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1. BEVEZETES

1.1 A téma aktualitasa, jelentosége

Az elmult évszdzadban kornyezetiink szennyezddése 6ridsi mértékben megnovekedett. Az em-
beri populédcié ndvekedése, az ipari fejlédés, az urbanizacid, vagy akér a kornyezetiinkbe kibocsa-
tott vegyiiletek hatdsairdl sz6l6 végeldthatatlan vitdk mind hozz4jarultak kornyezetiink szennye-
zettségéhez, amely ma mar — a természetes (biogén, vagy geokémiai) anyagokon feliil — kiilonb6z0,
az €16 szervezetekre mérgezd, antropogén forrasbol szarmazé anyagokkal terhelt.

Az Egyesiilt Allamokban mar a 70-es években felmeriilt az igény olyan technolégidkra, melyek
csokkentik a szennyezéseket, illetve egyre fokozddott a kozosségi nyomads a szennyezett teriiletek
helyredllitasa érdekében (Atlas 1981). Magyarorszdgon a 80-as évek elejéig az ipari fejlesztések
szigord kornyezetvédelmi szabélyok korldtozé hatdsa nélkiil mentek végbe (Puzder et al. 2001).
Az orszdgban mintegy harmincezerre becsiilhet6 a szennyezett teriiletek szdma (kozel 80000 ha),
melynek nagysagrendileg a felét azonositottdk (EUSTAT 2006). A hazai kornyezetvédelemben
a kilencvenes évek eleje Ota alkalmazzdk azokat a kdrmentesitési technoldgidkat, amelyekkel a
foldtani kozegek €s a felszin alatti vizek eredményesen kezelhet6k, illetve a bekdvetkezett kdrok
mérsékelhetdk.

Magyarorszagon a lakossagi vizhasznélat tobb mint 90%-a felszin alatti vizbdl szarmazik (Puz-
der et al. 2001), ezért kiilonosen fontos azon szennyezddések kezelése, mely sordn a talajviz illetve
a talajba kertilt szennyezd anyagok eltdvolitdsa a cél.

A szennyezett természeti elemek (pl. foldtani kozeg, felszin alatti vizek) dllapotdnak megis-
merése €s a megtisztitdsukra irdnyuld tevékenység az eltelt két évtizedben rohamos fejlédésnek
indult. A megismert szennyez6dések gyarapodd szama, az egyre pontosabb tényfeltarasi modsze-
rek, a szennyezést okozé kockazatos anyagok hatdsmechanizmusanak és sorsanak feltarasa és nem
utolsé sorban a gyakorlati tapasztalatok a talaj és a felszin alatti vizek tisztitdsi eljarasainak széles
korét eredményezték. Igy a kornyezetvédelem keretein beliil a karmentesités fokozatosan sajitos
ipardggé fejlodott ki, amely irdnt fokozodé tarsadalmi és gazdasdgi igény jelentkezik.

Minden egyes szennyezett teriileten a helyi adottsdgok alapjan dontik el a szakemberek, melyik
technoldgia a megfelel6. Egyre elterjedtebbek az olyan mdédszerek, melyeknél az €16 rendszerek
folyamatait hasznaljuk fel céljaink eléréséhez.

A bioremediécié fogalma olyan technoldgidkat foglal magédba, melyek bioldgiai folyamato-
kat haszndlnak a szennyezett kozeg (talaj vagy talajviz) megtisztitdsdra. Ez a tudomdnyteriilet a
mikrobioldgia, a biotechnoldgia és a kornyezettudomdny hatarteriileteit oleli fel.

1.2 Célkitiizések

Napjainkban a talaj kiilonb6zd eredetti és tipust szennyezése igen gyakori. A nagy mennyi-
ségben a talajba jutott gdzolaj mérgezd hatdsu a talaj €l6vilagéra, ezért sziikséges olyan eljara-
sok kidolgozasa, amelyekkel konnyen, gyorsan és megfelel6 hatékonysaggal tudjuk a szennyezést
megsziintetni. Az egyik kindlkoz6 megoldés a talajban jelenlevd mikrobidta szénhidrogén degrada-
cids aktivitdsdnak fokozasa. Mivel a szénhidrogének vizben nem oldhaté vegyiiletek, ezért fontos
beavatkoz6 1€pés, hogy a molekuldk a sejtek szdméra hozzaférhetévé véljanak.

Vizsgalataink egyik célja volt, hogy egy gizolajjal erésen szennyezett talajbol olyan mikro-
bakat izoldljunk, amelyek képesek tolerdlni a gézolajat alkoté vegyiiletek jelenlétét, illetve poten-
cidlisan részt vesznek azok lebontasdban, és/vagy kizdrdlagos szénforrasként is képesek azokat
hasznositani. Fontosnak tartottuk, hogy az éltalunk izolalt, a komponensek degradacidjaban részt
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vevo torzsek koziil elsdsorban azokra koncentraljunk, amelyek az aromds vegyiiletek széles spekt-
rumét képesek hasznositani, és azok nagy koncentraciéit tolerdlni. Tovabbi célunk volt, hogy a
"legsikeresebb" torzsek esetében megéllapitsuk, hogy egy adott aromas vegyiilet hatdsdra milyen
anyagcsere utvonal aktivdlodik, és hogy a specifikus gytirihasité enzim milyen mértékben feje-
z0dik ki. Ez utébbi vizsgdlataink eredményeibdl pedig az egyes torzsek lebontdsi potencidljira
szeretnénk kovetkeztetni. A katekol 1,2-dioxigendz génjének kimutatdsdhoz primerek tervezését
tliztiik ki célul, hogy a gén jelenlétét ki tudjuk mutatni a vizsgalt torzsekbdl.

Feliiletaktiv tulajdonsdga miatt a ciklodextrin (CD) a dsvadnyi olaj komponenseit a sejt szdmdara
jobban elérhetdvé teszi azdltal, hogy komplexet alakit ki vele, és igy nagyobb mennyiségben képes
a vizes fazisban jelen lenni. Ez a folyamat az 4svanyi olaj 0sszetevdinél mas-mas modon jon 1étre,
fligg az adott 6sszetevs hidrofébicitasatol, illetve méretétdl, mivel a CD belsd lirege csak adott
méretli molekuldkat képes befogadni. Megfelel6 mennyiségli CD hozzdaddsaval, egy egyenstlyi
folyamat eredményeként a sejtek szdmdra az eddig nem elérhetd szénforrds hozzaférhetové vilik.

Vizsgalatainkkal szintén célul tiiztiik ki, hogy bebizonyitsuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin
(HPCD) segitségével gyorsithat6 a gazolaj mikroorganizmusok dltali lebontasa, illetve hogy 0ssze-
hasonlitsuk a HPCD, a Tween 80 és a keményitd hatdsat a gdzolaj biodegradacidjara. A HPCD az
olajat alkoté molekuldkkal zarvdnykomplexet alkot, a Tween 80 pedig micelldkat képez. A ke-
ményitd azért kapott helyet a kisérletben, hogy megvizsgalhassuk, milyen hatdssal van a gézolaj
biodegradacidjara egy alternativ szénforrds jelenléte, illetve mert a keményité nagy molekulato-
meg vegyiilet, ugyanazokkal az alegységekkel, mint a 3-ciklodextrin, de mas térszerkezettel.

Az iizemanyagként alkalmazott szénhidrogén szennyezések — mint pl. a gdzolaj — mellett egy
masik jelentds szennyezd forrdsa a talajviznek a kldrozott alifds szénhidrogének nem megfeleld
kezelése. Az ilyen tipusu szennyez8dések komoly kdrokat okoznak, a kdrmentesités pedig a ha-
logénezett sz€énhidrogének fizikai-kémiai tulajdonsagai miatt id6- €s koltségigényes. A kémiai €s
fizikai kdrmentesitési technoldgidk mellett egyre nagyobb lehetdség rejlik a bioldgiai folyamatok
kihaszndldsédban is.

Célunk olyan molekularis médszer kidolgozdsa és optimalizdldsa volt, amellyel a szennyezett
teriiletekrdl szarmaz6 mintdkbdl rutinszertien lehet kimutatni a reduktiv deklorindlasra jellemz6
szervezeteket, mint amilyen a Dehalococcoides sp., a Dehalobacter restrictus és a Desulfuromonas
chloroethenica.

Szandékunkban 4llt, hogy az eltéro sajatsagu, trikloretilénnel (TCE-vel) szennyezett teriiletek-
rol mintdt véve (kiillonbozd teriiletekrdl, kutakbol és mélységekbdl) feltérképezziik a jelen 1€vo
baktérium kozosségeket és meghatdrozzuk a domindns fajokat. Kerestiik annak az okait, hogy a
jelenlévd kozosségek Osszetétele minek a fiiggvénye, az esetlegesen jelen 1€vo deklorindlé szerve-
zetek utdn kutattunk. A teriiletekrdl szdrmaz6 talajvizekbdl mikrokozmosz kisérleteket éllitottunk
Ossze, melyek segitségével az dltalunk vdlasztott médszerhez, a biostimuldcidhoz vélasztottunk
megfeleld adalékanyagot. Ennek keretében anaerob koriilmények kozott, kiilonb6zd elektrondo-
norok adagoldsdval serkentettiik a mikrobdkat a szennyez6 anyag reduktiv lebontdsara, hogy meg-
allapitsuk, melyik adalékanyag bizonyul a legalkalmasabbnak a kdrmentesitéshez.



2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

2.1 A bioremediacios technologiak mikrobiologiai hattere

A karmentesitési technoldgidk olyan természetes, vagy tervezett folyamatokbdl épiilnek fel,
amelyeket a szennyezett kornyezeti elemek, mint példaul viz, talaj vagy iiledékek mentesitésére
hasznélnak. A bioldgiai folyamatokat alkalmazé karenyhitési technolégidk (bioremediacio) a szer-
ves €s szervetlen szennyezOk széles korére kiterjednek, a bioremedidcidt gyakran mads fizikai €s
kémiai kezelésekkel egyiitt alkalmazzdk. A kiilonbdz6 bioremedidcion alapuld technoldgidknak
egy kozos feladatuk mindig van: a mikrobidlis anyagcsere serkentése €s fenntartdsa.

Az dkoszisztémdban a mikrobdknak kiemelt szerep jut a szerves vegyiiletek lebontdsdban. Mar
az 1950-es években megéllapitottdk, hogy minden természetes dton keletkezett szerves vegyii-
let mikrobiol6giailag bonthaté (Kluyver és van Niel 1956). Ezt az elméletet Alexander (1965)
kiegészitette azzal, hogy a mikrobdk jelentds adaptacids képességgel rendelkeznek a szintetikus
vegyiiletek lebontdsihoz is.

A bioremedidcids technoldgidk lehet6vé teszik, hogy bizonyos szennyezett teriileteket olcson,
mégis hatékonyan tisztitsanak meg. Ennek ellenére a lehetdségekhez képest ma még ritkdn alkal-
mazzak ezeket, mert hidnyoznak a szennyezett teriileten jelenlévd mikroorganizmusok anyagcseré-
jét szabalyozo tényezSkrdl azok informécidk, melyek a dontéseket és a tervezést segitenék (Lovley
2003).

A természetben el6fordul6 szerves vegyiiletek bontdsahoz a mikroorganizmusok nagyon széles
korli anyagcsere aktivitdssal rendelkeznek. Az anyagcsere diverzitds kiterjed szdmos antropogén
szerves vegyiiletre is, melyek gyakran szennyezik a kornyezetiinket. Ugyanakkor nem szabad el-
felejtkezni arr6l sem, hogy az egyes mikroba fajok csak a kollektiv anyagcsere diverzitds egy
részével (és néha igencsak szlik tartomdnydval) rendelkeznek. A természetben a mikrobdk ke-
vert tenyészetekben jelennek meg, melyek a résztvevd fajok anyagcsere képességeinek egyszeri
osszeillesztésénél tobb, olykor joval bévebb tulajdonsdgokkal jellemezhetdek; a bioremedidcids
technoldgidknak a célja a mikrobakozosség egy részhalmaza anyagcsere aktivitdsdnak serkentése
(Hughes et al. 2002).

A mikroorganizmusok anyagcsere stratégidinak jellemzése segithet abban, hogy megfelel6en
tudjuk serkenteni a szennyezdanyag lebontédsit. Ehhez sziikséges a mikroorganizmusok anyagcse-
réjének részletes ismerete, az egyes vegyiilettipusok bontési feltételeinek meghatdrozasa.

A mikrobidlis anyagcsere-tipusokat tobbféleképpen lehet csoportositani. Az energetikai anyag-
csere folyamatokban részt vevd anyagok csoportositdsanak alapja, hogy az adott vegyiilet a bontds
sordn oxidalédik (elektrondonor) vagy redukélddik (elektronakceptor). A szennyezdanyag haszno-
sulhat a felépitd anyagcsere folyamatok sordn(energia- vagy tdpanyag forrasként), vagy véletlen-
szerli, nem-termel$ (nem energiaszerzd) szubsztratja a kometabolikus folyamatoknak. Bizonyos
vegyiiletek pedig az anyagcsere folyamatokban nem vesznek részt, azonban a mikroba képes a
sejten beliili felhalmozéasukra (bioakkumulécid).

A szennyezbanyagok bioldgiai bonthatdsdga szamos tényez6tol fiigg, a legfontosabb az anyag
fizikai-kémiai tulajdonsédga, a molekula kémiai szerkezete, a bontani képes mikrobacsoportok je-
lenléte és aktivitdsa, illetve a lebontashoz sziikséges kornyezeti feltételek (Lederberg 2000).

2.1.1 A szennyezOanyagok mikrobioldgiai lebontdsanak tipusai

A mikroorganizmusok a szerves szennyezd anyagok széles korét képesek szén- és/vagy ener-
giaforrasként hasznositani. A lebontds ezen formdja gyakran a szennyez6anyag mineralizicigjat
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eredményezi, azaz a szerves molekula széndioxidd4 és vizzé alakul at:
(CHz)n + 1,5n Oz — nC02 + nH20

Bizonyos esetekben az oxidacio nem teljes, €s szerves anyagcseretermékek vagy melléktermé-
kek maradnak (pl. acetat), mint tovabbi lehetséges elsddleges szubsztratok mas mikrobdk szamara.
Ilyen feltételek mellett a mineraliz4ci6 helyett biotranszformacio zajlik.

Minden esetben, amikor a szennyez6anyag elsddleges szubsztratként hasznosul, a lebont6 szer-
vezeteknek sziikségiik van elegendd mennyiségii egyéb tapanyagokra is az teljes anyagcsere fenn-
tartdsdhoz (Hughes et al. 2002). Ilyenek példaul: (i) a megfeleld termindlis elektronakceptor (pl.
oxigén, nitrat, ferri-vas, szulfat, széndioxid); (i1) a makrotdpanyagok (pl. nitrogén, foszfor); (iii) a
mikrotdpanyagok (pl. anionok, kationok, nyomelemek).

Szamos szennyezddést képesek a mikrobak elsddleges szubsztratként hasznositani, ilyenek pél-
d4ul a:

* telitett- €s telitetlen szénhidrogének;

* mono-aromds szénhidrogének;

¢ karbonsavak, aldehidek, alkoholok, ketonok, fenolok;
e bifenilek;

¢ diklor-metan, vinil-klorid, cisz-diklor-etén;

¢ klérbenzolok, klérfenolok;

¢ metil-tercier-butil-éter (MTBE);

¢ nitrobenzol, nitrotoluol.

Néhany altaldnosan elterjedt szerves szennyezd lebontdsa redukcié ttjan torténik, azaz a ve-
gyiilet elektronakceptorként szolgal a mikrobdk szamara.

C,Cly + H™ — C,CI3H + Cl1™

Az ilyen tipusu reakcidknak a fiziol6giai alapja az elsddleges szubsztratok (elektrondonorok)
bontdsanak kozvetlen tdimogatdsa. Ezekben az esetekben a szennyezd anyag redukcidja a sejtben
1év6 redox-egyensily fenntartdsara szolgdl. A szennyezOanyag termindlis (vagy respiratorikus)
elektronakceptorként szerepel ugyantigy, mint az oxigén vagy maés altaldnos termindlis elektro-
nakceptor.

Bar a szennyez6anyagoknak csak kevés tipusa megy keresztiil az ilyen tipusd lebontdsi ut-
vonalakon, mégis gyakran fontos lehet mind a természetes, mind a mesterséges bioremedidcids
rendszerekben, mivel néhdny igen gyakori talajvizszennyezd, mint a klér-etének, ezen az utvona-
lon bomlanak le.

Sok szerves szennyezOanyag transzformécidja az enzimek €s kofaktorok nem-specifikus kata-
litikus képessége kovetkeztében a baktériumsejt energia termelése és tdpanyag nyeresége nélkiil
is végbemehet. A kometabolikus folyamatok a szennyez6 anyagtdl és a biokatalizatortdl fliggéen
lehetnek oxidativak vagy reduktivak. Az ilyen tipusu reakciok jellemz&en lassabbak, mint a me-
tabolikus folyamatok, és a mikrobasejt nem nyer energidt ezekbdl a folyamatokbdl (Hughes et al.
2002).
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2.1.2 A mikrobialis 6kologia tapasztalatainak alkalmazasa a bioremedidcioban

A mikrobidlis okoldgia tudomdnyteriilete a mikroorganizmusok kozotti kolcsonhatdsokat, a
mikrobdk és mds €10 illetve nem-€16 komponensek kozotti kapcsolatokat elemzi. Magéba foglalja
a jelenlévo szervezetek meghatarozasat, a kiillonboz6 populécidk kozotti interakcidk feltérképezé-
sét, €és az abiotikus feltételeknek a bioldgiai folyamatokra gyakorolt hatdsainak meghatdrozasat. A
bioremedidci6 sikere fiigg a jelenlévé mikrobdk tipusaitdl, pontosabban az adott szennyezdanyag
bioremedidcidjahoz sziikséges anyagcsere-tipust tartalmazo genetikai kapacités jelenlététdl illetve
hianyatdl. Ha az adott genetikai kapacitds a teriileten jelen van, lehetséges a degradacié sebessé-
gét serkenteni, megfelel6 irdnyba véltoztatva a teriilet biotikus vagy abiotikus paramétereit. Ha
a megfeleld genetikai kapacitdssal rendelkez6 szervezetek a teriileten nincsenek jelen, sziikséges
lehet olyan kultirdkkal oltani, melyek tartalmazzak a megfeleld anyagcsere képességeket. Ugyan-
csak sziikséges lehet az oltds, ha a specifikus lebontd szervezetek jelenlévd populédcidja nagyon
kis egyedszdmu €s/vagy a novekedési sebességiik nagyon lassu. A legtobb esetben azonban az ol-
tds nem sziikséges, mert a sok szerves szennyezdanyag erds szelekcids nyomast gyakorol az adott
mikrobak6zosségekre, midltal a lebontésra képes szervezetek keriilnek elonybe. Sok esetben a bio-
augmentacio (talajoltds) csak kis elénnyel jar a bennsziilott mikrobakdzosség biodegradacidjaval
szemben (Suthersan 2005).

A kozosségen beliili kdlcsonhatasoknak egyardnt lehet pozitiv és negativ hatdsa a specifikus
lebont6 szervezetekre és a degradécid sebességére. A mikrobidlis k6zosségi szerkezet szinergista
hatdsara j6 példa a fermentdl6 baktériumok €s a klorozott etének respirdcidjara (halorespirdcidra)
képes szervezetek kozotti kolcsonhatds. A fermentativ anyagcsere-folyamatokra képes baktériu-
mok ritkdn képesek a kldrozott etének reduktiv bontdsara, de anaerob koriilmények kozott szamos
szerves molekulat oxiddlnak, melynek sordn molekularis hidrogént és egyszer(, rovid szénlancu
zsirsavakat képeznek termékként. A halorespirdl6 szervezetek gyorsan redukdljak a klorozott eté-
neket, de sziikségiik van egyszerl elektrondonorokra, mint példaul acetdtra vagy molekuldris hid-
rogénre. Igy a fermentativ szervezetek segitségével lehetSség nyilik a klérozott szénhidrogének
2003, Briones és Raskin 2003).

A mikrobidlis k6zosségen beliili kolcsonhatdsokra negativ példa a specifikus lebont6 szerveze-
tek és mds, a lebontdsi folyamatokban részt nem vevd mikrobapopulédcidk kozotti versengés ugyan-
azért a novekedési faktorért (pl. elektronakceptorok, tdpanyagok stb.). Ilyen versengés figyelhetd
meg a kbolaj-alkoté szénhidrogének, mint példdul a gdzolaj, gdzolaj aerob bioremedidcdja so-
ran. Az ilyen Osszetett keverékekben bioldgiailag bonthaté szénhidrogének ezrei vannak jelen,
melyek tobbsége aerob koriilmények kozott elsddleges szubsztratként szolgdl. A nem veszélyes
szénhidrogének lebontdsa sordn fellépd oxigénfogyasztas hatrdnyos a bioremedidcié hatékony-
sdga szempontjabol. Kimutattdk, hogy a konnyen bonthat6 szerves vegyiiletek jelenléte gatolja az
MTBE bontésat (Yeh és Novak 1994). Anaerob koriilmények kozott ugyancsak kédros hatdsa le-
het a klorozott alifds szénhidrogének bontdsara a molekularis hidrogénért torténd versengésnek a
szulfatredukdld, a metanogén €s a halorespiral6 szervezetek kozott (Suthersan 2005).

