffin, asphaltene, maltene) or
with biosurfactant producing ability were chosen and applied. As nitrate or nitrite
electronacceptors were not detected in formation water samples, technology fluid was
supplemented with nitrate. Inorganic N, P and S sources were found to be either in limiting
concentration or they were not present at all, so these nutrients were externally amended.

During the closed intervals, the oxygene tension decreased in the wells, which had

positive effect on the denitrification processes. The Pseudomonas aeruginosa strains were
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known to be able to decompose n-hexadecane (Chayabutra ¢és Ju, 2000) under these
conditions; and we had proved previously that Pseudomonas butanovara not only has
denitrification ability (Kesserl et al., 2002, 2003), but it cometabolizes aromatic substrates as
well (Kesserti et al., 2005).

During oil production, the added electronacceptor disappears, and the waterflow
regenerates the microaerophilic condition in the tubing. This phenomenon was observed in the
case of well Dorozsma-55. The bacterial treatment took place five years ago and since then the
elevated oxygene tension has evoked the paraffin deposition inhibition effect.

Taken together, the technology was succesfull both scientifically and economically in
the two-third of the microbially injected wells. Mechanical tube clearing was either not needed
at all, or the intervention intervals were elongated drastically. In line with it, the oil production
increased by 30-100%. The durability of the microbial treatment was at least 3 months, and
the average value was 6 months. The effect of the applied method was evident on the
increasing total cell numbers in oil and deposit samples recorded after the treatment; and the
injected strains could be reisolated. The increase of cell concentration by 0.5-4.5 order of
magnitude correlated well with the positive technological observations, the decrease in total
cell number coexisted with the falling of the inhibition effect.

Consortia were able to brake oil/water emulsions both in laboratory batch experiments
and in industrial treatments of surface tank oil (Hlatki ez al., 2003a). Similar effect occured
during oil production, the previously uniform production stream was separated to oil and water
phases. It yielded to a decrease in viscosity, which could lead to the appearance of extra oil
production.

In line with the phenomena mentioned above, changes in the alkane-composition of

depositions were also measured. Due to the most successful treatments, the quantity of
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deposits decreased, and the longer n-alkanes (>nCso) concentrated in it. According to literature
data, this phenomenon is an unambiguous consequence of the biodegradation limit of
Pseudomonas and Bacillus isolates. These strains were unable to mineralize the long-chain
alkanes, so the relative amounts of these compounds could increase in this way.

The isolation of microbes with long chain paraffin-degrading ability was aimed. The
effective strain was neccessary not only for upgrading the oil well treatment technology, but
for bioremediation processess of oil contaminated soil (Hlatki et al., 2002) and water phases
(GVOP-3.1.1 grant), and also for developing of a new MEOR technology.

Strain AR-46 was sampled from the production water of an oil reservoir in Hungary and
was isolated after enrichment on solid paraffin carbon source. Both 16S rDNA analysis and
biochemical characterization indicated the highest degree of similarity between AR-46 and the
A. haemolyticus type strain. We performed the first detailed description (Bihari et al., 2007) of
this novel n-alkane-degrading isolate belonging in this species from the environment. Under
microaerophilic conditions, AR-46 was able to assimilate n-alkanes with carbon chain lengths
of from C;, to C;35. Among the tested compounds, n-hexadecane was found to be the best
substrate for growth and biodegradation (p, = 0.253 h™', Y’xs = 0.576 kg of cells (kg of n-
hexadecane)” at the optimal temperature of 37 °C. A systematic comparison of AR-46 with
related Acinetobacter spp. concerning the temperature dependence of n-alkane degradation
was performed. Although Acinetobacter species are routinely maintained at 30 °C, the present
results suggest a cultivation temperature of 37 °C for 4. calcoaceticus EB104 and A.
venetianus 6A2. The experimental data reported here indicate that this latter strain and our
isolate appear to be well suited for relevant biotechnological applications in consequence of

their excellent long-chain n-alkane-degrading ability at both temperatures.
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The high rate of n-alkane biodegradation correlates with an improved substrate uptake
mechanism. Intimate interaction between the cell and n-alkane droplet surfaces was observed
microscopically, and this adherence is involved in the solubilization and uptake process. Based
on the TEM data, the thick fimbriae (11-14 nm in diameter) of the n-hexadecane-adhered cells
are significantly (2-3 times) longer than the fimbriae of the non-adhered and control cells. The
phenomenon that these long structures serve as primary hydrophobic sites is also manifested
in their physiological properties. The interactions between the n-alkane droplets and the
adhered hydrophobic cells are so strong that cells can not be separated from the substrate even
by intensive centrifugation. However, the detached n-alkane-grown AR-46 cells in the bulk
phase, similarly to cells grown in rich media, are predominantly unable to adhere to n-
hexadecane because of their constant surface hydrophilicity. Fewer than 10% of these free
AR-46 cells can attach to n-alkane, whereas the analogous values for A. venetianus RAG-1
and VE-C3 are approximately 90% (Baldi et al., 1999). Cell surface hydrophilicity values -
measured by MATH tests - are generally increased (Kovacs et al., 2002) by different stress
effects (heat, salt or pH shocks, oxygene-, nutrient and carbon source-limitation), but in the
case of AR-46, it is rather the result of the special dynamic balance between the two cell types.
After alkane droplet solubilization and uptake, the hydrophobic cells possessing long and thick
fimbriae become hydrophilic and migrate to the nutrient-rich bulk phase. The alkane
adherence is not further necessary, thus the reduction of the length of the fimbrae can be
observed. This theory was strengthened by the fact that the intermediates n-hexadecan-1-ol, n-
hexadecan-1-oic acid and the wax ester n-hexadecyl-n-hexadecanoate could be measured from
free cells, but not from the HNPS media. The accumulation of this latter substance is a unique
phenomenon in the genus, as vax ester has only been detected under nutrient-limiting

conditions until now.
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Besides long and thick fimbriae as primary hydrophobic sites, the products of clustered
ompH-IpxD-fabZ-IpxA genes are responsible for membrane formation. Therefore, these genes
located adjacently to the alkR-alkM gene may also play a crucial role in n-alkane
solubilization.

The enzymes which catalyse the oxidation of n-hexadecane substrate taken up by AR-
46 cells were examined in detail, but neither alkane dioxygenase nor cytochrome P450
activities were detected in cells. These results of enzyme assays and the GC-MS analysis
afforded evidence of the involvement of the monoterminal oxidation pathway in AR-46. In
support of this, the chromosomal alkM gene was identified. The gene has no paralogue in the
genom as revealed by Southern hybridization and DGGE analysis. Comparison of the results
of Northern hybridization experiments on A. spp. demonstrated significant differences in
alkane hydroxlase gene induction and regulation. The transcription of alkM in A. haemolyticus
AR-46 is evoked by the broad range of long-chain n-alkanes (C;4-Csp).

Similarly to 4. sp. ADPI1, in the upstream regions of alkM gene, in silico analysis
revealed the same types of putative promoter elements and inverted repeat sequences serving
binding targets for the AraC-XylS-like AIkR transcription regulator in AR-46 too.

Unfortunately, deeper genetic analyses are hampered by the very low efficiency of site-
specific recombination. Similarly as for 4. haemolyticus AR-46, deriving gene disruptants

failed for strain M-1 too.
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