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A koéolaj kitermelése soran paraffinos-aszfalténes kivalas
képzddik a termeldcsdben és a kuttalp koriili zondban. Az olajcégeknek
szembesiilnie kell ezzel a mindennapos problémaval, amely a termelés
leallitasat ¢s allandd beavatkozast igényel. A paraffinkivalas a
gazdasdgosan kitermelhetd szint ald csokkentheti a termelést, amely a
kutak id6 el6tti bezarasahoz vezet, mig az olajkészlet legnagyobb része

a mezOben kiaknazatlanul marad.

1. A Bay Zoltan Alkalmazott Kutatdsi Kozalapitvany Bioremediacios
Osztalyanak munkatarsai a MOL NyRt. szakértdivel kdzosen egy
nemzetk6zi szabadalommal védett mikrobialis kivalas-gatlasi
technologiat dolgoztak ki (Hlatki et al., 2003b).

2. Eldvizsgalataink sordn a Dorozsma-55 jelzésii kit mélységi
termelvénymintajanak oldott oxigén-tartalma 2 ppm-nek adodott,
ami az aerob lebontési folyamatok jelenlétét valosziniisiti. Azonban a
kezelést és a megfeleld inkubaciot csak a kutak hosszabb idejli
lezarasaval lehetett végrehajtani, ami inkabb anaerob kdrnyezetet
eredményez. Ezért a mddszer kialakitdsa sordn az olaj kiilonb6zd
nehézfrakcidinak (paraffin, aszfaltén, maltén) leghatékonyabb
lebontasara, illetve tenzidtermelésre képes fakultativ anaerob
Pseudomonas és Bacillus izolatumokat valasztottunk ki és

alkalmaztuk ezek konzorciumait.
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3. A rétegvizmintdk anionanalizise nem mutatott ki nitrat, vagy nitrit
elektronakceptorokat, ezért a csémunkalati folyadékot nitrattal
egészitettiik ki. Mivel a szervetlen N, P ¢és S forrasokat limitalo
mennyiséglinek, vagy teljesen hidnyzonak taldltuk, a sziikséges
asvanyi anyagokat szintén kiviilrél potoltuk.

4. A kutak lezarasa soran az oldott oxigén tenzidja lecsokken, ami a
denitrifikécios folyamatoknak kedvez. Az altalunk is alkalmazott
Pseudomonas aeruginosa-rol tudjuk, hogy ilyen koériilmények kozott
mig a Pseudomonas butanovora-rél mi irtuk le, hogy nemcsak
denitrifikaciora képes (Kesserti et al.,, 2002, 2003), de ilyen
koriilmények kozott aromas szubsztratokat is kometabolizal (Kesseri
et al., 2005).

5. A folyamatos termelés soran egy id6 utan az elektronakceptor is
elfogy, és a bearamlo viz visszaallitja a termelécsében a mikroaerofil
koriilményeket. Ezt lathattuk a Dorozsma-55 példajanal is, ahol a
magas tenzio eddig 5 éves, a mai napig is tarté kivalas-inhibicios
hatast eredményezett.

6. Osszességében a torzseinkkel beoltott kutak kétharmadinal a
beavatkozas tudoméanyos ¢€s anyagi szempontbdl is egyértelmiien
sikeres volt, a paraffinkivalds megsziint, vagy mennyisége

drasztikusan lecsokkent és ezzel parhuzamosan 30-100 % tobbletolaj
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kitermelése volt regisztralhat. A pozitiv hatds minimum 3 hénapig
tartott, atlagos értéke 6 honap volt.

Az alkalmazott eljaras hatdsa jol latszott a termelvény ¢&s
paraffinkivalasok kezelések utan megemelkedd Osszcsiraszamaban
is, a lejuttatott torzsek visszaizolalhatéak voltak, koncentracidjuk
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 iizemi kisérletekben (Hlatki et
al., 2003a) is az emulzidés termelvény megbontasira. Ez a
tulajdonsaguk a kutak lizemi paramétereiben is visszakdszont, a
kordbban egységes nyersolaj termelése kétfazisuva valt, a viz
kivalasa csokkentette a termelvény viszkozitasat, ami magyarazhatja
az olajtobbletet.