2.2 A szénhidrogének és szarmazékaik bontasi folyamatai

Mennyiségileg a legfontosabb szerves szennyezdk a szénhidrogének kiilonbozd véltozatai. A
legaltaldnosabban elterjedt vegyiiletek a kdolajbdl szarmazé szénhidrogének (n-alkdnok, egyéb
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alifasok, mono-, di- és poliaromds vegyiiletek, heterociklikus aromdsok és méas kevésbé gyakori
vegyiiletek keveréke), a klérozott oldészerek (mint pl. a trikloretilén), a feliiletaktiv anyagok, a
biocidek (pl. klérozott fenolok) és akar a N-tartalmi aromds vegyiiletek. Ezen vegyiiletek egyes
tagjainak mérgezd hatdsa, karcinogén tulajdonsdga kozismert. Szerencsére, a talajban és a talajviz-
ben €16 mikroorganizmusok e vegyiiletek koziil szdmosat bontanak.

2007-ben nagysagrendileg 4 millidrd tonna nyersolajat termeltek ki vildgszerte (IEA 2007). A
szénhidrogének okozta természeti katasztr6fakbol eredé nagymértéki kornyezetszennyezés rend-
szerint nagy visszhangot kelt, &m az ilyen balesetek val6jaban kevesebb mint a 10%-at adjék a
k&olaj-szarmazékokbodl szarmazé szennyezéseknek. A szennyezddések tobb mint 90%-a az lizem-
szer( haszndlat sordn keletkezik minden olyan helyen, ahol a szénhidrogéneket kitermelik, tirol-
jék, szallitjdk vagy felhaszndljdk, pl. a benzinkutakndl, repiilGtereken illetve ipari 1étesitmények
kornyékén (Atlas és Philp 2005).

A szennyezd vegyiiletek artalmatlanitdsa kiilondsen problematikus, ha a molekuldk lipofil tu-
lajdonsdguak, mert akkor konnyen felhalmozdédhatnak a tapldléklancokban. Ugyancsak gondot
okozhat, hogy szdmos szennyezdanyag még mérgezobb vegyiiletekké alakulhat 4t kiilonbozd anyag-
csereutakon. A poliaromds vegyiileteket vagy a trikloretilént példaul az eml6sok P450 monooxi-
gendz enzimjei epoxidokkd oxidaljak, melyek azutdn kovalens kotést képezhetnek a DNS-sel, mu-
taciot eredményezve, mely tumorokat okozhat. A bioldgiai bonthatésidgot a talajban leginkdbb
meghatarozoé tényezok az adszorpcid, volatilizacid, degradacié €s a kiligzas (Atlas és Philp 2005).

2.2.1 Az alifas szénhidrogének mikrobidlis bontasa

A gdzolaj nagy mennyiségben tartalmaz egyszer(, nem eldgazé n-alkdnokat. Az n-alkdnok a
kdolaj legkonnyebben bonthaté alkotdi, ezek bioldgiai bontdsat még 44 szénatomos molekulak
esetében is kimutattdk. Bontdsuk tobbnyire aerob koriilmények kozott (2.1. dbra), monotermindlis
tdmaddssal torténik valamilyen monooxigendz segitségével: elsd 1épésben az alkan alkoholld oxi-
dalédik, mely aldehiden keresztiil monokarbonsavva alakul. A monokarbonsav tovabbi lebontdsa
B-oxidacidval zajlik, mikozben két szénatommal rovidebb zsirsav és acetil-koenzim-A keletke-
zik, CO; kilépése kozben. A folyamat kdzben egyes esetekben toxikus zsirsav-felhalmozodast is
megfigyeltek, illetve ismertek példdk az omega (ditermindlis) oxidaciora is (Atlas 1981).

A legjobban feltart alkdn-degradécids ttvonal az OCT plazmid altal kédolt, Pseudomonas pu-
tida GPOI1 torzsben leirt anyagcsere-folyamat. Ebben az esetben egy membrankotott monooxi-
genaz és egy oldott allapotban 1év6 rubredoxin €s rubredoxin reduktdz szolgal elektronsontként
NADH-n keresztiil a hidroxildznak egy alkdn alkoholld konvertdldsa sordn. Az alkohol kés&bb
tovabb oxiddlédhat aldehiddé és szerves savva miel6tt a B-oxidécio és a trikarbonsav-ciklus folya-
mataiba jutna.

Az alkBFGHJKL operon kédolja az alkdnok acetil-CoA-vé alakitdsdhoz sziikséges enzimeket,
mig az alkST kédolja a rubredoxin reduktazt (alkT) és az alkBFGHJKL operon (alkS) pozitiv re-
gulatorat. Ez a két operon egymas utdn helyezkedik el, egy 9.7 kb DNS szakasszal elvdlasztva,
melyen beliill van az alkN, egy metilcsoportot fogadd-dtalakité fehérjét kodolé gén, mely az alké-
nok kemotaxisdban vehet részt. A P. putida P1-be inzertalt szekvencidk és az alk gének el6zbleg
megéllapitott G+C tartalma kisebb, mint akér a gazda torzsé, akar az OCT plazmidé. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a gének egy integralt mobil elem részei lehetnek (van Beilen et al. 1994,
2001).

Két masik plazmid rendszert részlegesen jellemeztek. A Pseudomonas maltophiliaban az OCT
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szubterminalis
alkan monoox:genaz

H,C-(CH,),-CH, ),-COH-(CH,) H
alkan-1-monooxigendz alkohol dehidrogendz
H.C-(CH,),-CH,OH H(CH,),-CO-(CH,),H

alkohol dehidrogendz Baeyer-Villiger monooxigenaz

H,C-(CH,),-CH,O H(CH,),-COO-(CH,),H
aldehid dehidrogendz észterdz
H,C-(CH,), COOH H(CH,),-OH HOOC-(CH,)H

w-zsirsav monoox1genaz /
B-OX|dac|o

HO-H,C-(CH,),-COOH

alkohol dehidrogenaz S -

~
OH,C-(CH,),-COOH A o
Szén- és energiaforras
aldehid dehidrogendz

HOOC-(CH,),-COOH

2.1. abra. Az aerob mikrobiolégiai alkan bontas fontosabb uitvonalai

plazmidot (Lee et al. 1996), amely egy olyan alkA gént tartalmaz, ami kiillonbozik a P. putida
génjétdl, és az egyedi pDEC plazmidot a Pseudomonas sp. C12B torzsben (Kostal et al. 1998).

Amikor més torzseket is jellemeztek, feltlint, hogy az alkdn lebonté gének szabdlyozasa és
csoportosuldsa a baktériumok kozott valtozik. Burkholderia cepacianak van egy alkB génje, mely
nem kapcsolhaté més alkdn bonté génekhez, mint ami pl. a P. putiddban is megtaldlhaté (Marin
et al. 2001). A alkB prométer ebben a szervezetben katabolikusan sokkal erdsebben represszalt,
mint a P. putida GPO1 esetében (Yuste €s Rojo 2001).

Az Acinetobacter ADP1 torzsben az alkM, a termindlis alkédn hidroxildaz k6dol6 gén, az alkR
gén éaltal szabdlyozott, ami nem mutat hasonlésdgot a P. putiddban taldlhaté6 LuxR-UhpA-szeri
alkS regulatorral. Rdadasul, az Acinetobacter ADP1 torzs génjei nem egy nagy operonban vagy
plazmidon taldlhatéak. Ugyanakkor ezek a gének 366 kb-ra vannak a rubA és rubB génektdl, me-
lyek a rubredoxint és a rubredoxin reduktazt kodoljak (Geissdorfer et al. 1999, Ratajczak et al.
1998). A alkM, rubA és rubB gének az Acinetobacter M1 torzsben homologok a nekik megfeleld
génekkel az Acinetobacter ADP1 torzsben. Erdekes, hogy ebben a torzsben két alkan hidroxildz
komplex (alkMa és alkMb) is jelen van, melyek expresszidja az n-alkdn lanc hosszisagdval szaba-
lyozott. Ennek megfelelden, a rubredoxin és a rubredoxin reduktdz konstitutivan expresszalédnak.
Az alkMa és az alkMb fehérjék hasonldak a P. putidaban leirt membrankotott alkB-hez (Tani et al.
2001).

A tobbszoros alkdn hidroxildz gének jelenléte egy torzsben nem egyedi eset. Két kiilonallé
monooxigendzt, egy Cu-tartalmi monooxigendzt és egy bels6-membran, Fe(II)-monooxigendzt
a P. putida GMol-hez hasonléan a Nocardioides sp. CF8 torzsben is leirtak (Hamamura et al.
2001). Mig a réztartalmi monooxigendz az alkdnok széles tartomdnyanak eleget téve expressza-
l6dik, addig a Fe(II)-monooxigendz csak a tobb, mint hat szénatomot tartalmazé alkanok hatdsara
indukélodik.

A alkén lebont6 rendszerek fontossdga ellenére kevés az informédciénk a nem aerob monooxi-
gendz kozvetitett anyagcesere-utakrdl. Az Acinetobacter sp. M1 torzs esetén irtdk le a Finnerty-
utvonalat, ahol egy dioxigendz enzim az alkdnokat aldehiddé konvertdlja n-alkil-hidroperoxidon
keresztiil, alkohol koztestermék nélkiil (Maeng et al. 1996, Sakai et al. 1996). A dioxigendz mole-
kularis oxigént igényel a n-alkanok (C10-C30) oxidalasdnak oxigén szabadgyokok termelése nél-
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kiili katalizdldsahoz. Egy flavin-adenin-dinukleotid kromofért taldltak, és az enzim valdszintleg
Cu?*-t tartalmaz. Rubredoxin és NAD(P)H nem sziikséges a reakci6hoz.

Mais Uj anyagcsere utvonalat taldltak egy Rhodococcus mutansban (Koike et al. 1999). Ebben
az esetben, az alifds szénhidrogénekbdl cisz-telitetlen, a metil csoporttdl termindlisan a kilencedik
szénatomnal kett8s kotéssel rendelkezd termékek keletkeztek. Feltételezhetd, hogy egy koenzim-
A fiiggetlen cisz-deszaturdz aktivitdsat tapasztaltdk. Dutta és Harayama (2001) megjegyezte, hogy
a hosszd szénldancu n-alkilbenzolok és az n-alkilciklohexdnok f6leg B-oxiddcidval bomlanak le
az Alcanivorax MBIC4326 torzs esetén. Ugyanakkor kis mennyiségben keletkezett termékek mas
anyagcsere Utvonalak 1étezésének a lehet6ségét is alatdmasztjak. Példdul, 4-ciklohexil-butdnsavat
4-ciklohexil-2-buténsavon (B-oxidacid) keresztiil metabolizaltdk és mas koztestermékeket nem va-
16szin(sitettek a B-oxidéacié sordn (4-ciklohexil-3-buténsav és ciklohexilkarbonsav).

A cikloalkdnok kiemelkedden ellenédlléak a mikrobidlis bontdssal szemben. A komplex alicik-
lusos vegyiiletek a legmaradand6bb olajkomponenseknek bizonyultak a kornyezetszennyezések
vizsgdlata sordn. Ismertek irodalmi adatok cikloalkdnok direkt oxidacidjardl €s kooxidacidjarol
egyarant. Egyes nem szubsztitudlt cikloalkdnok esetében figyeltek meg kezdeti kooxidacids 1é-
pést, majd az oxidalt cikloalkdn gy(rijének felhasitasat. A szubsztitudlt cikloalkdnok kevésbé el-
lenalléak a biodegradacidval szemben, kiillondsen, ha a szubsztituens egy megfeleld hosszisagu
n-alkén. Ilyenkor a lebontés a szubsztituensnél kezdddik el (Atlas és Philp 2005).

Az aerob szénhidrogén hasznosité mikrobdknak nem csak mint termindlis elektronakceptorra
van sziiksége a molekuldris oxigénre, de szintén nélkiilozhetetlen az aktividciés mechanizmusok
sordn is. A monooxigendzok és dioxigendzok hatdsédra az egyik vagy mindkét oxigén atom koz-
vetleniil a hidroxilalt vegyiiletbe épiil be. Ugyanakkor szdmos esetben az aerob kezelés a felszin
alatt kiilonb6z6 okok miatt nehézségekbe iitkozik. Az oxigén hozzaférés gitlasa, tobbek kozott az
alacsony oldhatésaga miatt nemcsak az 1égz€si folyamatokat gatolhatja, hanem magéat a lebontasi
folyamatot is (Holliger et al. 1997).

Az 1980-s évektdl kezdve egyre tobb uj mikrobat irtak le, melyek képesek voltak aromas illetve
telitett szénhidrogéneket hasznositani anaerob koriilmények kozott. Anaerob koriilmények kozott
az alkdn-bont6 szervezetek elsd sorban nitratot, ferri-vasat vagy szulfatot hasznédlnak elektronak-
ceptornak. Néhany baktérium képes a szénhidrogének oxidacidjara proton hidrogénné redukaldsa
mellett is, azonban ezek a szervezetek csak a metanogén mikrobdkkal szintréf kapcsolatban élnek.
Egy maésik csoportja az anaerob baktériumoknak, melyek képesek a szénhidrogének bontdséra az
anoxikus fototréf szervezetek. Az elsd tiszta tenyészetet, mely anaerob koriilmények kozott képes
alkdn bontédsdra 1991-ben irtak le. A szulfatredukdlé Hxd3 torzs hexadekdnon és mds hossziiszén-
lancu alkdnokon képes volt néni szigordan anaerob koriilmények kozott. A hexadekant széndi-
oxidig oxiddlta szulfatredukci6 mellett (Aeckersberg et al. 1991). Azéta szamos ujabb tenyészetet
irtak le, mely képes volt hat vagy tobb szénatomu alkanok hasznositasara (Aeckersberg et al. 1998,
Rueter et al. 1994).

2.2.2 A monoaromds szénhidrogének mikrobidlis bontasa

A monoaromds szénhidrogének, mint a benzol, a toluol, az etilbenzol vagy a xilolok (a tovab-
biakban BTEX-vegyiiletek) a benzol-gyfiriin alapul6 szerkezettel rendelkeznek. Ez a benzol gy(iri
szintén megtaldlhat6 akdr a lignin és humusz vegyiiletekben, akar az aromds aminosavakban, mint
pl. a fenil-alanin, tirozin, triptofan. A BTEX vegyiiletek dltalanosan megtaldlhatéak a gazolaj-
ban, de a kémiai ipar is nagy mennyiségben hasznélja Sket oldészerek formdjdban (Tsao et al.
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1998). Mindegyik BTEX vegyiilet szennyezdanyag, a benzol humdn karcinogén. A tobbi vegyiilet
is szdmos akut tiinetet okozhat. A BTEX vegyiiletek nagyon illékonyak, de az agyagrészecskék-
hez konnyen adszorbedlédnak, igy a talajban perzisztensek lehetnek. A talajvizbe beoldédhatnak a
viszonylag nagy vizoldékonysdguk miatt. A foldfelszin alatti tizemanyagtartalyok, csovek szivar-
gdsa, illetve a szallitds kozben keletkezett csovak miatt a BTEX vegyiiletek az egyik legnagyobb
felszin alatti szennyezdvé véltak.

Benzol R1=H R2=H
Toluol R1=CH R2=H
Etil-benzol R1=CH.CH, R2=H
Xilol R1=CH, R2=CH,

2.2. abra. A monoaromas vegyiiletek aerob mikrobiolégiai lebontasa

A mikrobdk a monoaromds vegyiileteket mind aerob mind anaerob tuton bontani képesek. A
szerkezetileg eltérd vegyiiletek szamos kiillonb6z6 anyagcsere titvonalon bomlanak le néhany koz-
titermékké (2.2. dbra), melyek aztdn tovabb bomlanak szintén néhdny anyagcsere-titvonalon. Az
aerob dtvonalak nagyrésze oxidacios 1épéseket tartalmaz, melyeket monooxigendzok és dioxige-
nazok végeznek. Ezen enzimeknek a termékei néhany jol meghatdrozhat6 vegyiilet, mint példaul
a katekol, a protokatekol, melyek szubsztrétjai azoknak a gy(riihasité enzimeknek, melyek mole-
kuléris oxigént haszndlnak a gyfir(i hasitdsdhoz (Heinaru et al. 2000, Diaz 2004).

Az ilyen tipusu anyagcsere-utvonalakat két csoportba lehet sorolni. Az egyik csoport, ahol az
aromds gylrl hasitdsaban dioxigendz enzimek (pl. katekol dioxigendzok) vesznek részt, ezeket
Osszefoglaldan “tod”-utvonalnak hivjdk. A masik csoport, ahol monooxigendz enzimek (pl. toluol
monooxigendzok) tdmadjdk az aromds gylrd metil szubsztituenseit. Ez utébbiakat nevezik fol”-
utvonalnak. A benzol csak a “fod”-ttvonalon keresztiil hasznosulhat, mig a toluol és a xilolok
lebomldsa mindkét anyagcsere-titvonalon keresztiil megindulhat (Mikesell et al. 1993).

Dioxigenéz enzimek szerepelhetnek az aromds gy(irli bontdsdnak szamos 1épésében. Egy alta-
lanosan elterjedt kezdd 1épése az aromds gytiri oxiddlasdnak a hidroxil4cid, melyet dioxigendzok
végeznek, melyhez redukalt kofaktorok - a katabolikus anyagcserében NADH - sziikséges. A re-
akci6 termékei kiillonbozd cis-diolok. Ezutdn mas dioxigendzok végzik a gy(ir(i hasitasat, ezeknek
nincs sziikségiik kofaktorokra, és a hidroxildlt aromas gyfrit hasitjak fel.

A dioxigendz enzimek dltal fémjelzett lebontési utvonalak kozos kozti termékei a katekolok,
amelyek reaktiv dihidroxilalt koztitermékek, €s amelyeknek aromds gyfrije a lebontas kdvetkezd
1épésben felhasad. A katekol-dioxigendz enzimek mononukledris, nem-hem vas-tartalmu enzimek,
melyek az aromds gy(r( hasitasat katalizaljak.

A lebontdsi anyagcsere-utvonalakat a gy(r{ihasitds mechanizmusa alapjan két csoportra lehet
osztani: “orto”- és “meta”’-utvonalra (Kim et al. 2003). Az "orto”’-titvonalban intradiol-hasit6 en-

zimek vesznek részt, leggyakrabban a katekol 1,2-dioxigenaz, (a tovdbbiakban: C120), melyek a
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sy 22 2

katekol aromds gydrjét az C1 és C2 szénatomok kozott hasitjadk. A “meta’-dtvonalban extradiol
hasité enzimek vesznek részt (pl. katekol 2,3-dioxigendz - C230), amikor az aromds gyfrd a C2
és a C3 illetve a C1 és a C6 szénatomok kozott hasad fel (2.3. dbra). Az intradiol enzimek Fe(III)-t
hasznalnak, mig az extradiol enzimek Fe(II)-t vagy Mn(II)-t komplexalnak (Yamahara et al. 2002).

A két lebontési dtvonalnak csupan egy kozos pontja van, a katekol, a gytr{ihasitas sordn ke-
letkez6 termékek azonban mdr nagyban kiilonboznek egymadstdl. A C120 terméke a cisz,cisz-
mukonsav, mig a C230 terméke a 2-hidroximukonsav-félaldehid. Ennek koszonhetSen a két tt-
vonal jol elkiilonithetd egymadstdl, és a specifikus gytirlihasité enzimek aktivitdsa, illetve azok
expresszidjadnak mértéke, valamint ezdltal az aromds vegyiiletek lebontdsdban résztvevé mikrobdk

lebontasi potencidlja jol jellemezhetd (Hegeman 1966).

orto-utvonal

o
+0, OH +0, = COOH +O, N
 — — —
onC120 N COOH COOH

benzol katekol cisz,cisz-mukonsav b-ketoadipat
c230 l+02 l+CoA
HOOC-CH,-CH,-COOH
Z "\CHO szukcinilsav
COOH *
N wcooni
- HCOOH aceti-o
H
2-hidroxi cisz,cisz- COOCH
mukonsav-félaldehid
o CH,-CHO
2-keto-4-pentaénsav acetrildehld
- CH.B'CO,:C,,OOH
meta-utvonal prrosz6iosay

2.3. abra. Az aromas gyiiri aerob mikrobiol6giai hasitasanak két atvonala (C120: katekol
1,2-dioxigenaz; C230: katekol 2,3-dioxigenaz

Egyes kutatasok kimutattak, hogy més a mineralizacié mértéke a természetben, valamint labo-
ratoriumi koriilmények kozott (Alvarez €s Vogel 1991). Amikor szennyezett talajbdl izolalt torzsek
konzorciumahoz egyenld mértékben adtak benzolt, toluolt és p-xilolt, akkor a mikrobdk kdzossége
csak a benzol és a toluol mineralizdcidjara volt képes, a p-xilol lebontdsa viszont zsdkutcdba ju-
tott, és a beldle képzddott 3,6-dimetilkatekol felhalmozddott a taptalajban, illetve polimerizalédott.
Ennek oka a kiilonb6z6 szubsztrat interakcidk kialakuldsa a BTEX-vegyiiletek kozott, illetve az,
hogy szamos mikroba nem tenyészthetd laboratériumi koriilmények kozott, amelyek pedig kome-
tabolizmus révén tovabb tudndk vinni az egyébként zsakutcdba jutéd folyamatokat (Oh et al. 1994).

A szubsztrat-interakcidk oka elsdsorban az, hogy a BTEX-vegyiiletek lebontdsdban egyszerre
tobb anyagcsere utvonal vehet részt (Tsao et al. 1998). Kimutattdk azonban, hogy ha a xilolok le-
bomlésa dioxigenaz enzimek segitségével torténik (“fod’-utvonal), akkor, ahogy azt mér kordbban
megfigyelték, reaktiv dimetilkatekolok képzddése és azok polimerizicidja miatt zsdkutcaba jut a
lebontés. Ez csak abban az esetben kovetkezik be, ha a tdptalajban a xilolok, illetve a toluol mellett
a benzol is jelen van (ami egyébként egy olaj, illetve gdzolajszennyezés esetén altaldnos), ugyanis
ilyenkor mindkét anyagcsere-utvonal tipus aktivalédik. Ennek hatdséara elkeriilhetetlen, hogy a xi-
lolok és a toluol egy részébdl reaktiv monometil- és dimetilkatekolok keletkezzenek, amelyek
spontdn polimerizdlddnak egymadssal a taptalajban. Bar az igy keletkez6 vegyiiletek még mindig
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jelentds toxicitdssal birnak, a szennyezett talajok esetén humuszkomponensekkel reakcidba 1épve
semlegesitédhetnek. Ennek kovetkeztében a xiloloknak kisebb része fog beépiilni a mikrobiélis
biomasszdba, ugyanis a mikrobdk a lebontds sordn a benzolt fogjak elényben részesiteni (Tsao
et al. 1998).

Azt is megfigyelték, hogy laboratériumi koriilmények kozott egyes, aromds szénhidrogéneket
hasznosité Pseudomonas torzsek esetében a ’fod”’-ttvonalat haszndlok vdlnak dominénssé a fol”-
utvonallal rendelkez6k kédrdra (Duetz et al. 1994). Mdra mar az is ismertté valt, hogy a benzol és
a toluol jelenléte a talajban elsGsorban azon torzsek elterjedését fogja okozni, amelyek dioxige-
naz enzimek (“tod’-utvonal) segitségével hasznositjdk az aromds vegyiileteket. Ha id6vel is, de
a xilolok, illetve a beldliikk szarmaz6 anyagcsere intermedierek is a mineralizdcié sorsara jutnak.
Ebben a folyamatban nagy szerep juthat a mikroszkopikus gombdknak, hiszen egyes fajok olyan
lignin-lebont6é enzimekkel rendelkeznek, amelyek az aromds vegyiiletek széles spektrumat képe-
sek oxiddlni, habar azok mineralizacidjdban nem vesznek részt kozvetleniil. A BTX-lebontés ezen
aspektusa azonban ma még kevéssé vizsgalt (Prenafeta-Boldu et al. 2002).

Aromds vegyiileteket anaerob koriilmények kozott is bontanak a mikrobék. Toluolt, m-xilolt,
etilbenzolt képesek denitrifikdlé koriilmények kozott bontani a Thauera €s Azoarcus torzsek a
B-Proteobacteria csoporton beliil. Ezek a torzsek dltaldban egy-két szubsztratot képesek hasznosi-
tani. A vas-redukal6 szervezetek koziil a Geobacter metallireducensrdl irtak le, hogy képes a toluol
bontasara. Egyes szulfatredukdlo szervezetek esetén is emlitik, hogy képesek az aromas vegyiile-
tek degradacidjara. llyenek a Desulfobacula toluolica és a Desulfobacterium cetonium. A toluol
anaerob lebontdsandl a benzoat-CoA a kozponti anyagcseretermék, melyet a legtobb toluol bontoé
szervezetnél ki is mutattak. A Thaurea aromatica esetében a benzil-szukcindt szintazt a bssABC
gének kddoljak, melynek 4tirdsat a toluol indukalja (bssD) (Widdel és Rabus 2001).

2.2.3 A poliaromas szénhidrogének mikrobialis bontdsa

A poliaromds szénhidrogének (PAH-ok) szintén a dizelolaj alkotérészei, de megtaldlhatéak
a katrany alkotérészeként, illetve magas homérsékletii ipari folyamatok, mint pl. olajfinomitas,
kokszgyartds soran is keletkezhetnek. A csoportba 16 kiemelt szennyezdanyag tartozik, melyek
feltételezetten karcinogén tulajdonsiguak. A legegyszertibb PAH a naftalin, mely két aromds gyU-
rlivel rendelkezik. Ahogyan né a gy(irlk szdma, tgy csokken a a vizben val6 oldékonysiga a mo-
lekuldnak. Kis oldékonysdguk miatt a felszin alatt elsGsorban a talajban fordulnak eld, és kevésbé
a talajvizben.

A mikroorganizmusok mind kometabolikus, mind metabolikus tuton képesek bontani a PAH
vegyiileteket. A kometabolizmus elsdsorban a nagy molekulatomeg(l vegyiiletek, illetve PAH ke-
verékek bontdsa esetén fontos. Ezzel ellentétben szdmos PAH, {f6leg a 2-4 gy(riit tartalmazé vegyii-
letek, sok baktériumnak novekedési szubsztratja. Bar izolélt baktériumtorzsek esetén kimutattak,
hogy egyes mikrobdk képesek a naftalint anaerob kdrnyezetben is lebontani (Galushko et al. 1999,
Rockne et al. 2000), a kutatdk tobb figyelmet forditanak az aerob bontdsi utvonalak feltaraséra.

Naftalinbont6 képességet mutattak ki tobbek kozott Pseudomonas putida, P. aeruginosa, P.
stutzeri (Yen és Serdar 1988), Comamonas testosteroni (Goyal és Zylstra 1996), Ralstonia sp. és
Rhodococcus torzsek kozott (Boyd et al. 1997). Fenantrénbonté torzseket taldltak tobbek kozott
P. putida (Yen és Serdar 1988), Comomonas testosteroni (Goyal és Zylstra 1996), illetve Burk-

holderia sp. (Laurie és Lloyd-Jones 1999) torzsek kozott. A négy aromds gyUr(t tartalmazo pirén
bontasara képes a Mycobacterium sp. PYR-1 (Heitkamp et al. 1988) és a Rhodococcus sp. UW1
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(Walter et al. 1991) torzs, mig a fluorén bontésat irtdk le a Terrabacter sp. DBF 63 (kordbban
Staphylococcus auriculans) torzsr6l (Monna et al. 1993).

A PAH vegyiiletek aerob lebontdsa sordan a kezdeti 1épés dltaldban a molekularis oxigén be-
épitése az aromds magba egy tobbkomponensii dioxigendz enzimrendszer segitségével, cisz di-
hidrodiolt képezve. Ezeket a vegyiileteket aztdn jra aromatizaljék a cisz-diol dehidrogendzzal di-
hidroxilalt koztestermékeket kialakitva. Ezek a szubsztratok dioxigendzok altal akdr “orto”- akar
“meta’-hasitasi itvonalon felnyilhatnak, mely a legvégén aztan a trikarbonsav-ciklus kdztestermé-
keinek kialakuldsahoz vezet (Gibson és Parales 2000, Kanaly és Harayama 2000).

A naftalin bakteridlis bontdsit sokan vizsgaltdk; az aerob oxidativ reakciot a naftalin dioxige-
ndz enzim végzi, mely naftalin dihidrodiol koztestermékeket képez. Ezek a dihidrodiolok aztan
a naftalin dehidrogendz enzim segitségével karbonsavva alakulnak, majd a dihidroxinaftalin di-
hidrogendz felhasitja a gyfirtit, azutdn tobb 1épésben szalicilsavvd alakulnak a koztestermékek. A
szalicilsav aztan katekolon keresztiil tovabb bomlik, akar vizzé és széndioxidda (Cerniglia 1992).

A legtobb esetben a naftalin transzformacidjat kédolo gének plazmidokon taldlhatok meg. Ezek
a plazmidok valészintileg kozremiikodtek a naftalin-bonté géncsoport elterjedésében a Pseudomo-
nas nemzetségen beliil. A mobil plazmidok inzercidkon és delécidkon mehetnek keresztiil mikoz-
ben a gazdasejtek kozott dtadédnak. Ugyanakkor szdmos esetben a naftalinbonté gén kromoszo-
man kodolva talalhat6 (Takizawa et al. 1999).

A legjobban tanulményozott plazmid a Pseudomonas putida G7 torzs NAH7 plazmidja. Ez a
plazmid két operont tartalmaz, a nah operont, mely a naftalin lebontdsanak elsd 1épéseihez (naf-
talint6l szalicilsavig) sziikséges géneket tartalmazza, €s a sal operont, mely a szalicilsavtdl a ka-
tekolokig torténd atalakitdst kddolja. A nahR gén egy szabdlyoz6 fehérjét kodol (36 kDa tomegi
polipeptid), mely a szalicilsav jelenlététdl fiigg. Ez a fehérje indukdlja a nah és a sal operonok
transzkripcidjat (Habe és Omori 2003).

A Pseudomonas putida G7 NAH plazmid nah génjei egy defektiv II. osztdlyu transzpozonon
(Tn4655) talalhatok, és igy megtorténhet a katabolikus gének sejten beliili dtrendezddése (Yen és
Serdar 1988). Ezeket az eredményeket erdsiti meg, hogy a Comamonas, Ralstonia, és Sphingomo-
nas fajoknak a génjei szintén hasonldak a klasszikus naftalin bonté génekhez. Az is nyilvanvalo,
hogy valamilyen konjugativ transzfer vagy transzpozicié torténhetett a csoportok kozott (Habe €s
Omori 2003).

A heteroatomot tartalmazé PAH-ok gatoljak a csak C és H atomokat tartalmazé PAH moleku-
lak bontasat. Novelik a lag-periddust, a maradék koncentracié mennyiségét, illetve csokkentik a
degradacié mértékét (Meyer és Steinhart 2000).

2.2.4 Az oxigén tartalmu szénhidrogének mikrobialis bontisa

Az oxigén tartalmu szénhidrogének, mint példaul a metil-tercier-butil-éter (MTBE), az etil-
tercier-butil-éter (ETBE) a fercier-amil-metil-éter (TAME), di-isopropil-éter (DIPE), a tercier-
butil-alkohol (TBA), a metanol és az etanol nem kd&olaj alkotok, de gyakran alkalmazzdk Oket
adalékanyagként az tizemanyagokhoz, ezzel eldsegitve a még teljesebb égést. A legaltalanosabban
alkalmazott vegyiilet a MTBE, magas oktdnszdma, alacsony el6allitasi koltsége, konny( széllitasa
és a gazolajhoz adagolhat6sdga, oktdnszdmnoveld ("kopogdsgatld") hatdsa miatt. Az MTBE bio-
degradici6janak folyamata még nem teljesen ismert. Altaldnosan, az alkil-éterek viszonylag stabil,
nem reaktiv molekuldk az éterkotés nehéz hasithatosaga és a tercier- €s quaterner-szén szerkeze-

tének a mikrobioldgiai tdimadassal szembeni ellendllésdga miatt.
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Az elmult évtizedben szdmos kisérleti eredmény bizonyitotta, hogy mind a baktériumok, mind
a gombdk kozott akadnak olyanok, akik képesek bontani az MTBE-t, anaerob vagy aerob médon,
kometabolikusan vagy szén- és energiaforrasként.

Kimutattdk a MTBE bontédsat metanogén kornyezetben, kis szerves anyag tartalmu talajban. A
konnyen bonthat6 szerves vegyiiletek jelenléte gatolta az MTBE lebontésat (Yeh és Novak 1994).
Szamos laboratériumi és terepi tanulmany szdmolt be arrdl, hogy az MTBE aerob feltételek ko-
zott mikrobioldgiailag bonthatd. Az eredmények azt a feltételezést tdmasztottdk ald, hogy egy
monooxigendz enzim felel6s az MTBE TBA-va alakitasaért (Steffan et al. 1997, Hardison et al.
1997).

Mo és munkatérsai (1997) harom tiszta tenyészetet izolaltak, amelyek képesek az MTBE-t
szénforrdsként hasznositani. Az egyik torzs a Methylobacterium mesophilium, melyet egy eleve-
niszap kozosségébdl izoldltak, a masodik Arthrobacter ilicis, melyet a Gingko fa termésébdl, és a
harmadik egy Rhodococcus sp., melyet a Gingko fa koriil talajbdl izoldltak. A Gingko fa tercier-
butil csoportot tartalmazé vegyiileteket valaszt ki a termésében .

Egy Graphium nemzetségbe tartozé fonalas gombérdl kimutattdk, hogy n-alkdn jelenlétében
képes volt az MTBE-t kometabolikusan bontani. Garnier és munkatérsai (1999) egy Pseudomonas
aeruginosat izolaltak, mely pentédn jelenlétében képes volt az MTBE-t kometabolikusan bontani.

A propan bonté Nocardia sp. ENV25 torzs szintén bontotta az MTBE-t, 30 6ra alatt a kiin-
dulasi 20mg/l koncentricioju vegyiilet 60%-at dtalakitotta széndioxidda. Az MTBE és a ETBE
oxidacidja sordan TBA volt a termék, mig TAME bontdsakor tercier-amil-alkohol (TAA). A MTBE
metoxi-metil csoportjat formaldehiddé, majd széndioxidda oxidélta. A TBA-t szintén tovabb oxi-
délta 2-metil-2-hidroxi-1 propanolld, amit aztan 2-hidroxi-izovajsavva alakitott. Egyik végtermék
sem szolgélt a torzsnek novekedési szubsztratjaként. Az enzimvizsgadlatok megéllapitottak, hogy a
szolubilis P450 enzim oxidalta mind a MTBE-t, mind a TBA-t (Steffan et al. 1997).

A Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 szintén képes az MTBE-t, a TAME-t és a TAA-
t lebontani, tercier-butil-formidt és 2-hidroxi-izovajsav koztestermékeken keresztiil. Ugyanakkor
nem sikeriilt a citokrém P450 enzimet kimutatni (Francois et al. 2002).

A Mycobacterium vaccae JOBS, propanon novesztve, a MTBE-t tercier-butil-formiatta és
TBA-va oxidélja. Ezek a termékek gyorsan felhalmozddtak extracelluldrisan. Kisebb TBF és TBA
termelés volt megfigyelhetd, amikor a sejtek 1- vagy 2-propanolt kaptak elsédleges szubsztritként.
Nem volt MTBE lebontds, amikor a sejtek elsddleges szubsztritja kazein-élesztokivonat-dextroz
volt (Johnson et al. 2004).

2.2.5 A halogénezett szénhidrogének mikrobidlis bontdsa

A halogénatomot tartalmazo szerves vegyiiletek a legelterjedtebb szennyezbanyagok kozé tar-
toznak. Bér évtizedekig a halogén atomot tartalmazé szerves vegyiileteket (a jol ismert hormon-
hatdsu anyagokon kiviil) kizarélag antropogén eredetlinek tartottdk, amelyeknek bioldgiai bontdsa
nem lehetséges, az elmult években szamos bizonyiték latott napvildgot a természetes uton kelet-
kezd halogén atomot tartalmazé szerves vegyiiletek 1étezésérdl. Bioldgiai eredetii szerves halogén
vegylilet termelését tapasztaltdk mind tengeri, mind szarazfoldi kornyezetben gombak, baktériu-
mok, novények, szivacsok, rovarok €s emlésok kozott (Gribble 1994, van Pée 1996, 2001), de
halogénezett szénhidrogén keletkezhet vulkanikus tevékenység hatdséra is (Jordan et al. 2000).

A halogénezett vegyiileteket tobbek kozott peszticideknek, oldoszereknek fejlesztették speci-
alis fiziko-kémiai tulajdonsagaik miatt. A halogén atomoknak nagy az elektronegativitdsa, a ki-
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alakult C-R kotés igen erds, a kotés ereje a halogén atom novekvé molekulatomegével csokken.
A halogén atom elektronmegtartd képessége befolydsolja a molekula reaktivitdsat, hdvezetését
és dielektromos tulajdonsagat is. A halogén szubsztituens mennyisége, formdja és mérete szintén
hatdssal van a molekula fiziko-kémiai tulajdonsédgaira, amely a sejtekbe val6 bejutast €s az enzima-
tikus reakciokat alapvetden befolydsoljdk. A halogén szubsztituens csokkenti a vizoldékonysdgot
és noveli a lipofil tulajdonsiagot, melynek kdvetkezménye a bioldgiai hozzaférhet6ség csokkenése,
a taplaléklancban torténd felhalmozodas novekedése, vagy a talajszemcsékhez torténd szorbeidja.
A halogén szubsztituens kozrejatszhat a szerves vegyiilet bioldgiai hatdsaiban, novelve annak to-
xicitasat, mutagén €s mas hatranyos tulajdonsagait.

Ezeknek a vegyiileteknek a mikrobidlis lebontdsa az egyik fontos paraméter, mely meghata-
rozza sorsukat a kornyezetben. A kritikus 1épés a halogénezett szénhidrogének lebontdsanal a ha-
logén atom — szénatom kozotti kotés megbontédsa. El6szor 1926-ban den Dooren de Jong mutatta
ki a bromozott alifds savak szénforrasként torténs hasznositasat (van der Meer 1994). Szamos
mikroorganizmus, kiillonb6z6 anyagcsere stratégidkkal a redox spektrum széles korében képes a
halogénezett szénhidrogének lebontédsara. Altaldnosan, mikrobidlis dehalogénezd stratégidk kozé

tartozik az elimindcid, az oxidécid, a redukcid, a szubsztitiicios reakcidk, a dehidrohalogénezés.

Halogfanlezeﬁ CO,+ H,0 + Cl + Energia
alifds =« y

e . re ~
szénhidrogén “~.

~ -
----------

Oxiddcié

Bakteridlis
enzimek

Redukcié

--------
- -y

o,” ‘HZO

2.4. abra. A halogénezett szénhidrogének direkt oxidacigjanak sematikus abraja. A mikroba a
halogénezett szénhidrogént szén- és energiaforrasként képes hasznositani.

Szadmos aerob baktérium és gomba képes halogénezett szénhidrogént hasznositani szén- és
energiaforrasként. Altaldnosan elterjedt a szénvdz megbontdsa, mind az alifds-, mind az aromds
halogénezett szénhidrogének lebontdsakor, melyet a dehalogénezd reakcid kovet. Szamos esetben
torténhet a halogénezett szénhidrogén oxidativ bontdsa kometabolikus folyamat révén. Néhany
aerob szervezet adaptalédott az oxigén-fiiggetlen degraddcidhoz is, mint pl. a reduktiv- és a hid-
rolitikus dehalogendlds. Az alifas halogénezett szénhidrogének dehalogénez6 reakciéi aerob ko-
rilmények kozott eléggé diverzek. Hidrolitikus és szubsztitutiv dehalogendz enzimek dltaldnosan
elterjedtek szdmos szerves halogénezett molekulat bonté mikroorganizmus kozott (2.4. dbra).

Részletesen vizsgaltdk a Xanthobacter autotrophicus GJ10 torzsnek (DhlA), a Rhodococcus
eryhtropolisnak (DhaA) és a Sphingomonas paucimobilisnak (LinB) a haloalkdn dehalogendz enzi-
mét is. A haloalkan dehalogendzok az a/B-hidroldz enzimcsaladba tartoznak, a szén-halogén kotést
egy kovalens kotés( alkil-enzim koztesterméken keresztiil hasitjdk. A Xanthobacter autotrophicus
DhIA enzimje két nagy domént tartalmaz, a f6 doménben nyolc, majdnem parhuzamos 3-lemezt,
a-hélixekkel 6sszekapcsolva. A masik, a fed6-domén o helikdlis szerkezetd. A katalizis egy Asp-
His-Asp triad segitségével torténik, mely funkciondlisan hasonlit a szerin-protedzokhoz, csak itt a
nukleofil aminosav szerin helyett aszpartit. Az enzim kinetikdjénak vizsgalatakor megallapitottak,
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hogy magénak a szén-halogén kotésnek a hasitdsa gyorsabb, mint ahogyan a halid eltdvozik az
aktiv helyr6l. A DhaA és a LinB enzimek szerkezete nagyon hasonlit a DhIA enzimhez, néhany
kiilonbséggel az enzimek geometridjdban, az aktiv hely tiregében és a termék stabilizdcidjanak
mechanizmusédban (Janssen et al. 2001, de Jong és Dijkstra 2003).