Ezzel parhuzamosan a kivalasok alkan-osszetétel valtozéasa is
megfigyelhetd volt. A legsikeresebb kezelések hatdsara a csokkend
mennyiségli kivalasokban feldusultak a hosszabb lancu (>nCsg) n-
alkanok, ami egyértelmilien azzal magyarazhatd, hogy a szakirodalmi
adatoknak megfeleléen ezek biodegradalasara a Pseudomonas és
Bacillus izolatumok mar nem voltak képesek, relativ mennyiségiik a

mintdkban igy emelkedhetett meg.

Az A. haemolyticus AR-46 alkM génjének transzkripcidjat a hossza
lancu n-alkanok széles spektruma (Ci6-Cao) indukalta.

22. Az A. sp. ADP1-hez hasonldan az in silico analizis az AR-46 alkM
upstream régiojaban is hasonlé promoter elemeket és az AraC-XyIS-
szerli AIkR transzkripcios regulator fehérje inverted repeat cél-
kotohelyét azonositotta.

23. A helyspecifikus rekombinécio alacsony frekvencidja erdsen gatolta
a mélyebb genetikai analizist, az A. sp. M-1 torzshoz hasonldan az A.
haemolyticus AR-46-ban sem Iehetett homoldg rekombinacidval
knock-out mutansokat eldallitani.

24. Eredményeink megalapozzak az A. haemolyticus AR-46 torzs

széleskorii technologiai alkalmazasait, amelyek el6készitése jelenleg

is folyik.



17. Ez utébbi vegylilet HNPS tapoldaton valdé ndvesztés kozbeni
akkumulacidja egyediilallo jelenség a genusban, hiszen eddig csak az
asvanyi anyag-limitalt koriilmények kozott volt kimutathatdé a
felhalmozodasa.

18. A hosszu és vastag csillok, mint elsddleges hidrofob helyek mellett
az AR-46 alkR-alkM génjei melletti klaszterben lokalizalt ompH-
IpxD-fabZ-lpxA  gének termékei a membranok kialakitasaért
felelosek és kulcsfontossaguak lehetnek az alkdn szolubilizacidban.

19. Az AR-46 sejtek altal felvett n-hexadekan szubsztrat oxidacidjat
katalizal6 enzimeket részletesen vizsgaltuk, de a sejtekbdl nem
tudtunk sem alkan dioxigendz sem citokrom P450 aktivitast
kimutatni. Ez, valamint a GC-MS analizis eredménye a
monotermindlis alkan monooxigendz/hidroxildaz enzim jelenlétét
valoszinisitette torzstinkben.

20. Ennek megfelelden sikeriilt is az enzimet kodold kromoszémalis
alkM gént azonositanunk, amelynek a Southern hibridizacids és
DGGE analizis alapjan a genomban nem talalhaté paraldgja.

21. A tobbi A. spp. alkM génjeinek és az AR-46 egyetlen alkM génjének
az indukcidjdban és regulaciojaban a Northern hidridizacios
eredmények  Osszehasonlitisa  soran  jelentds  eltéréseket

tapasztaltunk.

Olyan mikrobak izolalasat tlztiik ki tehat célul, amelyek az olaj ilyen
magasabb lanchosszi paraffinkomponenseit is képesek lebontani.
Egy ilyen torzs a kutkezelési technologia fejlesztésén tul sziikséges
volt a nyersolajjal szennyezett talajok (Hlatki et al., 2002) és
talajvizek (GVOP-3.1.1 palyazat) remedialasaval, illetve egy 1j, Gn.
MEOR technolégia kidolgozasaval kapcsolatos feladatainkhoz is.

10. Az AR-46 jell torzset egy algy6i rétegvizmintabol szildrd paraffin
szénforrason torténd dusitast kovetden izolaltuk. Mind a 16S rDNS
analizise, mind a biokémiai karakterizacidja a legmagasabb szintii
hasonlosagot az A. haemolyticus tipustorzzsel mutatta, viszont
evolucidsan tavol helyezkedett el az ismert alkdnbonto A. spp.-tol.
Az AR-46 az ebbe a fajba tartozd, a kornyezetbdl izolalt elsd, n-
alkan bontasra képes torzs, melyet részleteses jellemeztiink (Bihari et
al., 2007).