A halosav-dehalogenazok az a-halogénezett karbonsavakat katalizéljdk (pl. 2-kloroacetat — az
1,2-dikléretan koztesterméke). Ezek az enzimek a halosav dehalogendz szupercsaldd tagjai, ahova
a Mg-fiiggb foszfatdzok és a P-tipusi ATP-azok is tartoznak. A halosav dehalogendzok dimerek,
melyek két vagy harom domént tartalmaznak. Ezek az enzimek nagyon eltérnek a haloalkdn deha-
logenédzoktol. Bar szintén aszpartat-alapu katalitikus mechanizmussal miikodnek, de nincs hiszti-
din, mely a nukleofil vizet aktivalna. A halid k6t6 helyiik szintén eltér az el6z6 csoport enzimjeit6l
(de Jong és Dijkstra 2003).

Toluol CO,+H,0+Energia
y

Oxiddcid
Halogénezett

alifés
szénhidrogén

monooxigendz

¥ Epoxid + CI

____R_eﬁji‘ff'.".___ Alkoholok
"~ _Szerves savak

~

o,° ~AHzo

2.5. abra. A halogénezett szénhidrogének kometabolikus oxidaciéjanak sematikus abraja
toluol-monooxigenaz enzimmel

Aerob kometabolizmus megfigyelhetd minden kloro-etén esetén, de a folyamathoz sziikséges
egy elsddleges szubsztrat, mint példaul a toluol, vagy a metin, ami azt jelenti, hogy a célvegyiilet
degradécidjat csak indirekt médon lehet szabalyozni (2.5. dbra). Az oxidativ halogenéciét dltalaban
mono- és dioxigendzok (példaul metdn monooxigendz, ammonia monooxigendz, fenol hidroxilaz,
toluol monooxigendz, toluol dioxigendz) katalizéljdk, ahol egy-, vagy mindkét oxigénatom beépiil
a szubsztrat molekuldba. Az oxigén beépiilése epoxidok és halohidrinek kialakuldsdhoz vezethet-
nek, amelyek spontdn lebomolhatnak (Anderson és McCarty 1997, Chauhan et al. 1998, Hopkins
et al. 1993, Shim et al. 2001).

Az aromds halogénezett szénhidrogének esetén két f6 bontasi utvonalat figyeltek meg: (i) az
els6 1épés reduktiv, a dehalogénezés hidrolitikus vagy oxigenolitikus mechanizmussal torténik;
(i1) a dehalogénezés az aromas gytir( hasitdsa utan, az alifds anyagcsere-terméknél torténik. Né-
hany szervezet esetén a kezdeti dioxigendz tdmadas egy halogénezett cisz-dihidrodiolt eredmé-
nyez, mely spontdn tovabb bomlik, ahol a halogén szubsztituens elimindlédik (Janssen et al. 2001).

Az egy- vagy két kloratomot tartalmazé aromds vegyiileteket a klératom dehalogénezése nél-
kiil, halokatekol képz6dés sordn bontjak a mikrobdk. A halogénezett katekol bontdsa aztdn hasonld
utvonalon torténik, mint az aromds szénhidrogének lebontasa (1d. 2.2.2 fejezet). Ezzel ellentétben
a poliklérozott aromds vegyiiletek, mint példaul a pentaklorfenol (PCP), bontdsa aerob baktériu-
mok 4ltal egy oxigendz tdmadassal torténik, melynek a terméke egy klorohidrokinon, azonban az
aromds gy(rl hasitdsa altaldban csak az oxidativ, hidrolitikus vagy reduktiv uton torténd deha-
logénezés utan valdsul meg. A Shingobium chloropholicum esetén egy vizoldékony flavoprotein
monooxigendz katalizdlja a NADPH-fiiggd deklorinécidt tetrakloro-p-hidrokinont eredményezve.
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Ezzel ellentétben a PCP transzformécidja tetrakloro-p-hidrokinonna a Mycobacterium chlorophe-
nolicum és a M. fortuitum esetén egy membran-kotott citokrom P450-tipusd enzim dltal katalizalt
(Fetzner 1998).

Bar a klorozott szénhidrogének oxid4cidja mind aerob mind anaerob kdrnyezetben bizonyitott
(Bradley et al. 1998, Hartmans és De Bont 1992, Singh és Ward 2004, Verce et al. 2000), az
oxidacid csak a kevésbé klorozott etének (pl. cDCE ill. VC) esetén hatdsos. A mai napig nem
irtak le olyan szervezetet, mely aerob koriilmények kozott képes volt a PCE-t illetve a TCE-t, mint
egyediili szénforrast hasznositani.

Az anoxikus kornyezetekben a kloroetének energiaszerz$ oxidacidja még kevéssé ismert. Bar
Bradley és munkatérsai (1998, 1996) leirtak a cDCE €s a VC mineralizacigjat vas- illetve mangan-
redukdlé kornyezetben, ezeknek a folyamatoknak a bioremedidcidban betoltott szerepét még ne-
héz felbecsiilni. Az Acetobacterium dehalogenans homoacetogén baktérium és a Dehalobacterium
fromicoaceticum képes hasznositani a klérmetant és a diklér-metant szén- €s energiaforrasként
(Migli et al. 1996, Traunecker et al. 1991).

Az anaerob kornyezetekben az uralkod6 anyagcsere folyamat a reduktiv deklorinécié (Holliger
et al. 1998, Loffler et al. 1996, 1999, Smidt és de Vos 2004). Bar ezt a stratégiat aerob szerveze-
tek is alkalmazzdk, az alifds- és aromds halogénezett szénhidrogének reduktiv dehalogendcidja
elsGsorban anaerob kornyezetekben ismert (2.6. dbra). Ezekben a folyamatokban a halogénezett
szénhidrogén termindlis elektronakceptorként szolgal a mikroba szdmdra. Az elsd izolalt torzs,
melynél bizonyitottdk, hogy a 3-klorobenzoat dehalogénezése energiaszerzd folyamat, a Desulfo-
monile tiedjei volt (DeWeerd et al. 1990).

Szerves szénforrds .
(elektron donor) CO,+ H,0 + Energia

plal T Y
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Dehalogendz
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2.6. abra. A halogénezett szénhidrogének reduktiv deklorinaciéjanak sematikus abraja. A
halogénezett szénhidrogén elektron akceptorként hasznosul (EPA 1998).

Reduk

2.7. abra. A perkléretilén teljes reduktiv deklorinacidja eténig

Azdéta mas csoportok kozott is kimutattak a dehalorespirdciora képes szervezeteket, ilyenek
példaul a proteobaktériumok egyes csoportjai (Sulfurospirillum — €-Proteobacteria; Desulfomonile,

16



2.2. A SZENHIDROGENEK ES SZARMAZEKAIK BONTASI FOLYAMATAI

Desulfuromonas, Desulfitobacterium — d-Proteobacteria); a Gram pozitiv szervezetek koziil a De-
halobacter, Clostridium (Firmicutes) és a Dehalococcoides csoport tagjai (Bradley 2003, Loffler
et al. 2000, Smidt és de Vos 2004).

Ezeket a szervezeteket dltaldban szennyezett teriiletekrdl izoldltdk (Smidt és de Vos 2004),
€s szigoruan anaerob szervezetek, kivéve az Enterobacter MS-1 torzset, mely fakultativ anaerob
(Sharma és McCarty 1996). A szervezetek koziil szamos képes a PCE-t és a TCE-t cDCE-ig ala-
kitani, de a mai napig csak a Dehalococcoides ethenogenes fajrdl irtdk le, hogy képes a PCE-t
illetve a TCE-t eténig alakitani (2.7.4bra), azaz a teljes reduktiv deklorindci6 folyamatét véghez-
vinni (Cupples et al. 2003, He et al. 2003, Hendrickson et al. 2002, Maymo-Gatell et al. 1999,
Ritalahti és Loffler 2003).

A Dehalococcoides ethenogenes 195 volt az elsd olyan torzs, melyrdl leirtdk, hogy a PCE-t
eténig redukélja, de itt az utols6 1€pés, ahol a VC eténné alakul, kometabolikus és lassu folyamat
volt (Maymo-Gatell et al. 1999). A nagy attorést a Dehalococcoides sp. BAV1 torzs jelentette,
amely els6ként volt képes a cDCE 6sszes izomerjét €s a VC-t, mint elektronakceptort hasznositani
(He et al. 2003).

Bér eredetileg azt feltételezték, hogy a biotranszformacio folyamata a klérozott oldoszer forra-
sdnak kozelében a nagy koncentrdcidban el6forduld szennyez6 anyagok mérgezd hatdsa miatt nem
valésul meg (Bouwer 1994, Robertson és Alexander 1996), a mostani klororespirdciora iranyuld
laboratoriumi vizsgalatokban kimutattdk, hogy deklorindlé kozosségek képesek a reduktiv deklo-
rindciora a PCE vizes oldatdnak telitett koncentricidja esetén is (Yang és McCarty 2000). Nielsen
és Keasling (1999) kimutattak, hogy ilyen nagy PCE koncentréci6 esetén a legtobb az elektrondo-
norbdl szarmaz6 (gliik6z) redukdlé ekvivalenst a reduktiv deklorinécié folyamata sordn haszndltak
el a mikrobdk, taldn éppen amiatt, hogy a nagy PCE koncentraci6 a tobbi mikrobidlis anyagcsere
folyamatokat gatolta.

Az aromds halogénezett szénhidrogének bontdsat kimutattak nitrat-, szulfat-, Fe(I1)-redukcid
soran is, szamos kloro-, bromo-, és fluorbenzoat-bontd szervezetet izolaltak a Proteobacteria ko-
zil, mint pl. Acidovorax, Azoarcus, Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Pseudomonas, és Thaurea
(Smidt és de Vos 2004).

Az els6 reduktiv dehalogendz, melyet izoldltak, a Desulfomonile tiedjei 3-klorobenzoat reduk-
tiv dehalogendza volt. Ez az enzim egy membrankotott fehérje, amely az oxigénre nem érzékeny
€s egy hem-molekuldt is tartalmaz (Ni et al. 1995). A 3-klorobenzoat alapu dehalogenacioban egy
citokrom c is részt vesz, mig minden mds reduktiv dehalogendz enzimnél korrinoid kofaktort ta-
laltak. A Desulfitobacterium PCE-S PCE reduktiv dehalogendza is membréan kotott molekula. Az
enzimet fumaraton és piruvaton nevelt sejtekbdl izolaltak, amely azt mutatja, hogy az enzim kons-
titutivan expresszalodik. Egy alegységbdl all, egy korronoid kofaktort és 8 Fe atomot ill. 8 savra-
boml6 ként, mint kofaktort tartalmaz. Ez az enzim a klérozott aromés vegyiileteket nem bontja. Az
enzimet a cianid és a szulfit gdtolja, amely arra utal, hogy a kobalamin(III) részt vesz a katalitikus
reakci6ban. Ehhez az enzimhez nagyon hasonlé enzimet tisztitottak a Dehalobacter restrictusbol
is. A Dehalospirillum multivorans reduktiv dehalogendza hasonlé aktiv helyet tartalmaz, de a fe-
hérje nem membrankotott, hanem a szolubilis frakcidban van a sejtben. Az enzimet kédold gén
vizsgalatakor megéllapitottdk, hogy két leolvasasi keret van, a pceA és a pceB. A pceA kédolja
a reduktiv dehalogenazt, mig a pceB egy hidroféb fehérjét kodol, mely két transzmemebran hélix
résszel horgonyként szerepel (Holliger et al. 1998).

Anaerob kometabolikus reduktiv deklorindciot figyeltek meg metanogén (Fathepure és Boyd
1988), acetogén (Terzenbach és Blaut 1994), illetve szulfogén (Cole et al. 1995) kornyezetben PCE

17



2.3. A SZENHIDROGENEK LEBONTASAT BEFOLYASOLO KORNYEZETI TENYEZOK

esetén. Szdmos anaerob baktérium tetrapirrol kofaktorokkal, flavoproteinekkel, ferredoxinokkal
katalizélja a kometabolikus reduktiv deklorinéciét.

2.3 A szénhidrogének lebontasat befolyasolo kornyezeti tényezok

Egy adott kdrnyezetben az anyagcsere folyamatokat a mikroba-k6zosség €lettani képessége, a
homérséklet, az uralkod6 redox koriilmények termodinamikai korlatai, az elérhetd elektronakcep-
torok és donorok mennyisége €s a szubsztrat elérhetdsége befolyasolja.

2.3.1 A homérséklet hatasa

A hémérséklet befolydsolja a szénhidrogének fizikai és kémiai dllapotat, igy alapvetSen hatds-
sal van azok biodegradacidjara. Kis hdmérsékleten az olaj viszkozitdsa megnovekszik, a toxikus és
volatilis komponensek parolgasa lecsokken. Egyes kutatok szerint a lebontds optimélis h6mérsék-
lete 35°C (Deeb és Alvarez-Cohen 1999), dm a szénhidrogének biodegradicidja tdg hdmérsékleti
hatarok kozott megtorténhet. Ismertek pszichrofil, mezofil €s termofil mikrobdk is, melyek képesek
szénhidrogének hasznositdsdra. A legtobb szennyezett teriilet hdmérséklete nem optimalis, ezért
feltétleniil sziikséges olyan szervezetek megismerése €s izoldldsa, melyek képesek alacsonyabb
hémérsékleten is a biodegradaciora. Leirtak szénhidrogén degraddciét 0°C alatti hdmérsékleten,
de izoldltak mar olyan Rhodococcus torzset is az Antarktiszrdl, mely szamos n-alkant volt képes
lebontani -2°C-n, de nagyobb hoémérsékleten nem (Bej et al. 2000).

Whyte és munkatarsai (1998) izolaltak olyan Rhodococcus torzset, mely 0-30°C kozott képes
az alkdanok lebontdsara. Klug és Markovetz (1967), valamint Mateles és munkatérsai (1967) pedig
70°C-on foly6 szénhidrogén lebontdsrdl szdmoltak be. Szamos szerzd irt le mikrobidlis deklori-
nicids folyamatokat és izoldlt torzseket boredlis, vagy arktikus talajokbol (Minnisto et al. 1999,
Mohn et al. 1997).

A mikrobakozosségek Osszetétele évszakos véltakozast mutat, ami a szénhidrogének adott h6-
mérsékleten torténd lebontdsdnak sebességében is tiikrozodik. Atlas és Bartha nagyobb mennyi-
ségben tudtak kimutatni 5°C-on szénhidrogéneket bontani képes mikrobdkat télen, mint az egyéb
évszakban gy(jtott mintdkbodl (Atlas 1981).

A homérséklet hatdsa az eltérd osszetételti olajok esetében kiilonb6z6. Kis hdmérsékleten a
volatilis szénhidrogének, melyeknek egy része toxikus a mikrobdkra, lassabban parolognak, ami a
biodegradécié meginduldsat késlelteti. Egy kés6bbi tanulmanyban Atlas hét kiillonb6z6 nyersolajat
hasonlitott dssze. 20°C-n a kisebb atlagos molekulatomegt (konnyebb) olajok nagyobb abiotikus
veszteséget szenvedtek és konnyebben indult meg bioldgiai lebontdsuk, mint a nagyobb &tlagos
molekukatomegii (nehezebb) olajoké, melyek mineralizaci6janak sebessége is szdmottevden ki-
sebbnek bizonyult. 10°C-on szdmottevd lag fazis volt megfigyelhetd a konny( olaj biodegrada-
ciéjanak meginduldsa el6tt, mig a vizsgdlt nehéz olajban nem taldltak toxikus volatilis frakciot.
A konnyebb olajok tobb olyan volatilis 6sszetevét tartalmaznak, melyek a mikrobdkra toxikusak
és 10°C-on csak lassan tdvoznak, igy gétolva a biodegradéciét alacsonyabb homérsékleten. Ho-
rowitz és Atlas az Eszaki-sark felszini vizeit tanulmanyozva kimutatta, hogy nyaron a kiilonféle
szénhidrogének bontdsa azonos sebességgel folyik. Allitasuk szerint alacsony hémérsékleten a ko-
metabolizmus fontos szerepet jatszik a sz€nhidrogének lebomlasi sebességének meghatirozasdban
(Atlas 1981).
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A poliklérozott bifenil (PCB) deklorindcigja is hdmérsékletfiiggd. Wu és munkatérsai (1997)
megéllapitottdk, hogy 8 és 34°C kozott 28%—65% kozott csokkent a hexa- ill. nonaklorobifenilek
mennyisége, és nott a tri- és tetrabifenileké. Az optimalis hdmérséklet 20-27°C volt a teljes deklo-
rindcidhoz. Négy kiilonbdz6 mikrobidlis deklorindcids folyamatot dllapitottak meg, tfedd hdmér-
sékleti intervallumokkal. Holliger és munkatarsai (1992) poliklérbenzolok mikrobidlis biodegra-
daci6jandl az optimalis homérsékletet 30°C-ndl allapitottadk meg. Kengen és munkatérsai (1999)
sikeresen kimutattdk a PCE reduktiv deklorinaciéjat cDCE-re 65°C-n is.

2.3.2 A redox-potencial tartomanyok befolydsolo hatdsa

Az egyes mikrobidlis folyamatok eltérd termodinamikai feltételek kozott zajlanak le. A mik-
roorganizmusok azokat a folyamatokat preferaljdk, melyekbdl tobb energidt nyernek anyagcseré-
jikhoz. A kornyezet termodinamikai feltételei meghatarozzak a kornyezetben torténé anyagcsere-
tipusokat.
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2.8. abra. A Kkiilonb6z6 redox-potencialii zonakban elérheto elektronakceptorok, kiilon jelezve a
reduktiv deklorinaciora alkalmas redox-potencial tartomanyt

A termindlis elektronakceptor folyamatok megoszlasat a teriiletre bedraml6 és onnan Kitiriild
elektronakceptorok ardnya hatdrozza meg. Az oldott elektronakceptorok (O2; NO3 ™ stb.) mennyi-
ségének véltozdsa a talajvizaramlds sebességétdl fiiggden lehet gyors folyamat (Oy; NO3™ stb.),
mig az dsvanyokbdl szarmazé elektronakceptorok (Mn, Fe) lassu véltozédst okozhatnak a folya-
matokban (Baedecker et al. 1993). Az elektronakceptorok kiiiriilésének iiteme altaldban fiigg az
elérhetd elektrondonorok (élt. szerves szén és molekuldris hidrogén) mennyiségétdl és osszetéte-
1ét61 (McMahon és Bruce 1997).

Az egyes elektronakceptorok redukaldsdbol szarmazé Gibbs-féle szabad energia alapjin a leg-
tobb energidt a mikrobdk az oxigén redukdlasabol képesek nyerni, azt koveti a nitrat, a vas(1Il), a
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szulfét és a karbonit.

Szamos szennyezdanyag oxidativ koriilmények kozott gyorsabban bomlik le, mint anaerob
kornyezetben. A szénhidrogéneket aerob médon tdmado elsé enzimek oxigendzok, melyeknek fel-
tétleniil sziikségiik van a molekuldris oxigénre. A talajok esetében az oxigén bejutdsa szamos eset-
ben gatolt — példaul a talaj porozitdsa nem megfeleld — igy a gdzok beoldddasa a vizes fazisban
korldtozott. Ugyancsak akaddlya lehet az oxigén kis mértéki oldéddsa vizben. Ha nincs megfe-
lel6 mennyiségii elérhetd oxigén, akkor hidba lehet az adott vegyiiletet aerob koriilmények kozott
bontani, ezek a folyamatok nem fognak érvényesiilni. Az aerob folyamatok serkentése céljabol
gyakori bioremedidcids technoldgia a teriilet dtlevegdztetése, vagy oxigén kibocsité vegyiiletek
(pl. hidrogén-peroxid) juttatdsa a teriiletre.

Az aerob respirdcid, mint az energetikailag legel6nyosebb folyamat hidnya, érdekes Osszetett
biogeokémiai stratégidkat tud kialakitani anaerob kornyezetben. Anaerob koriilmények kozott az
elektron €s szén utjanak atfogd képe egy olyan szukcesszids folyamatot dbrazol, mely sok, kii-
16nb6z6 mikrobdk altal katalizalt degradacios 1€pésbdl all 6ssze. A szerves makromolekuldkat
kiilonb6z6 mikrobacsoportok egyiittesen bontjdk (mint pl. elsédleges €s mdsodlagos fermentd-
16k és metanogének), a végsd 1€pés ebben a hdlézatban a termindlis elektronakceptor folyamatok,
melyekben elektronakceptorok redukdlédnak kis molekulatomegii koztestermékekkel (pl. acetét,
formidt), vagy molekuléris hidrogénnel (Loffler és Sanford 2005).

Az anaerob lebontds kulcsfontossagu koztesterméke az oldott molekuldris hidrogén, mely nem
csak kozos terméke szdmos fermentacids folyamatnak, de szintén elektrondonor lehet termindlis
elektronakceptor folyamatokndl. A molekularis hidrogén rendelkezik a legrovidebb tartézkodasi
idovel az anoxikus kornyezetben. A H, fogyasztds és termelés mértékét az enzimatikus reakciok
termodinamikdja irdnyitja. A tobb fajta, eltérd tulajdonsdgi hidrogendzok jelenléte miatt mind a
H, fogyasztds, mind a H; termelés végbemehet parhuzamosan egyetlen mikroba-kdzosségen beliil
1s, akdr populaciok kozott is. Természetes okoszisztémdkban a redukdlt szerves anyagok dram-
lasa, a Hy képzd és a H fogyasztd folyamatok egy dllanddsult Hy koncentracié kialakuldsédhoz
vezetnek. Ezt az 4llanddsult H, koncentracidt a dominéns termindlis elektronakceptor folyamat
energetikdja szabdlyozza. A H, (fogyasztdsi) kiiszob az a minimum H; koncentricid, mely egy
termindlis elektronakceptor redukaldsabol elérhet6 egy adott elektrondonor jelenlétében. A Hj kii-
szobkoncentracio a redox reakciok Gibbs-fel szabad energidjaval ellentétesen korreldl.

Ha egy adott szennyezdanyag elektronakceptorként szolgal (pl. PCE, TCE) egy mikroba sza-
madra, akkor a vegyiilet redukaldsdbol szarmazé energia illetve a Hy kiiszobkoncentricié alapjan
meghatdrozhaté milyen redox feltételek kozott torténhet meg a molekula lebontdsa. Az egyes kom-
petitor elektronakceptorok (melyek redukéldsa nagyobb energiat eredményez) jelenléte gatolhatja
a vegyiiletek lebontasat. Szamos esetben leirtak, hogy a reduktiv deklorinal6 folyamatokat a szulfat
jelenléte gétolhatja, mert a szulfatredukal6 szervezetek kiszoritjdk a dehalorespiralokat (Townsend
és Suflita 1997, Sung et al. 2003). Ha egy adott szennyezdanyag elektrondonor a mikroba sza-
madra, akkor annak oxidacidjahoz sziikség van elérhetd, energetikailag kedvezd elektronakceptorra
is. Ennek ismeretében, ha ismerjiik az adott vegyiiletcsoport lebontdsi dtvonalait, a teriilet részle-
tes felmérése utdn megjosolhatd, milyen mikrobiolégiai folyamatok fognak lezajlani. ElIméletben
a Hj koncentraciot a dominéns termindlis elektronakceptor folyamat energetikdja szabélyozza.
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2.3.3 A felvehet6 tapanyagok hatdsa a biodegraddciora

Az Exxon Valdez tankerhajo balesetébdl szarmazo olajfolt felszamolédsdra alkalmazott mitra-
gya kezelések és egyéb hasonld témdju munkak ravildgitottak arra, hogy a tdpanyaghiany limitdlo
tényezd lehet a szénhidrogének bioldgiai lebontdsa sordn. Egy olajfolt egy behatdrolt teriileten
nagy mennyiségii elérhet6 szenet jelent a mikrobdk szdmdra, azonban az adott teriileten a szén be-
épitéséhez sziikséges mennyiségi nitrogén és a foszfor elérhetdsége kritikus fontossagu. A vizes
kozegekben, az erdsen turbulens vizeket kivéve, az olajfilm kornyezetének nitrogén €s a foszfor
ellatasat csak a diffiizi6 biztosithatja, ami viszont elégtelen lehet a mikrobdk ndovekedése és anyag-
cseréje szempontjabol idedlis C/N és C/P ardny fenntartdsahoz.

Atlas szerint az optimélis C/N és C/P ardny tengervizben 10:1 és 100:1 (Atlas 1981). Dibble és
Bartha (1979) a nyersolaj biodegradécidjat, illetve nitrogén, foszfor és vas hozzdaddsdnak a deg-
raddciora kifejtett hatdsat vizsgéltdk szennyezett €s viszonylag tiszta, litordlis vizekben, amelyet
a New Jersey-i partok mentén gyijtottek. A nitrogén, foszfor és a vas hozzdaddsa nélkiil mindkét
mintdban elhanyagolhat6 volt a nyersolaj biodegradécidja. A nitrogén és foszfor adagoldsa rend-
kiviil gyors biodegradacidt tett lehetdvé: az olaj tobb, mint 73%-a lebomlott hdrom nap alatt a
szennyezett vizben. Ha a vizmintdk vastartalma nagy volt (5,2 mM), a vas adagoldsa nem fokozta
a lebontast. Kevésbé szennyezett €s kisebb vastartalmu (1,2 mM Fe) vizmintdk esetében az olaj
biodegradédcigja szamottevden lassibb volt (21% 3 nap alatt), de vaskelat hozzdadasa stimuldlta
a lebontést (Atlas 1981). Fedorak és munkatarsai (1981b, 1981a) ENy Kanada boredlis talajaiban
vizsgalta az in-situ olaj degradaciot. Nitrogén és foszfor tartalmi miitragya alkalmazédsa a baktéri-
umok szdmanak gyors novekedését okozta, mikozben a gombdk szama nem nott. Ezt az n-alkdnok
€s az izoprenoidok gyors eltlinése, valamint a telitett vegyiiletek tomegének folyamatos csokkenése
kovette.

Ha a szennyez$ vegyiilet elektronakceptorként szolgdl a mikroorganizmusok szdmara, akkor
a mikrobdknak sziikségiik van elektrondonorokra is az anyagcsere-folyamataik fenntartdsahoz.
Skubal és munkatarsai (2001) azt tapasztaltdk, hogy BTEX vegyiiletekkel és TCE-vel egyarant
szennyezett teriileteken az aromds vegyiiletek hatdsara a TCE bontdsa is gyorsabb volt. Mdsok a
talajvizet szerves anyaggal gazdag szilard fazison vezetik keresztiil, hogy a reduktiv deklorinaci6-
hoz sziikséges megfelel6 mennyiségli elektrondonor a rendelkezésére alljon a mikrobdknak (Kao
et al. 2003). Szintén megoldas lehet olyan vizoldékony anyagok adagoldsa a teriiletre, melyek
elektrondonorként szolgédlnak a bont6 szervezeteknek (Borden és Rodriguez 2006, Freeborn et al.
2005). A megfelel6 adalékanyag kivalasztdsa azonban nem egyszer( feladat. A szennyezett terii-
leten €16 mikrobak6zosség szdmos tagja hasznosithatja ugyanazon vegyiileteket szénforrasként.
A sikeres bioremedidcionak azonban az a célja, hogy azokat a mikrobdkat serkentsiik, melyek a
szennyezd anyagokat képesek lebontani. A halogénezett szénhidrogének reduktiv deklorinicid-
jara csak néhany szervezet képes, jellemz6en molekularis hidrogént és egyszerli szerves savakat
hasznositva elektrondonorként (Maymo-Gatell et al. 1999, Loffler et al. 2000, He et al. 2003). Eze-
ket a vegyiileteket szdmos metanogén, szulfatredukalo, vagy vasredukalé mikroba is felhasznélja
anyagcsere-folyamataihoz. Ezért a megfeleld adalékanyag kivélasztasa kétszeresen is fontos az
ilyen tipusu serkentett bioremediici6 esetén. Egyrészt az adalékanyag serkenti a deklorindl6 szer-
vezeteket, masrészt a megfeleld adalékanyag serkenti a Hy termeld szervezeteket is (és attételesen
a dehalorespirdlokat). Fennel és munkatarsai négy kiilonb6z6 elektrondonort vizsgéltak laborat6-
riumi kornyezetben. A vajsav és a propionsav kisebb metanogén aktivitist eredményezett, mint az
etanol vagy a tejsav adagoldsa. Az etanol hatdsdra nem zajlott le a teljes deklorindci6 (Fennell et al.
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1997). EbbdI kettd, a propionsav €s a vajsav csak kis Hy parcidlis nyomds mellett fermentalhato,
az etanol és a tejsav egy nagysdgrenddel nagyobb parcidlis nyomds mellett is (Thauer et al. 1977).

2.3.4 A szennyezbanyag toxicitdsa

A szénhidrogén molekuldk lipofil tulajdonsdga fontos szerepet jatszik a toxikus hatds kialaku-
lasdban is. A lipofil tulajdonsag szamos fizikai és kémiai karaktert6l fiigg, mint pl. a molekularis
feliilet, a molekuldris térfogat, polaritas.

A lipofil anyagok akkumulacidja a ketts-lipidmembranban novelheti a hozzaférhetdségiiket a
sejt szamara, de ugyanakkor toxicitdsi problémadkat is okozhat. A lipofil anyagok képesek a foszfo-
lipidmembrant hidrof6b interakciéval rombolni, novelik a passziv protonaramlast (Sikkema et al.
1994).

Az anyag lipidmembranba valé beépiilése erbteljesen megviltoztatja a membran integritasat
(Sikkema et al. 1994). Intakt sejtek esetében a protonpumpa €s az elektromos potencidl sériilése a
citokrom c oxiddz gatlasat is okozza. Ez gatolja a 1égzést, a pH csokken a sejten beliil, ami mko-
dési zavarokat eredményez. A membran szerkezetének megvéltozasaval miikodése is megvaltozik,
ami kihat természetesen a membrankotott enzimek miikodésére is. A novekedésgatlas egyik oka a
1égzés gatlasa, mégpedig a mebrankotott elektronszallité fehérjék szintjén (Sikkema et al. 1994).

A lipofil molekuldknak a beépiilése észrevehetden uj eloszlast okoz a membran fehérjéi és li-
pidjei kozott. A membranszerkezet megvaltozasa hatdssal lehet olyan specidlis membréanalkotok
doménjeinek ujraszervez6désére, mint pl. szupramolekuldris fehérjék és lipidfolyosok. A lipofil
anyagok felhalmozéddsa a membrdanban a membran tdguldsat eredményezi, amely hatds korrelal
a molekula hidroféb tulajdonsdgaval. A membranban lezajlé véltozés fiigg a szénhidrogén Ossze-
tevOinek a membrannal torténd kolcsonhatdsatol. A lipofil anyagoknak a membranbeli koncentrs-
cidgradiens szerinti eloszldsa attdl fiigg, hogy a lipid alkotérész mennyire poléris tulajdonsagd. A
lipofil anyagok beépiilése a membranba hatdssal lehet a membranlipidek laterdlis heterogenitdsara
illetve a csoportos el6forduldsukra. Tehat azok a vegyiiletek, amelyek reagdlnak a membréannal,
kiilonb6z6 mértékben keltenek zavart benne, attdl fiiggden, hogy a kettds rétegnek mely szintjét
preferdljak (Sikkema et al. 1995).

A foszfolipidek szerkezetének megvaltoztatdsdval nShet a sejt tolerancidja a lipofil anyagok
irdnt 4gy, hogy csokkenti a membranba valé akkumuldciéjuk lehetGségét. Egyik ilyen lehetGség
a cisz konformdci6 transz konformdacioba valé véltoztatdsa. Ez a folyamat, Pseudomonas putida
esetén csokkenti a membrdn fluiditasat és a fenol toxikus hatasat (Heipieper et al. 1992). A Gram-
negativ baktériumok kevésbé érzékenyek a lipofil anyagokra, mint a Gram-pozitivak. A lipofil
anyagok magasabb tolerancidja a kiils6 membran rezisztencidjaval magyarazhatd, mivel nem ta-
laltak kiilonbséget azonban a Gram-pozitiv €s -negativ baktériumok citoplazma-membrinjéanak
tolerancidjandl ugyanezen anyagok esetében (Vermue et al. 1992).

A mikroorganizmusok szdméra a finomitott olaj sokkal toxikusabb, mint a nyersolaj, mert a
volatilis szénhidrogének toxikusabbak, mint a nagy-szénatomszamuak (Walker 1975). Az alkdnok
toxicitdsa ardnyos a lanc hosszusdgaval, ami tokéletesen korreldl a vizben valé oldhatésagukkal,
illetve a hidrofébicitasukkal (Gill és Ratledge 1972).

Liposzémdval tortént vizsgélatok azt bizonyitottdk, hogy a ciklikus terpének - mint példaul
a tetralin - beépiilnek a sejtmembranba, €s az az ionok szdmdra permedbilis lesz. Ennek egyik
kovetkezménye a protonpumpa sériilése, az elektromos potencidl €s a pH megvaltozasa. E. coli-
foszfolipidbdl készitett liposzéma esetében a ciklikus szénhidrogének a membran belsd, lipofil
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régidjaba épiilnek be. A szénhidrogének beépiilése a foszfolipidek kozé er6sen megvaltozatja a
membrdn fluiditdsat. A membranba siillyedt fehérjék koriili lipidgytir szerkezete is megvaltozik,
ami konformacidvaltozast okozhat (Sikkema et al. 1995).

A kiilonb6z6 amfipatikus anyagok képesek mind a kiils6, mind a belsd rétegben felhalmo-
z0dni, attdl fiiggden, mennyire agresszivek. Ezt a tulajdonsagukat befolydsolja a mindkét rétegben
specifikusan elhelyezkedd foszfolipidekkel valé kolcsonhatdsuk. Ugyanakkor a membréan belsé
elasztikussdga nagymértékben képes ellenstlyozni ezeknek az amfipatikus anyagoknak a beépiilé-
sét. A kationos molekuldk nagyrészt a kiilsé rétegbe épiilnek be, és ezek bekeriilése a belso rétegbe
flip-flop mozgéssal viszonylag ritka és lassti folyamat. Ez a beépiil6 anyagok aszimmetrikus elosz-
lasahoz vezet, leginkabb akkor, amikor ezen anyagok anyagcseréjének sebessége gyorsabb, mint a
flip-flop mozgas.

A naftalin nagy koncentricidja toxikus tud lenni bizonyos Gram-negativ mikrobdk szdmara, de
ehhez képesek alkalmazkodni is, ha el6tte kis koncentracidju taptalajon tenyésztjiik Sket (Volke-
ring et al. 1995).

A klérozott alifds szénhidrogének nem csak az eukaridta szervezetekre lehetnek karosak. Bar
szdmos mikroorganizmus képes bontani dket, nagy koncentrdciéban azonban gatoljadk bizonyos
szervezetek miikodését. Wackett és munkatarsai (1989) megéllapitottdk, hogy a TCE Pseudomo-
nas putida F1 torzsre kifejtett toxicitdsat a toluol dioxigendz aktivitds eredményeképpen felhal-
mozAdé anyagcseretermékek okozzak. Ugyancsak toxikusak TCE illetve annak bomléastermékei a
metanotr6f mikrobdkra (Alvarez-Cohen és McCarty 1991, Oldenhuis et al. 1991a).

A TCE nagy koncentracidban toxikus hatdst fejtett ki a Methylosinus trichosporium OB3b torzs
esetén is, amely kis koncentracidban képes volt a metdn monooxigendz enzimmel bontani a vegyii-
letet. A TCE atalakitdsa szintén inaktivalta a sejteket. Az inaktivicié mértéke aranyos volt a bon-
tott TCE mennyiségével, a maximalis degradaciét 2 umol TCE/1 mg sejt koncentracio esetén érték
el. A radioaktiv TCE-vel tortént kisérletek alapjan megéllapitottdk, hogy az inaktivicié a bom-
lastermék és a sejtfehérjék (a metdn monooxigendz hidroxildz alegysége) kozotti nem-specifikus
kovalens kotés kialakulasa okozta (Oldenhuis et al. 1991b).

2.3.5 A szénhidrogének fizikai dllapota

A fizikai 4llapotnak kiemelt jelentsége van a szénhidrogének lebontdsdban. Nagyon kis kon-
centrdciéban a szénhidrogének képesek vizben oldddni, de a legtobb olajszennyezés sok nagy-
sagrenddel az oldhat6sdgi hatér feletti mennyiségii olaj kornyezetbe keriilésével jar. A szennyezés
terjedése meghatdrozza az olajbonté mikrobdk szdmara kolonizdlhaté feliiletet. Vizben az olaj 4l-
talaban vékony filmet képezve terjed, ezt azonban az alacsony hdmérséklet az olaj viszkozitasdnak
novekedése miatt lassithatja. A talajban a szénhidrogének a ndvényi anyagok és a talajszemcsék
felszinén megkotédnek, ami szintén lassitja a terjedést (Atlas 1981).

Wodzinski és LaRocca (1977) leirtdk, hogy a folyékony halmazéllapotd aromés szénhidrogé-
neket a mikrobdk képesek hasznositani a viz-szénhidrogén hatdrfeliileten, a szilardakat azonban
nem. 30°C-on a folyékony difenil-metant egy Pseudomonas faj képes lebontani, még 20°C-on
ugyanaz a faj a szilard difenil-metdnt nem képes. A szildrd naftalin nem hasznosul, de ha egy
folyékony szénhidrogénben feloldjdk, akkor mar igen. Atlas szerint szildrd hexadekdnon 5°C-on
alig novekednek a baktériumok, ha viszont a hexadekant més szénhidrogénben vagy nyersolajban
feloldjdk, akkor a hexadekdn szamottevd degradécidja figyelhetd meg (Atlas 1981).

A szénhidrogén lebont6 mikroorganizmusok jellemzden az olaj-viz hatarfeliileten aktivak. Meg-
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figyelhet6ek az olajcsepp teljes felszinén, az olajcsepp belsejében azonban csak akkor, ha az vizzar-
vanyt tartalmaz. A megnovelt hatarfeliilet fokozza a degradécié intenzitasat. Az emulzids cseppek
kialakuldsanak tovabbi elénye, hogy az oxigént és a tdpanyagokat is konnyebben hozzaférhetové
teszi a mikrobak szamara (Atlas 1981).

A vizes rendszerekben az olaj tobbnyire emulzidt képez. Ez egy kémiailag és fizikailag egy-
ardnt heterogén rendszer, melynek kialakuldsdban a fotooxidacié €s a mikrobidlis oxidacid egy-
ardnt szerepet jatszik. A hab” helyenként finom emulziét formdl, ami jol hozzéaférhetévé teszi a
szénhidrogéneket a mikrobidlis degradacié szdmdra, megjelenhetnek azonban benne olyan olaj-
buborékok is, amelyek joval nagyobb dtmérdvel rendelkeznek. Ez utébbiak fajlagos feliilete igen
kicsi, ezért a mikrobidlis degradacié szamdra szinte hozzaférhetetlenek. Davis és Gibbs azt tapasz-
talta, hogy a nagy tomegben felgyiilemlett hab igen lassan bomlik le, tobb mint két év alatt sem
szenved tényleges szénhidrogén veszteséget (Atlas 1981).

2.3.6  Bioldgiai hozzdtérhetoség

Az egyes vegyiiletek életideje a talajban, vagy talajvizben nagymértékben fiigg a fizikai tulaj-
donségaiktdl. Az egyes molekuldk biol6giai bontdsanak lehetdségét nem csak a megfelelé enzim-
készlet jelenléte hatdrozza meg, hanem a molekula elérhetdsége is. Az alacsony polaritdsd, vizben
nem oldddo, lipofil molekuldk sokdig jelen lehetnek a kozegben amiatt, hogy a bontdsédra képes
szervezetek nem férnek a molekuldhoz.

Semple (2004) ugy hatdrozta meg a bioldgiai elérhetdséget egy adott idépontban, mint a vegyii-
letnek azt a frakciéjat, amely szabadon at tud jutni abbdl a kozegbdl, ahol a szervezet €l, a szervezet
sejtmembrinjdn. A bioldgiai hozzaférhetdséget a szennyezd anyag fizikai-kémiai tulajdonségai és
az Ot felvenni szandékozo szervezet tipusa egyiittesen hatdrozza meg. A bioldgiai hozzaférhetdség
erdsen fligg a talaj tipusatol (Alexander 1999).

Az az ardny, amelyben egy adott szerves vegyiilet a vizben oldddik, kritikus a bioldgiai bont-
hatésdga szempontjabol, minthogy befolydsolja a mikrobdkhoz torténd szallitdsdnak ardnyat. A
transzfer ardnyat meghatarozza az egyensulyi és az aktudlis koncentraci6 a vizes illetve a nem-
vizes fazis kozott. A volatilis szénhidrogének esetén a mésik fontos tényezd a gazfazis és a vizes
fazis kozotti megoszlds, melyet a vegyiilet géznyomaésa hatdroz meg. Altalanosan a szénatom-
szam novekedésével, vagy a halogénatomszam novekedésével csokken a gbznyomds. Ugyancsak
meghatdrozza a vegyiiletek hozzaférhet6ségét a szorpcids képességiik a szilard feliiletekhez, mint
példaul a talajszemcsékhez. A hidrofébicitds novekedés dltalaban nagyobb ardanyt kotddést okoz a
talajszemcsékhez. A szubsztituélt halogén atomok szamanak novelése csokkenti a vizoldékonysa-
got, noveli a szorpcids potencidlt.