11. Mikroaerofil koriilmények kozott az AR-46 egyedi szénforrasként
az aromas komponenseket nem tudta hasznositani, ugyanakkor képes
volt a Cio-t6l Cas-ig terjedé normal alkanok lebontasara. A tesztelt
vegyliletek koziil a n-hexadekant taldltuk optimalis ndvekedési
szubsztratnak (um = 0.253 h? Y’xis = 0.576 kg sejt (kg n-

hexadekan)™, az optimalis 37 °C-os hémérsékleten.



12. A n-alkan degradacido homérséletfiiggésének az AR-46 és a tobbi

Acinetobacter faj kozotti  szisztematikus  Gsszehasonlitasat is
clvégezve azt talaltuk, hogy bar az Acinetobacter torzseket
rutinszerien 30 °C-on novesztik, az A. calcoaceticus EB104 és az A.
venetianus 6A2 szamara inkabb a 37 °C-os inkubacio az optimalis,
vagyis az AR-46 magasabb homérsékleti optimuma egyaltalan nem
egyedi. A kisérleti adatok tanusaga szerint kiemelkedd hosszt lancu
n-alkdn biodegradacidos képessége alapjan az AR-46 és a 6A2
hasznalhat6 leginkabb kiilonboz6 biotechnoldgiai alkalmazasokban

akéar 30, akar 37 °C-on.

13. Az A. haemolyticus AR-46 nagy alkanbontasi sebessége kiilonleges

alkanfelvételi mechanizmussal jart egyiitt. A sejtek és az
alkancseppecskék  kozott kialakulo SZOros kapcsolatot
fénymikroszkopiasan is megorokitettiik, a kitapadas jelenségének a
szolubilizacidban és a szubsztratfelvételben is kulcsszerepe volt. A
TEM felvételek alapjan az alkdncseppecskékre kitapadt sejtek
felszinén 1év6 11-14 nm atmérdjh vastag csillok szignifikansan (2-3-
szor) hosszabbak voltak, mint a nem kitapadd szabad €s a nem

alkdnon novesztett kontroll sejteké.

14. A hosszu csillok elsddleges hidrofob helyként vald viselkedését

alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy a szubsztratcseppecskék és a

hidroféb sejtek felszine kozotti kapcsolat olyan erds, hogy

szeparaciojuk még intenziv centrifugaldssal sem oldhaté meg.
Azonban a gazdag tipoldatban novekvd 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 kitapadasra,
mig a megfeleld érték az A. venetianus RAG-1 és VE-C3 torzsekben
90% (Baldi et al., 1999).

15. A MATH teszttel jol mérhetd sejtfelszini hidrofilicitds értéke

altalaban kiilonboz6 stresszek (hé-, s6- vagy pH-sokk, oxigén-,
asvanyi anyag- vagy szénforras-limitacié) hatdsara emelkedik
(Kovacs et al., 2002), de jelen esetben inkabb a két AR-46 sejttipus
kozott kialakulo specifikus dinamikus egyensulyrol van szo. A
hosszu csillokkal rendelkezd hidrofob sejtek az alkancseppecskék
szolubilizaciojat ¢és felvételét kovetden hidrofillé véalnak és az
asvanyi anyagokban dus tapoldat vizes fazisa felé igyekeznek, ahol a
szubsztratkotésre mar nincsen sziikségiik, igy a csillok hosszanak

csokkenése tapasztalhato.

16. Ezt az 0j teoriat megerdsiti az a tény is, hogy a HNPS tapoldatbol

nem, de a szabad sejtekb6l GC-MS-sel kimutathatéak a
monoterminalis oxidacié interemedierei, a n-hexadekan-1-ol és a n-
hexadekansav, valamint a n-hexadecil-n-hexadekanoat vax észter

tartalék tdpanyag.