A mikrobdk egy része képes feliiletaktiv anyag termelésére, amellyel képes ndvelni az oldott
szerves anyagok koncentracidjét a vizes fazisban, tigy hogy micelldkba vagy aggregatumokba ele-
gyiti. Egyes mikrobdk, esszencidlis, vizben nem oldédé alkdnokon fenntartva, feliiletaktiv vagy
emulgedl6é anyagot termelnek, melyek a szénhidrogéneket 0.1-1 mikronos cseppekké alakitjak at
(Einsele et al. 1975). Ezek a feliiletaktiv anyagok novelik a szerves molekula latszélagos oldha-
tésdgat, és serkenthetik azok hasznositdsit a mikroba szdmara (Goswami és Singh 1991). A mik-
robidlis feliiletaktiv anyagok 4dltaldban poliszaccharidok, poliszaccharid-fehérje komplexek, vagy
glikolipidek (Rosenberg 1986). Ezeket a vegyiileteket keményit6bdl és mas sejtalkotokbdl enzi-
matikus bontds révén allitjak el6 a mikroorganizmusok. Egy kutatds kimutatta, hogy egy bioldgiai
feliiletaktiv anyag két formédja, egy monorhamnolipid és egy dirhamnolipid ndvelte a fenantrén
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latszo6lagos oldékonysédgat (Zhang et al. 1997, Wang et al. 1998).

Ugyanakkor a toxikus molekuldk esetén (TCE, poliklérozott fenolok), a csokkent bioldgiai
hozzaférhet6ség pozitiv lehet a bioldgiai aktivitdas szempontjabol.

A PAH vegyiiletek dllandésulnak a talajokban és az iiledékekben, mert erds a szorbcids képes-
ségiik a talajrészecskékhez. Ugyancsak hosszu az életidejiik a kiilonb6zd szilard foldtani kozegek-
ben a poliklérozott bifenileknek, melyek, mint pl. a DDT is gyakori peszticidek. A nitroaromdsok,
mint pl. a TNT, természetes kioldéddsa is igen lassu folyamat (Stokes et al. 2005).

A feliiletaktiv anyagok olyan szerves molekuldk, amelyek egy hidroféb és egy hidrofil részt
tartalmaznak. A hidrofil rész miatt a feliiletaktiv anyagok képesek a vizben oldodni, amelynek fel-
szinén filmet, vagy benne micelldkat (kisebb aggregdtumok) képeznek. Ha filmet képeznek, akkor
csokkentik a a vizes oldat feliileti fesziiltségét. A micellaképzbddés feltétele egy adott koncentra-
ci6 elérése (tin. kritikus micellaképz6 koncentracié - CMC). A CMC értéke fiigg az adott mole-
kula szerkezetétdl és a hdmérséklettdl is. A micelldk jelenlétével a feliiletaktiv anyagok képesek
a szénhidrogének latszolagos oldhatdsagat névelni, ugy hogy kozrezarjék a hidrofob molekuldkat.
Nem vizoldékony folyadék fazis esetén (NAPL) a feliiletaktiv anyag a folyadék-vizesfazis hatarra
koncentralodik, csokkentve a hatarfeliileti fesziiltséget. A feliiletaktiv anyagok a szilard feliiletek
esetében is csokkentik a hatérfeliileti fesziiltséget. A hidrofil csoportjuktdl fiiggden lehetnek anio-
nos, kationos, ikerionos vagy nem-ionos anyagok. A mikrobdkra gyakorolt kdros hatdsuk két fak-
torra vezethet$ vissza: a sejtmembran lipidkomponenseivel torténd kolcsonhatasra (és ezéltal an-
nak integritdsdnak megvaltoztatdsdra), illetve a a sejt miikodéséhez sziikséges fehérjékkel torténd
kolcsonhatdsra. A kationos feliiletaktiv anyagok elsdsorban a bazikus, mig az anionos anyagok a
savas tartomanyban toxikusabbak (Volkering et al. 1997).

A feliiletaktiv anyagok alkalmazdsa a bioremediacids technolégidkban az anyag bioldgiai bont-
hat6sagatol fiigg. Ha egy anyag bioldgiailag bonthatd, annak pozitiv és negativ hatdsa egyarant
jelentkezik. A negativ hatdsok kozé tartozik az oxigén vagy egyéb tapelemek kiiiriilése, a koztes-
termékek toxikus hatdsa (Holt et al. 1992), vagy elonyben részesitett bontdsa a szennyezd anyaghoz
képest (Tiehm 1994). A bioldgiailag bonthaté feliiletaktiv anyag legfontosabb pozitiv hatdsa, hogy
kitiriil a kezelt teriiletrdl, s6t a bonthat6 anyagok hozzdjarulhatnak a szénhidrogének felvételi se-
bességének novekedéséhez is. Bury és Miller (1993) megallapitotta, hogy a micelldris n-dekén €s
n-tetradodekén felvételét a feliiletaktiv anyag serkentette, mely gyorsabb novekedési ratat is ered-
ményezett. Ugyancsak pozitiv hatdsa lehet annak, ha a feliiletaktiv anyag elsddleges szubsztratként
hasznosul és a szennyezGanyag kometabolikusan bomlik le (Lee et al. 1995).

Breuil és Kushner (1980) kimutatta, hogy a C16 és C18 zsirsavak, lipidek és a szintetikus
Triton X-100, F1-70 illetve a Brij 35 serkentette az Acinetobacter Iwoffi és a Pseudomonas ae-
ruginosa novekedését hexadekanon. Ugyanakkor Efroymson és Alexander (1994) azt tapasztalta,
hogy a Triton X-100 egy Arthrobacter sp. torzs novekedését gatolta heptametilnonanban oldott he-
xadekdn esetében. A feliiletaktiv anyag jelenlétében a csiraszdm a vizes fazisban nagyobb volt, de
megakaddlyozta a folyadék-folyadék hatérfeliilethez vald kot6dést, ezzel gatolva a szénhidrogén
lebontdsat. Ugyanakkor ugyanennél a szervezetnél a Triton X-100 serkentette a naftalin bont4sat.

Szdmos esetben nem haszndlhatok feliiletaktiv anyagok, mert a természetes kornyezetet zava-
rasnak tennék ki. Ilyen esetekben alternativ megoldasokat kell keresni. Egy ilyen lehet a ciklodext-
rinek alkalmazdsa, amelyek molekularis zarvdnykomplexeket képeznek bizonyos anyagokkal.
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2.9. abra. A B-ciklodextrin térbeli szerkezete

2.3.6.1 A ciklodextrinek felépitése €s tulajdonsdgai

A ciklodextrinek a celluléz természetes titon torténd bakteridlis emésztése sordn keletkezd ter-
mékek egy csoportja. Ezek a ciklikus oligoszachharidok o-1,4-kotésti a-D-gliikopiranéz egysé-
gekbdl allnak, egy centrdlis lipofil tireget és egy kiilsd hidrofil felszint tartalmaznak (2.9. dbra). A
glikkopiran6z egységek szék konformdcidja miatt, a ciklodextrinek alakja egy csonkakiiphoz ha-
sonlit. A CD molekuldban a gliikk6z egységek C1 konformaciéban vannak, a hidroxil csoportok
a kuptdl elfelé allnak, a primer hidroxil csoportok szélesebb, a masodlagos hidroxil csoportok a
gylir keskenyebb irdnydban helyezkednek el. Ebbdl a szerkezetbdl adéddan az iireget a szénatom
vaz és az éterkotésben 1évo oxigénatomok hataroljak, amely lipofil tulajdonsdgot ad az tiregnek.
A molekuldris iireg belsd feliiletén elhelyezkedd glikozidos oxigénhid nemkotd elektronpérjainak

ol

nagy elektronstirisége miatt ez a feliilet gyenge Lewis bazisként viselkedik és apoldros karakterd.
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2.10. abra. A ciklodextrinek gliikopiranéz egységekbdl allé ciklikus szerkezete
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Az iireg polaritdsat a vizes etanol oldat polaritdsdaval hasonlé nagysagunak becsiilik. A cik-
lodextrin kiilsd feliiletén helyezkednek el a C6-hoz kapcsolédé hidroxil csoportok, mig a gytrd
belsd felszinén vannak a primer és szekunder hidroxil csoportok. Az egymads utan kovetkezd C2
és C3 atomokhoz kapcsol6dé hidroxil csoportok egymdssal H-kotést 1étesitenek, ezzel is stabili-
zaljak a gy(ris szerkezetet, ugyanakkor csokkentik az oldhatésdgot. A felépitésébdl adéddan a
molekula kiilsé felszine hidrofil, mig a bels6 felszine hidroféb tulajdonsagi. Enyhe Lewis-bazis
tulajdonsaguk miatt f6leg kis mértékben savas karakterd és lipofil anyagokkal képeznek zarvany-

pavs

komplexeket. Az egységek szdma kiilonbozo lehet, ezek novekedtével né a molekuldk belsd 4t-
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mérGje (2.10. dbra). A 6 egységbdl allé a-ciklodextrin (o-CD) 4,7-6 A, a héttagi B- (B-CD) 8
A, a 8 tagd y- (y-CD) pedig 10 A atmérdjii. Hat tagnal kisebb gyfirii keletkezése sztérikus okok
miatt nem lehetséges, a nyolc tagndl tobb egységet tartalmazé vegyiiletek pedig nem jelentSsek.
Az a-CD tizennyolc, a B-CD huszonegy hidroxil csoportot tartalmaz, amelyekbdl a primer hid-
roxil csoportok nagyon reakcidképesek. A C2-n levd hidroxil csoport reakcioképesebb a C3-ndl.
Ezekre a csoportokra képesek kiillonbozéd gyokok addicidval kapcsolédni (Loftsson et al. 2005,
Szejtli 1988).

¢ A fontosabb természetes CD-k:

a-CD Mt.: 972 g/mol; vizben val6 oldédéasa 25°C-n 14,5 g/100 ml
B-CD Mt.: 1135 g/mol; vizben val6 oldédasa 25°C-n 18,5 g/100 ml

v-CD Mt.: 1297 g/mol; vizben valé oldéddsa 25°C-n 23,2 g/100 ml
* A kémiailag médositott CD-k néhany tipusa:

DIMEB (Heptakis(2,6-di-O-metil)-B-CD): a 21 hidroxil csoport 2/3-a szelektiven van me-
tilezve, a C3 csoportok nincsenek. Korlatlanul oldédik vizben.

RAMEB (random metildlt CD): adott szubsztiticiés fokkal (DS) metildlt, azaz a gliikoz-
egységnek egy bizonyos szdzalékan van metilcsoport. P1. DS: 1.8.

HP-B-CD (2-hidroxipropil-B-CD): estén kiilonb6zd szubtiticids fokok (DS) 1éteznek, attdl
fiiggden, hogy hany szdzaléka szubsztitudlt a hidroxil csoportoknak.

A természetes ciklodextrineknek, elsdsorban az o-ciklodextrinnek joval kisebb a vizoldékony-
sdga, mint az azonos szénatomszamu a ciklikus cukroké. Ez elsGsorban a kristdlyos dllapotban ki-
alakuld, relativ erds intermolekuldaris hidrogénhid kotések miatt lehetséges. Barmelyik hidrogénhi-
dat kialakit6 hidroxil csoport szubsztitudldsa, akar lipofil metoxi funkciécsoportokkal is, drdmaian
megnoveli a vegyiilet vizoldékonysagat.

A természetes - és B-ciklodextrint, ellentétben a y-ciklodextrinnel, az emberi nyal és hasnyal-
mirigy amildzok nem képesek hidrolizdlni. Ugyanakkor mind az a-, mind a -ciklodextrint képe-
sek fermentdlni a bélben €16 mikroorganizmusok. A ciklodextrin bonté enzimek (CD-4z enzimek)
felelések a CD gyliri hasitasaért, mely a CD-ek hidrolizisének sebességmeghatarozé 1épése. A
CD-glikozil transzferdz enzimeket termel$ baktériumok (Bacillus macerans, B. subtilis, B. coagu-
lans), melyek a maltooligoszaccharidokbdl a CD ciklizaciéjaért feleldsek, dltalaban tartalmazzak a
CD-4z enzimeket is ((Usanov et al. 1990, Pécsi 1999)). Vannak azonban olyan CD-t termelni nem
képes baktériumok is, pl. Flavoacterium sp., Agrobacterium sp., Bradyrhizobium sp., Xanthomo-
nas sp. melyek mutatnak CD-dz aktivitast, és képesek a CD-eket szénforrdsként hasznositani. Az
altalanos sorrend a CD-ek hasznositdsaban a y-CD > o-CD > -CD sorrend A természetes 3-CD
mesterséges szdrmazékaindl ez a sorrend a kovetkezd volt: nem szubsztitudlt > karboximetil > hid-
roxipropil > trimetil > polimer (keresztkotés etilénglikol diepoxipropil-éterrel) > dimetil (Bender
1993, Oros et al. 1990)

A ciklodextrinek egyrészt nagyok (a molekulatomegiik 1000-2000 Dalton felett van), mas-
részt hidrofilek, nagy mennyiségi hidrogén-donorral és -akceptorral, ezért nem abszorbedlédnak a
gasztrointesztindlis traktusbol az intakt forméjukban. A hidrofil ciklodextrinek kis és kozepes do-
zisban, szdjon 4t bejuttatott formaban nem mérgezdek. A lipofil ciklodextrin szdrmazékok — mint
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s 2

a metilalt ciklodextrinek — esetén kimutattak toxikus hatast, a véraramba torténd abszorbcid miatt
(Loftsson et al. 2005, Szejtli 1988).

Fenyvesi és munkatarsai megvizsgaltdk egyes ciklodextrin szairmazékok bioldgiai bonthat6sa-
gat a talajban. Megallapitottak, hogy mindegyik ciklodextrin szdrmazék tobbé-kevésbé bonthatd
bioldgiailag, még a leginkabb ellendll6 RAMEB is a kiindulési koncentracié 40%-ra csokkent a
vizsgalt két évben a szénhidrogénnel szennyezett, nagy szerves anyag tartalmu talajban (Fenyvesi
et al. 2005).
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2.11. abra. A zarvanykomplex kialakulasanak sematikus abraja. A hidroféb molekula a ciklodextrin
molekulajanak belsé iiregében helyezkedik el. A CD Kiils6 hidrofil tulajdonsaga miatt a
zarvanykomplex vizoldékony. A folyamat eredményeképpen a hidrof6b molekula latszolagos
oldékonysaga megno.

Vizes kozegben a ciklodextrinek zarvany komplexeket képeznek lipofil vegyiiletekkel (2.11.
dbra). A zdarvianykomplexekre jellemzd, hogy kovalens kotés nélkiil és a gazdamolekula szerke-
zetének vdltozatlanul hagyasa mellett alakulnak ki. A ciklodextrin gy(rd kiilso feliilete hidratalt,
de a vizmolekuldk a gyfr( liregében energetikailag kedvezotlen helyzetben vannak az iireg apo-
laros feliilete miatt. A lehetséges vendégmolekula hidrofil része nagymértékben hidratalt, mig az
apoldros aromas gyfr( taszitja a vizmolekuldkat. A komplex kialakuldsdnak eredményeképpen a
vendégmolekula apolédros része behatol az apolaros tiregbe, 1étrehozva ezaltal egy energetikailag
kedvezd apoldros-apoldros kolcsonhatast, mig a kidllé hidrofil rész kiviil marad a sajét hidratbur-
kaval (Loftsson et al. 2005, Szejtli 1988).

Az addicids vegyiilet két partnere koziil az egyik a szerkezethordozé (gazdamolekula), amely-
nek molekuléris iiregében helyezkedik el a masik komponens (vendégmolekula). A rendelkezésre
all6 tireg a kisebb deformacioktdl eltekintve valtozatlan méretii és alaki marad. A komplexképzd-

/////
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A molekula méretének kisebbnek kell lennie a CD {iiregének a méreténél ahhoz, hogy a zar-
vanykomplex kialakulhasson. Az oldott anyag belépése a CD iiregébe difftizié kontrollalt mecha-
nizmus (Loftsson et al. 2005, Szejtli 1988).

(CD—G)y = (CD - G)yy
(CD—G)ag =CDyy + Gay

ahol:

CD a ciklodextrin molekula és G a vendégmolekula
CD-G a ciklodextrin-vendégmolekula alkotta komplex
s szilard fazis és aq a vizes fazis

A HPCD iiregének polaritdsa hasonl6 az etanoléhoz, de dsszehasonlitva a maszkirozé amfo-
ter anyagokkal, sokkal er6sebb oldasi ereje van, kiilondsen az alacsonyabb koncentraciokndl. A
HPCD szolubilizacios ereje kisebb mint egy tipikus feliiletaktiv anyagé, am mas feliiletaktiv anya-
gokkal ellentétben a HPCD-k rendkiviil vizoldékonyak. Nem képeznek emulziot, mint a legtobb
feliiletaktiv anyag. Ez a tulajdonsag jol kihasznédlhaté minden olyan esetben, amikor az emulzid
kialakuldsa nem kivanatos. Nem toxikusak és biol6giailag bonthatéak. Novelik a kis polaritdsa
anyagok lebonthatésagét (Tanada et al. 1999).

Az oldatban kialakult zarvdnykomplex idedlis esetben sztochiometrikus komplex, ahol a ven-
dégmolekula a gyfirliben helyezkedik el, é€s a komplexet hidratburok veszi korbe.

2.3.6.2 A ciklodextrinek hatdsa a szénhidrogének hozzdtérhetbségére, biodegradaciojara

Bar (1990) kifejlesztett egy uj szildrd agarlemezt, amelyben az egyébként vizben nem oldhat6
hexadekant illetve a nehezen oldéd6 benzaldehidet o- illetve B-CD-nel komplexalta. A benzal-
dehid esetében az oldhat6sdg megndétt a-CD jelenlétében, mig a hexadekanndl az egyébként hid-
roféb anyag a komplexacié hatdsdra szolid oldatot alkotott, ami kdnnyen diszpergdlddott a vizes
médiumban, és jol elkeverhetd volt a meleg, folyékony tdpagarban. A végén egy szilard agar/CD-
komplex gélt kapott, egyenletes eloszlasban. Az egyébként a benzaldehidet hasznosité Saccha-
romyces cerevisiae illetve a hexadekant hasznosité Candida lipolytica a CD-komplexet tartalmazé
agarlemezeken nott, a szénhidrogéneket hasznositotta.

A CD mesterséges szdarmazékai hatékonyabb gazda-molekuldk. A B- és a y-CD-nel kialakult
komplexben a koleszterol nem hozzaférhetd a mikrobak szdmdra, mig az alkilalt CD szarmazékok
esetében né a mikrobidlis oxidacié mértéke (Jadoun és Bar 1993).

A toxikus peszticidek B-CD-nel valé komplexaldsa csokkentette a toxikus hatdst. Adott mennyi-
ségii B-CD addsakor az eleveniszap mikrobioldgiai aktivitdsa nagyobb volt a kezeletlen kontroll-
hoz képest. Ezekkel a peszticidekkel szemben a mikrobdk bizonyos koncentracidig tolerdnsak, és
képesek ket lebontani, de egy bizonyos koncentracié felett a mikrobidta sériil, vagy akar el is
pusztulhat, az iszap bioldgiai aktivitdsa lecsokken, s6t akdr irreverzibilisen is kdrosodhat. Ezen ké-
miai anyagok részleges és dtmeneti maszkirozasaval a toxikus hatdsuk csokkenthetd azdltal, hogy
nem toxikus CD zarvdnykomplexbe vissziik ket (Olah et al. 1988).

A B-CD alkalmazdsa egyes hidroféb anyagoknél csokkentheti a mikrobékra kifejtett toxikus
hatdst. A folyékony toluol teljes mértékben toxikus a Pseudomonas putida-ra, a vizben oldott toluol
gatolja a novekedésiiket. B-CD addsakor ez a toxicitds nagymértékben csokkent, sokkal kisebb
gatlas volt kimutathat6 a kontrollhoz képest. A toxicitds megsz{int, amikor kristalyos 3-CD-toluolt
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kindltak szubsztratként. A P. putida képes ndni toluol g6z jelenlétében, de ennek sebessége €s
mértéke a B-CD jelenlétében jelentGsen megndtt, eredményéiil annak, hogy csokken a molekuldris
toxicitas, és a CD segitette a gdz halmazallapotd szubsztrat adszorpciéjat. A B-CD ugyancsak
csokkenti a vizoldékony p-toluolsav gatlo hatdsat a P. putidanal (Schwartz és Bar 1995).

Fava és Grassi (1996) novelték a 4-klorobifenil és az Aroclor 1221 aerob deklérozasat HPRBCD
segitségével Pseudomonas sp. esetében. A kis mértékben kldérozott bifenilek nagyon rosszul old6d-
nak vizben, ezért mikrobioldgiai bontdsuk nehézkes. Egyik lehetséges oldékonysdg-noveld mod-
szer a HPBCD-nel val6 komplexalas. A HPBCD-t kiilonb6z6 moldris aranyban adtdk a tdpoldathoz
sterilizalas el6tt. A HPBCD minden esetben gyorsitotta a klormentesitést, a legjobb eredményt az
1:1 és az 1:1.5 arany adta. Azt is megfigyelték, hogy a kiilonb6zd hosszusagu eldzetes keverési
1d6k nem voltak hatdssal a késdbbi folyamatokra, ami azt jelenti, hogy a komplex kialakuldsdnak
ideje nem limitdl6 tényezdje a szubsztrdt mikrobidlis oxidacidjanak.

A fenantrén latszélagos oldhatésaganak novekedése a HPBCD-nel valé komplexalds miatt nagy
hatdssal volt biodegradacidjanak mértékére. A latszélagos oldhatésag 105 mg/l HPBCD jelenlété-
ben 1,3 mg/l-r61 161,3 mg/l-re n6tt (Wang et al. 1998).

Az aromds szénhidrogének talajbol vald eltavolitdsa bonyolult folyamat. Egyik lehetséges mddja,
ha noveljiik a vizes fazisban val6 latszolagos oldhatésdgukat. A természetes CD-k nem névelik
az aromdsoknak a latszélagos oldhatésdgat, mig a hidroxipropil szarmazékai igen (Tanada et al.
1999). Ezek hatdsa a kiilonb6z6 molekuldkra a molekula a4tmérdjétsl, a CD molekula iiregének
méretétdl és az aromdsok 1-oktanol-viz parcidlis koefficiensétdl fiigg.

A benzol latszélagos oldodasa vizben a HPaCD esetében a legnagyobb. A toluol latszélagos
oldédésanak mértéke a HPaCD, HPYCD, HPBCD sorrendben né. Mivel a toluol 1-oktanol parcialis
koefficiense 2.80, amely nagyobb, mint a benzolé, a toluol és a CD iireg k6zotti interakcid nagyobb,
mint a benzol esetében. A toluol komplexbe jutdsa a HPBCD-nél a legnagyobb mértékd, mivel a
toluol molekula mérete hasonlé a HPBCD iiregének méretéhez. Amikor a HPYCD koncentracidja
nagyobb egy adott értéknél, a toluol latszélagos oldhatdsdga csokken, mivel a HPyCD—toluol zar-
vanykomplex kicsapodik. Az orto-, meta-, €s para-xilol latsz6lagos oldhatésdga vizben a HPyCD
és HPBCD esetében novekszik jelentGsen. A HPoCD iirege kicsi ahhoz, hogy hatékonyan tudjon
a xilollal komplexet alkotni.

A kiilonb6z6 ciklodextrineknek eltéré az asszocidcids dllanddja, mely az aromds vegyiile-
tek esetén ardnyos az oldddéds fokozasdnak mértékével. A RAMEB-nek nagysdgrendekkel na-
gyobb, azt koveti a HPYCD, majd a természetes ciklodextrinek: a-CD, B-CD és a y-CD. A kii-
16nb6z6 BTEX vegyiiletek esetén (5 v/iw%-os ciklodextrin vizes oldatndl) a legnagyobb old6dés-
novekedést az etil-benzolndl tapasztaltik, majd az o-xilolnél, m-xilolnal. Joval kisebb volt a toluol
illetve anndl is kisebb volt a benzol esetében. BTEX keverékbdl torténd vizes-CD extrakcid ese-
tén csak a benzol koncentracid csokkent jelentdsen, a nagy vizoldékonysdganak megfelelGen, és a
legkevésbé vizoldékony m-xilol koncentracidja nétt. Az alkalmazott kiilonboz6 mesterséges CD-k
vizes oldata kozott nem volt jelentSs kiillonbség. Az benzol koncentracidja 5% CD koncentracié-
ndl is legalabb négyszeresére nétt, mig 1% CD koncentracié esetén kétszeresére. Megallapitottak,
hogy nem az asszocidcids konstans (az oldékonysdg fokozasbodl szamolva) a legfontosabb faktor
az extrakcid sordn, hanem a komplex oldékonységa tlint meghatirozénak (Balogh et al. 2007).

A talaj remediécids technoldgidk sordn alkalmazott ciklodextrin szdrmazékokndl nagyon fon-
tos, hogy a ciklodextrinek nem egyszertien cseppfoly6sitjdk az adott BTEX vegyiileteket, de tel-
jesen fel is oldjdk azokat. A CD komplexélds egyensulyi folyamat. Minél kisebb az oldékony-
sdga a vegyiiletnek, anndl nagyobb a CD szarmazékok hatékonysdga. Az alacsony szelektivitasuk,
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de nagy hatékonysaguk alkalmassa teszik a ciklodextrineket a talajmosdsra és egyéb remedidcids
technoldgidkra (Balogh et al. 2007).

2.4 A vizsgalatok soran alkalmazott médszerek rovid bemutatisa

A szennyezbdanyagok bontdsardl szerzett tudasunkat elsGsorban laboratériumi kisérletek sordan
szerezziik. Egy-egy teriilet bioldgiai potencidljanak felmérése, a bioldgiai beavatkozas lehet6sé-
gének a vizsgalata laboratériumi koriilmények kozott konnyebben kivitelezhetd, a vizsgélati ko-
rilmények szigorubban ellendrizhetok. A mikrokozmosz kisérletekben tapasztaltak segithetnek a
teriileten taldlhat6 okoldgiai folyamatokat megérteni.

A kutatok tobbsége a mikrokozmosz kisérletekben egy-egy szennyezbanyag biodegradacidja-
nak vizsgalatakor az adott vegyiilet kiiiriilését, vagy egy helyettesité paraméter valtozasat, mint pl.
az oxigén vagy a széndioxid, kdveti nyomon.

A talaj bioldgiai vizsgélatai (pl. talajlégzés, biomassza, enzimaktivitds, mikrobaszdm) infor-
maciodval szolgédlnak az életképes mikroorganizmusok jelenlétérdl és intenzitasukrol, a szennyezo-
anyagnak a metabolikus aktivitasra gyakorolt hatdsar6l (Margesin et al. 2000).

A zért mikrokozmosz olyan tarol6 edény, mely a mintat (akér folyadék, akar szilard, akar g6z
fazisu) €s minden hozzaval6t tartalmaz az induldstdl kezdve. Ezutédn a taroloedényt a kornyezeté-
tol teljesen izolaljak. A mikrokozmoszokbdl rendszeresen mintat vesznek, és idésorosan nyomon
kovetik a szennyezGanyag mennyiségének valtozdsat illetve a tobbi paraméterre gyakorolt hatdsat.
A kapott eredményekbdl reakcié- és kinetikai dllandok is meghatdrozhatdak sziikség esetén. Ti-
pikusan olyan vegyiileteket szoktak zart mikrokozmoszokban vizsgdlni, amelyek illékonyak, vagy
egyes anyagcsere termékeik illékonyak (pl. BTEX) lehetnek. Szintén zart mikrokozmosz rendsze-
rekben vizsgéljak természetesen a széndioxid termelésen alapul6 biodegradécids teszteket is (Kao
és Borden 1997, Baker et al. 2000). A respirometrikus OxiTop mddszer megbizhatéan alkalmaz-
hat6 a szervesanyagok lebontdsdnak nyomonkdovetésére (Vihioja et al. 2005).

A folyadékkultirdban végzett laboratériumi duisité tenyészetek dltalaban egy, vagy nagyon ke-
vés torzset eredményeznek, specifikus fenotipussal. Masik komoly korldtozé tényezd, hogy a du-
sit6 folyadék kultirdk dltaldban a gyorsan ndvo mikrobédkat szelektaljdk. Szdmos kutat6 kimutatta,
hogy mind a gyorsan-, mind a lassan novd mikrobak hasonl6 fenotipussal rendelkezhetnek, és a
természetes kozosségekben jelen vannak, és ki is lehet ket mutatni kiillonb6zd higitasi ardnyu
mikrokozmoszokban, vagy kozvetleniil lemezontéses technikdval. A nagy szubsztratkoncentrcié
eredményeként, az dltalanos dusitd tenyészetekben a lassan nové mikrobédkat elnyomjdk a nagyobb
specifikus novekedési rataval rendelkezd szervezetek (Dunbar et al. 1997). Dunbar és munkatar-
sai bebizonyitottdk, hogy barmilyen kicsi eltérés az eredeti kornyezeti paraméterektdl a tenyésztés
sordn megvéltoztathatja a kozosség szerkezetét. Kozvetlen agar-lemezen torténd tenyésztésbdl és
folyékony taplevesbdl szdrmazé izolatumok 2,4-diklérfenoxi-acetat bontd képességének diverzi-
tasat hasonlitottdk 0ssze. Az eredmények azt mutattdk, hogy a dusitds sordn 0j kozosség-szerkezet
fejlodott, amely nem pontosan tiikrozi vissza az eredeti mikrobidlis kozosség szerkezetét (Dunbar
et al. 1997).

A molekuléris 6koldgiai technikdk tobb, eltérd tulajdonsdgi mikrobat kimutatnak szennyezett
teriiletekrdl, melyek filogenetikailag kiilonboznek a szennyez&anyagot laboratériumi koriilmények
kozott bontani képes torzsektdl. A molekularis modszerek ugyanakkor nem képesek kozvetleniil
megdllapitani, hogy a kimutatott mikroba képes-e a szennyezGanyag lebontdsdra, vagy hatdssal
van-e a szennyezdanyag sorsara a teriileten (Watanabe és Hamamura 2003).
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A talaymikrobdk kozosségeit éveken keresztiil tenyésztésen €s izoldldson alapulé médszerekkel
vizsgaltdk. Az elmult évtizedben a kutatok nagyon nagy diverzitds-kiilonbségeket figyeltek meg,
ha a tenyésztésen alapul6 lemezontéses eljarasok, direkt mikroszképos vizsgédlatok eredményeit
Osszehasonlitottak a riboszomalis RNS alapu molekuléris vizsgalatokkal. A tenyésztéses mdd-
szereken alapul6 vizsgalatok szelektivek, a tenyészthet6 sejtek ardanyat 0,1%—-10% kozé becsiilik
(Amann et al. 1995). Ez az ellentmondés a talajlaké mikrobdk ismeretlen fizioldgiai tulajdonsiga-
ira és formadira utal.

A molekuldris médszerek (nukleinsavak extrakci6ja, polimeraz lanc reakcid, DNS klénozas,
DNS bézissorrend elemzés, ujjlenyomat modszerek) széles korii elterjedése miatt a mikrobidlis
diverzitasrol alkotott képiink dramaian atalakult az elmult években.

A molekulédris médszerek két f6 tipusa all rendelkezésre a mikrobidlis kozosségek vizsgalata-
ndl, kozvetlen DNS extrakci6 utdn (Ranjard et al. 2000):

 olyan molekuldris technikdk, melyek a teljes genetikai informdcidt probéljak vizsgalni az
extrahdlt DNS-ben, ez az un. teljes kozosségi DNS analizis

* olyan molekuldris médszerek, melyek dltaldban az informécio egy részét vizsgiljak a genom
szekvencidk egy szakaszara koncentralva, melyet PCR segitségével szaporitanak, ez az un.
részleges kozosség elemzés

A riboszémadlis RNS molekuldk er6sen konzervativ és kiilonbozd foku variabilitdst mutatd
régiokbol dllnak. A konzervativ régidk kozott azonosithatéak olyan univerzdlis szekvencidk, ame-
lyek mindhdarom domén, a baktériumok, az 6sbaktériumok (archedk) €s eukariotdk szervezetében
is megtaldlhatéak. A molekuldk és a molekuldkat k6dol6 gének, a molekula konzervativ jellegébdl
adddoan, filogenetikai célu vizsgalatokra alkalmasak. A ma legelterjedtebb mikrobioldgiai mole-
kuléris mddszer a részleges kozosségi analizisen alapulé 16S riboszomalis RNS gén vizsgélata.
A 16S rRNS molekula mérete mar elegend6 informdaciét hordoz a filogenetikai Osszefiiggések
megallapitdsdhoz, igy a 16S rRNS szekvencidkra kiépiilt tobb, jol haszndlhat6 adatbazis is, pl.: a
Ribosomal Database Project II (Maidak et al. 2001).

Minél tobb mikrobat ismeriink, annal tobb informacid all rendelkezésiinkre az 0koszisztémak
szerkezet és a funkci6 kozotti 0sszefiiggéseinek megmagyardzasara és megértésére. Lehetdségiink
nyilik 4j tenyésztéses eljarasok kidolgozdsira és Uj folyamatokat lehet feltdrni (Hunter-Cevera
1998).

A molekularis médszerek fejlédése azonban szdmos dj problémat is felvetett az elmult év-
tizedekben. Hagyoményosan a fenotipikai tulajdonsagok alapjan hataroztdk meg a fajokat, 4m a
molekuléris mikrobioldgiai technikdk elterjedésével ezt a gyakorlatot felvéltotta a polifazikus gon-
dolkodés, mely a filogenetikai kapcsolatokat egyesiti a fenotipikai tulajdonsagokkal. A vélasztott
molekuldris tulajdonsdgoknak két kovetelménynek kell megfelelniiik: (i) genomi szinten igazol-
jék a morfoldgiai, biokémiai és kemotaxondmiai Osszefiiggéseket az egy fajon beliili torzsek ha-
sonldsaga (azonossaga) alapjan; (ii) hatarolja el a taxont a filogenetikailag szomszédos fajoktdl a
nemzetségen beliil (Stackebrandt €s Ebers 2006).

Ennek ellenére a fajok elkiilonitésére alkalmazott médszerek kivalasztdsa gyakran tetszleges
¢és a tobbszor helyezik el6térbe a gyakorlati szempontokat az elméleti hétteret jobban aldtdmasz-
tokkal szemben. A fajmeghatarozashoz hasznalt szdmos mddszer koziil két technika valt arany
szabvany”-ny4, a DNS-DNS hibridizaciés eltérések és a 16S rRNS szekvencia kiilonbozdségek
meghatdrozasa. Am a 16S rRNS gén bazissorrend hasonldsag mértéke és a DNS reasszocidcios ér-
tékek kozott nem taldltak linedris kapcsolatot. A legelfogadottabb, hogy két torzs akkor tekinthetd
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kiilon fajba tartozonak, ha a DNS-DNS reasszociécids értékiik kisebb, mint 70%. Ez az érték azon-
ban nem elméleti alapokon nyugszik, hanem gyakorlati tapasztalat, a mér ismert és fenotipikailag
jellemzett fajok értékeinek alapjan (Ward 2006).

Ugyancsak megallapitottdk, hogy a 98,5%-0s gén szekvencia hasonldsag érték alatt a DNS re-
asszociacios érték mindig kisebb volt, mint 70%. Ennek alapjan Stackebrandt €s Goebel (1994) azt
javasolta, hogy csak a 97% feletti szekvenciahasonldsagi érték felett érdemes a DNS hibridizacids
vizsgalatokat elvégezni, mivel ez a technika koltségigényes és bonyolult, nem minden laborban van
megfeleld eszkoztar ennek elvégzéséhez. Ezt a 97%-os értéket 2006-ban 98.7-99%-ra korrigaltak
az ujabb eredmények alapjin (Stackebrandt és Ebers 2006).

A csak 16S rRNS gén — mint filogenetikai marker — alapu klasszifikdcié azonban nem helyén-
vald. Az rRNS gén gyakran nem ad elég részletes felbontast a DNS-DNS hibridizdciéhoz képest.
A 16S rRNS gén bazissorrendjének meghatirozasa alapjan végzett identifikicié gyakran helyte-
len eredményekhez vezethet, mert az — annak tapasztalt megbizhatésiga ellenére — egy egyszeri
szekvencia hasonldsdg érték, mely lehet egyszer( sztochasztikus variicio, a rekombinaci6 vagy a
horizontalis gén transzfer oka is (Gevers et al. 2005).

A mikrobidlis fajdefinicié nem tisztdzott volta miatt a munkédnk sordn nem végziink pontos faj
identifikdciot, a 16S rRNS gén bazissorrend alapjan a nemzetséget tekintjiik valds informdacionak,
a faji besoroldast csak tdjékoztatd jelleggel értelmezziik.

A katabolikus gének (anyagcsere-folyamatokat katalizdlo enzimeket kodolo gének) vizsgélata
mas kérdésekre is vdlaszt adhat a 16S rRNS gén hasznélata mellett. A metdn-monooxigendz gént
a metilotrof szervezetek, a reduktiv dehalogendz gént a dehalorespirdlé mikroorganizmusok vizs-
gdlata sordn haszndljak a kozosségek DNS illetve RNS alapd molekularis médszerekkel torténd
feltérképezésére (Holmes et al. 1995, Nijenhuis és Zinder 2005).

A molekularis médszereket alkalmazé vizsgalatok kezdeti 1épése a mintdkbdl torténd nukle-
insav izoldldsa, amely kozosségi mintdk esetén elméletben a mintdban taldlhaté Osszes é161ény
nukleinsavanak feltardsat eredményezi. Ezt kovetden az izolélt genomialis DNS vizsgdlni kivant
szakaszdt polimerdz ldncreakcidé (PCR, Polymerase Chain Reaction) segitségével szaporitjuk. A
kozosségek vizsgalatat végezhetjiik 16S rDNS gént amplifikdlé primerekkel, melyek lehetnek tag
specificitasiak (minél tobb tipusd 16S rDNS gént amplifikdld, un. altaldnos primerek), vagy szi-
kithetjiik a vizsgdlt kort taxonspecifikus - sziikebb specifitdsi - primerekkel egy bizonyos cso-
portra (archedkra, szulfatredukdlokra, ammonia-oxidalokra, stb.), vagy végezhetjiik a vizsgalatokat
a anyagcsere tulajdonsagokra jellemz katabolikus génekre tervezett primerekkel.

A PCR reakcidk termékeként tobb fajbol 4ll6 kevert mintat kapunk, amelybdl a kiillonb6zo
szekvencidju amplikonok elvalasztiasa tobbféle modszerrel torténhet. A kevert PCR termékek klon-
konyvtarban torténd feldolgozdsa mutatkozik az egyik legsikeresebb mddszernek a komplex mik-
roba kozosségek diverzitdsanak €s faji dsszetételének vizsgalatara. Az rDNS klénok 6sszehason-
lité bazissorrend elemzése 1dd és koltségigénye miatt azonban nem alkalmas nagy szdmu minta
osszevetésére, szezonalis dinamika kovetésére.

A molekuldris ujjlenyomat médszerek a kozosségi mintdkbol kivont nukleinsavak kiilonbozé
fizikai szepardcios elven alapuld, gyors €s hatékony elemzésére alkalmasak. A PCR segitségével
kapott amplikonok elvalasztisa mindegyik ujjlenyomat modszer esetén egy specidlis, csak az adott
mikrobak6zosségre jellemzd mintdzatot eredményez (‘ujjlenyomat’). Az ujjlenyomat médszerek
ezaltal lehet6vé teszik (i) tobb minta egyidejdi, gyors vizsgdlatat; (ii) a kiillonb6z6 mikroba kozos-
ségek genetikai diverzitdsdnak osszehasonlitasat; (iii) egy adott kozosség id6beli valtozasdnak mo-
nitorozdsit. Az ujjlenyomat modszerek koz¢€ tartozik tobbek kozott a DGGE (denaturdl6 gradiens
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gél-elektroforézis), a TGGE (hdmérséklet gradiens gél-elektroforézis), az SSCP (egyszdla DNS
konformaci6 polimorfizmus), a RAPD (random amplifikalt polimorf DNS), az ARDRA (amplifi-
kalt riboszémalis DNS restrikcids analizise) €s a T-RFLP (termindlis restrikcids fragmentumhossz
polimorfizmus) (Sipos 2004).

Az ARDRA (amplifikalt riboszomélis DNS restrikcios analizise) (Massol-Deya et al. 1995)
sordn a tobbféle amplikont tartalmazd, kevert PCR terméket restrikcios enzimekkel emésztjiik és a
kapott kiilonb6z6 hosszisdgu fragmentumokat agar6z, vagy poliakrilamid gél-elektroforézis segit-
ségével valasztjuk el. Az egyes mikrobafajokndl a 16S rDNS-en beliil a restrikcids hasitasi helyek
szdma és elhelyezkedése nem egyforma, igy a kapott sdvmintdzat az eltérd fragmentumszam és
méret miatt kiilonbozik. A szeparacid eredménye a kozosségre jellemzd hasitdsi mintdzat.

A T-RFLP (termindlis restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus) médszer sordn méret sze-
rint vélasztjuk el a restrikciés enzimekkel emésztett PCR terméket. A restrikcids hasité helyek
szama és elhelyezkedése miatt a PCR termékek emésztése mas-mds termindlisan jelolt fragmen-
tumot eredményez. A mddszer alapja, hogy csak a termindlisan jelolt fragmentumokat vizsgélja,
melyet ugy érhetiink el, hogy a PCR soran specidlis, fluoreszcens festékkel jelolt primereket al-
kalmazunk. Az emésztett amplikonok elvdlasztisa dltaldban nagy hatékonysagu kapillaris elekt-
roforézissel torténik, a fluoreszcensen jelolt termindlis fragmentumokat adott hullimhosszua 1ézer
segitségével detektdljuk. A mintdval egyiitt futtatott, eltéré fluoreszcens jeloléssel ellatott belsd
molekulasily standard pontos fragmentumhossz meghatarozast tesz lehetové. A vizsgalt mintak-
ndl a primerek kotési, illetve a restrikcios enzimek hasitdsi helyeinek ismeretében adott fajokhoz,
torzsekhez termindlis fragmentumhosszak adhaték meg. A kalkulalt adatok birtokdban a kiilon-
boz6 mintdk termindlis fragmentum-hosszaihoz filogenetikai informaci6 rendelhetd, a gorbe alatti
teriiletekbdl pedig a mennyiségi viszonyokra kovetkeztethetiink.

A DGGE (denaturdl6 gradiens gél-elektroforézis) egy vertikalis PAGE-re (poliakrilamid gél-
elektroforézis) alapuld szepardciés mddszer, amely alkalmas azonos hosszisdgu, de eltérd bazis-
sorrendd amplikonok kiilonbségének kimutatdsdra. Formamid és urea denaturdldszerek linedris
gradiensét tartalmaz6 poliakrilamid gélben a duplaszali DNS szakaszok novekvd koncentraciéju
denatural6 kozegben vandorolnak. Az egyes DNS fragmentumok szekvencidja dltal meghatarozott
ponton a DNS szakaszok denaturdlédnak. A DNS fragmentum részlegesen denaturalédik, szétte-
keredik, jelent6sen lecsokken a molekula mobilitdsa, ezéltal vandorlasi sebessége is.

A DGGE-hez hasznalt DNS-t specialis primerekkel szaporitjuk fel. A primerek egyike az 5’
végén egy 30-50 bazispar hosszusagi udgynevezett GC-gazdag régiét, GC-kapcsot (GC-clamp)
tartalmaz, amely csak guanin €s citozin nukleotid bazisokbdl épiil fel, és a PCR sordn a templattal
egyiitt amplifikdlodik (Muyzer és Smalla 1998). A GC gazdag régi6 az elektroforézis sordn a
duplaszdlu DNS molekula két egyszalu DNS-re valasat megakadalyozza, ugyanis ez a GC-kapocs
Osszefogja a széttekeredd szdlakat.

A kozosségek egyféle szdmszer( jellemzésének céljabol kiindulhatunk a kozosségben eldfor-
dulé fajok egyedszamainak egyiittesébdl. A megfigyelt egyedszdmok €s a fajszdm nagymértékben
fligghet a vizsgalt kozosség, vagy az ebbdl szdrmazd minta nagysagatol. A diverzitdsi index ér-
tékének kialakitdsaban tehat két Osszetevd, az tigynevezett egyenletességi (evenness) komponens
€s a fajszam vagy fajgazdagsagi (richness) komponens jatszik szerepet. Mikrobioldgiai 6koldgiai
diverzitasvizsgalatokban gyakran hasznaljdk a Shannon diverzitasindexet.

_ S nij, ni
H=-Y; yiny

¢ H a Shannon index;
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Fluoreszcens csoport
. primer

N 1 168 IRNS

< I < primer

‘ PCR amplifikdcié

Emésztés
restrikcids
enzimmel

\/

Méret szerinti
elvélasztds

A A A A kapilldris
» elektroforézissel

Fragment hossz (bp)

3

Fluoreszcencia
intenzitas

2.12. abra. A terminalis restrikciés fragmentumhossz polimorfizmus (T-RFLP). A médszer soran a
restrikcios enzimekkel emésztett PCR termékek fluoreszcens festékkel jelolt terminalis fragmentjeit
kapillaris elektroforézis segitségével méret szerint valasztjuk el, a kapott jel a fragment
mennyiségével aranyos jelet ad.

* n; az abundancidja (egyedszdma) az i fajnak;
* S afajok szdma;
* N az 0sszes egyedszam

A Shannon index az informécié mennyiségét méri a rendszerben, és igy a kovetkezd egyedi
mintdk azonossaginak joslasi nehézségeit méri. Pozitivan korreldl a fajgazdagsdggal és a kiegyen-
sulyozottsdggal és jobban stlyozza a ritka egyedeket, mint az 4ltalanosakat.

Egy-egy szekvencia filogenetikai elhelyezkedésének bemutatdsdra az egyik legelterjedtebb mod-
szer az evoluciods tavolsdgok fakkal torténd dbrazoldsa. Az optimadlis fa az, ahol az élek 6sszhosszu-
sdga a lehet6 legkisebb (Podani 1997). Az egyik dltalanosan alkalmazott algoritmus, amelyet gyak-
ran haszndlnak filogenetikai fak készitésére a szomszéd Osszevond mddszer (neighbor-joining).
Ez egy a tavolsagokbdl kiindulé kladisztikai eljards, amely eltérd evolucids valtozast tételez fel a
kladogram egyes dgain, s végeredményben egy additiv fahoz kozelit. A fdban egymas mellé keriild
objektumok kivalasztdsandl nemcsak két objektum egymds kozotti tdvolsdganak értékét, hanem az
objektumok Gsszes tobbivel alkotott tavolsdgait is figyelembe veszi. A médositott tdvolsag” anndl
kisebb lesz, minél nagyobb a két objektum atlagos tdvolsdga a tobbitdl (Podani 1997, Saito és Nei
1987).

A bootstrap becslés 1ényege, hogy mintdnkbdl n-elemi almintét vesziink ki, visszatevéses mod-
szerrel. Minden ilyen almintdbdl kiszamoljuk a kivédnt statisztikai értéket (pl. dtlag, variancia).
Tobb szdz ilyen becslésbdl mar egy empirikus eloszlas rajzolhaté fel, amelyben megvizsgalhato,
hogy az eredeti mintabdl kapott ért€k hol helyezkedik el. [lyen médon a statisztika torzitdsara, stan-
dard hibdjara, megbizhatdsdgi intervallumara, st szignifikancidjara is kovetkeztethetiink egyetlen
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mintdbdl (Manly 1997). A bootstrap konszenzus fa esetén a valtozok bootstrap tjramintavételezé-
sével az alternativ fak egyesitése torténik, amely kikiiszoboli a véaltozok kivalasztasdban jelentkezd
szubjektiv elemeket, s alkalmas a leginkabb stabilis osztdlyok felkutatdsara.

A adathalmazban rejlé Osszefiiggések feltdrdsara tobbvaltozoés statisztikai modszereket alkal-
maztunk. Az ordindciés médszerek esetében az adatstruktira sok dimenzdjit behelyettesitjiik ke-
vés szamu, de az eredeti adatstruktirat tobbé-kevésbé jol tiikrozé dimenzidval. Az ilyen elemzé-
seket Goodall nyomén ordinacié néven foglaljuk 6ssze (Goodall 1978).

A f6komponens elemzés kifejlesztése (principal components analysis, PCA) Pearson (1901)
és Hotelling (1933) nevéhez kothets. A PCA 1ényege, hogy az objektumok a valtozok dltal meg-
hatarozott dimenzidkban elfoglalt helyét véltozatlanul hagyva az eredeti koordindtarendszert egy
4j koordinatarendszerrel helyettesitjiik igy, hogy az els6 tengely (komponens) maximadlis varian-
ciat sliritsen magdba és a lehetd legkevesebbet hagyja a masodik komponensre. Az 4trendez6dés
hétterében a véltozok kozotti linedris korreldciok allnak, mig az j komponensek kozotti linedris
korrelacio értéke 0. Kovetkezésképpen, a PCA csak akkor eredményez lényeges valtozast, ha a
valtozok kozott valamilyen linedris korreldcié van (Podani 1997).
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3. ANYAG ES MODSZER

A vizsgélati teriiletek helyszinét a teriilet tulajdonoséra tekintettel nem 4all médunkban nyilva-
nossagra hozni ezért csak a kémiai adatokat tudjuk a dolgozatban részletesen elemezni. Az ipari
titkok védelme miatt az egyes teriileteket sorszamozdssal jeloltiik.

3.1 Mintavétel

3.1.1 [ teriilet (Gazolaj szennyezés)

Az 1. teriiletiinkrdl vett talajmintdink egy kozlekedési tarsasdg jarmdjavit6jabdl szarmaztak.
A mintavételezést 4 méteres mélységbdl a Pyrus-Rumpold Kft. végezte. A mintdkat tenyészté-
ses vizsgdlatokndl a mintavétel napjan, a nukleinsav alapu vizsgalatok esetén egy héten beliil fel-
dolgoztuk, addig azokat -20°C-on taroltuk. A mintdk kémiai elemzését akkreditalt laboratérium
végezte.

3.1.2 11 teriilet (Gdzolaj szennyezés)

]

sr s

3.1. abra. II. mintavételi hely; 1. minta: a tartaly betolté csonkjat védo kuatgyiiri fenekét kitolto

homokbél; 2. minta: az egykori kit helyén maradt Kkifolyécsordl steril kanallal lekapart réteg

Két mintat gydjtottiink egy budapesti katonai 1étesitmény leszerelt benzinkttjanak kornyeze-
tébdl, az 3.1 dbran lathaté helyekrSl. A mintdkbol a gazolaj hasznositasara képes kozosségeket
gazolajos dusit6 tapoldatban dusitottuk fel.

3.1.3 HI-VII. mintavételi teriiletek (Klorozott szénhidrogén szennyezés)

A trikléretilénnel szennyezett teriiletek vizsgalatdhoz 6t teriiletet (A; B; J; K; T) vélasztottunk
ki, amelyeken kiépitett mintavevd kutakbdl alkalmanként 2 liter talajviz mintat vettiink. Az O,
beoldddds elkeriilése érdekében a mintavétel N, ellendramoltatas mellett tortént. A mintdkat még
aznap feldolgoztuk.
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3.2. TORZSGYUJTEMENYBOL SZARMAZO SZERVEZETEK

3.2 Torzsgyiijteménybdl szarmazo szervezetek

A vizsgdlatokhoz a frissen izolalt szervezeteken til torzsgyljteményekbdl szarmaz6 mikro-
bakat is felhaszndltunk. A Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ - Német Mikroorganizmus- és Sejttenyészet Gytijtemény)-bdl szairmaznak a Pseudomo-
nas putida DSMS50202 és az Acinetobacter genospecies 11 DSM590 torzsek. Az ELTE Mikrobio-
16giai Tanszék torzsgyijteményébdl szarmazik az SM5T4 jeld torzs. Mindharom t6rzsrol leirtak a
szénhidrogén bont6 képességet (Evans 1947, Stanier et al. 1966, Mashreghi és Marialigeti 2005),
ezért ezeket vdlasztottuk ki referenciatorzseknek a vizsgélatokhoz. A dehalorespirdlé szerveze-
tek kimutatdsanak optimalizdldsdhoz hasznalt tipustorzsek a kovetkezdek: Desulfomonile tied-
jei DSM6799; Desulfitobacterium dehalogenans DSM9161; Desulfitobacterium chlororespirans
DSM11544; Dehalobacter restrictus DSM 9455; Desulfuromonas chloroethenica DSM 12431.
A Dehalococcoides ethenogenes torzs tiszta tenyészetének DNS-ét Nikolausz Marcell bocsétotta
rendelkezésiinkre a Helmholtz Zentrum fiir Umweltforschung-UFZ (Lipcse) intézetbdl.

3.3 Felhasznalt anyagok

Az ebben a fejezetben kiilon nem szerepeltetett vegyiiletek (3.1. tdblazat) esetén analitikai tisz-
tasagu vegyszereket alkalmaztunk.

3.1. tablazat. A specialisan beszerzett vegyiiletek és fobb tulajdonsagaik

Anyag Gyarto Egyéb

gazolaj Mol Rt. Atlagos szénatomszam: 15; Szamitott
molekulatomeg: 212 g/mol; Mért stird-
ség: 0,8 g/em’

Tween 80  (polioxietilén(20)- Reanal Hidroxilszam: 65-80; Molekulatomeg:
szorbitdn-monooleat) 1310 g/mol; Kritikus micellaképzd kon-

centracié (CMC):1,2x107

Hidroxipropil-B-ciklodextrin Cyclolab Molekulatomeg: 1380 g/mol
Kft.

3.3.1 Taptalajok

3.2. tablazat. ALAPTAPTALAJ (HUSPEPTON AGAR)

pepton 50¢g
huaskivonat 25¢g
agar 20,0 g
desztillalt viz 1000,0 ml

pH 7.0; sterilizdlas autokldvban 121,1°C-on, 15 percig
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3.3. tablazat. GAZOLAJOS DUSITO

Gazolaj 10,0 g
NH4Cl 0,5 g
Na,H,PO4xH,0 05¢g
KH2PO4 0,5 g
MgSO4x7H,0 05¢g
NaCl 40¢g
nyomelemoldat 1,0 ml
agar 20,0g
desztillalt viz 1000,0 ml

pH 7,0; sterilizélas autoklavban 0,75 bar-on, 30 percig

3.4. tablazat. NYOMELEMOLDAT A GAZOLAJOS DUSITOHOZ

CuSO4x5H,0 0,64 g
FeSO4x7H,0 0,11¢g
MnCl,X4H,0O 0,79 g
ZnSO4x7H,0O 0,15¢g
desztillalt viz 100,00 ml

sterilizalas sziiréssel

3.5. tablazat. BUSHNELL-HAAS BROTH (BHB) TAPOLDAT

MgSO;4 0,20 g
CaCl, 0,02 ¢g
KH;POy4 1,00 g
KzHPO4 1,00 g
NH4NO3 1,00 g
FeCl3x6H,O 0,05¢g
Rezazurin festék (0,001 g/ 100ml) 1,00 ml
Desztillalt viz 1000,00 ml

pH 7,0; sterilizalas autokldvban 121,1°C-on, 15 percig

3.4 Klasszikus mikrobiolégiai médszerek

3.4.1 Gazolajbonto baktériumok izolaldsa
A szennyezett talajbdl a torzsek izoldlasa gazolajos dusito taptalajon tortént, igy eleve azokat

a torzseket szelektaltuk, amelyek képesek a gdzolaj kiillonb6z6 komponenseit szénforrdsként hasz-
nositani. Az izoldlt torzseket a késdbbiekben alaptaptalajon tartottuk fenn 4°C-on, havonta dtoltva.
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3.4.2 Mikrokozmoszok Osszeallitasa

3.4.2.1 Respirometrikus mérések — Széndioxid termelés vizsgalata zdrt, OxiTop rendszer segit-
ségével

A méréssorozatban a széndioxid-termelését mértiik zart rendszerben, OxiTop OC110 (WTW)
segitségével.

250 ml BHB tdplevesbe mértiik be az adott mennyiségli adalékanyagot (HPCD-t, Tween 80-
at, vagy keményitst), ill. a gdzolajat. Az edény zaréfejébe NaOH pasztillat helyeztiik el, hogy a
keletkezett CO,-t elnyelje, majd rdhelyeztiik a nyomdasvéltozast méré fejet. A mérdfejekkel lezart
edényeket 28°C-ra helyeztiik, hogy felvegyék a megfelel6 hdmérsékletet. Egy napi dllds utdn, az
abiotikus kontroll kivételével, beoltottuk ket 500 ul baktériumszuszpenzidval (8 x 10° CFU/ml)
a méréshez kivélasztott késdi logaritmikus novekedési fazisban 1€vo tenyészetbdl. A palackok-
ban torténd valtozasokat 28°C-on, dlland6 keverés mellett 7-14 napig figyeltiik. A rendszerben a

1égkori nyomads volt a kiindulési érték.

3.4.2.2 A HPCD hatdsanak vizsgdlata a benzol és toluol bomlasdra

A bomlast 150 ml-s teflon-dugéval zar6do tivegekben vizsgéltuk. Adott mennyiségii HPCD-t
adtunk a tdpkozeghez, és 2, 5, 10 15 g/l benzolt, toluolt, ill 1:1 ardnyud keverékiiket. A kontrollki-
sérleteket ciklodextrin nélkiil végeztiik. Az abiotikus kontroll hasonldan késziilt a biotikus vizsga-
latokhoz, csak nem oltottuk be a mikroorganizmussal. Minden sorozatot haromszor ismételtiink,
az eredményeket atlagoltuk. A bomlast (a benzol és a toluol koncentracidjat) hetente, gdzkromato-
grafids mérésekkel kovettiik nyomon.

3.4.2.3 A klorozott alifas szénhidrogének anaerob bontdsanak vizsgdlata laboratériumi koriilmé-
nyek kozott

A trikloretilén bontdsdnak vizsgdlatdhoz mikrokozmosz kisérleteket készitettiink. A mikrokoz-
moszokat 2 literes tivegedényekben dllitottuk Ossze, €s 1égmentesen lezartuk, hogy a leveg6vel
ne érintkezzen. Redox-indikatorként rezazurint alkalmaztunk. Minden kisérletet két parhuzamos-
ban végeztiink és biotikus kontroll mikrokozmoszokat is inditottunk (K), amelyekhez nem adtunk
adalékanyagot. A mintavételezés nitrogén gz ellendramoltatds mellett tortént. A mintdkat elkiild-
tiink kémiai vizsgdlatra, valamint kozosségi DNS izoldlds utdn kozosségi analizist és specifikus
kimutatdsokat végeztiink.

3.4.3 Csiraszam becslés szélesztéses technikaval

27 ml gazolajos dusité tdplevesbe, ill. hiispepton levesbe 3-3 g talajmintat mértiink, majd tiz
tagu, tizszeres higitdsi sorozatot készitettiink kémcsovekben. A sorozat minden egyes tagjabol
3x100 pl-nyi mennyiségeket ugyanilyen osszetétell agarlemezekre szélesztettiink. A tenyészete-
ket 72 6ran at 28°C-on inkubaltuk. Azokon a lemezeken, ahol a telepszam 20-200 kozott volt, a
telepeket megszamoltuk, majd a higitdsi fok segitségével a csiraszamot meghataroztuk. A 3 par-
huzamos eredményt dtlagoltuk (Horvath 1980).
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Uvegcsé teflon csappal és
N oliva csatlakoz¢ folyadék
Uvegcsé teflon csappal eés fazis mintazashoz
teflon szeptummal
%c”)ztér analizishez
Vagy folyadékfazis mintazas

N, bearamlas mellett ™\ Csavarkupak teflon-szeptummal

1L vagy 2L uvegedény

3.2. abra. A klérozott alifas szénhidrogének anaerob bontasanak vizsgalatahoz fejlesztett
mikrokozmosz iiveg sematikus rajza

3.4.4 Biomassza novekedés spektrofotometrids vizsgalata

A méréseket Hach DR/2000 spektrofotométerrel végeztiik el. A 3.4.2.1 fejezetben Osszedllitott
mikrokozmoszokbdl rendszeresen mintét vettiink, és a denzitdsat 660 nm-n megmértiikk. Minden
mikrokozmoszbdl az sszedllitds utdn azonnal mintat vettiink, majd annak denzitdsidt meghataroz-
tuk. Ezek az értékeket tekintettiik alapértékeknek.

3.4.5 Kozosségi szénforrds értékesitési vizsgalat

A vizsgalathoz BIOLOG GN2 (Hayward, California, USA) lemezeket hasznéltunk. A 96 lyuku
mikrotiter-lemez 95 kiilonboz6 szénforrést tartalmaz, valamint egy kontrollt (A1), ami csak a szén-
forrasok mellé is betoltott tetrazélium redoxindikatort tartalmazza. A szintelen indikator a bakté-
riumkozosség anyagceseréjének hatdsara lilds-r6zsaszin formazdnnd alakul. A mintidnkat el6szor
centrifugaltuk (5000g ; 10 perc), majd a feliilisz6t leontottiik. Ezutan a centrifugacsé aljan 0ssze-
gytlt sejteket steril desztillalt vizben szuszpendaltuk, majd a szuszpenzié optikai denzitdsat be-
allitottuk standardok segitségével. A szuszpenziobdl a mikrotiter-lemez minden lyukaba 150 ul-t
mértiink. A lemezeket 28°C-on inkubaltuk. A leolvasast 24, 48, 72 €s 96 ora elteltével 590 nm-
en végeztilk, ELISA Reader (Labsystems Multiscan PLUS) késziiléken. A mért értékeket akkor
tekintettiik pozitivnak, ha az OD590 értékek az dtlag + sz6rds értéknél nagyobbak voltak.

3.4.6 Enzimaktivitas mérés

Az enzimaktivitds mérést Feist és munkatdrsai altal kidolgozott protokoll szerint végeztiik el,
de azt helyenként médositottuk (Feist és Hegeman 1969). A mddositott protokoll harom {6 1épés-
bdl all: az enzim izolédlasa, a fehérjekoncentracié meghatarozasa €s az enzimaktivitds mérésének
folyamata.

3.4.6.1 Azenzim izolalasa

Az altalunk vizsgalni szdndékozott enzimek indukcidja érdekében a kordbban kivalasztott tor-
zseket BHB tdplevesben a megfelel aromds vegyiilettel inkubdltuk, kiilonb6z6 hosszisagu id6-
intervallumon keresztiil, egyféle aromds szénforrds jelenlétében. Az alaptaptalajrol 6sszegytijtott
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sejtekbdl késziilt szuszpenzidval oltottuk be a BHB tdpleveseket, amelyekben a sejteket 24, il-
letve 168 6ran keresztiil inkubdéltuk. A megfeleld inkubdacids id6 letelte utdn végeztiik el az enzim
izolalasat:

* asejtek 0sszegyljtése a BHB taplevesbdl centrifugdlassal, 5000g-n 20 percen keresztiil;

* az Osszegylijtott sejtek szuszpendalasa, illetve mosasa 0,003 M Trisz-HCI mosoé pufferrel,
majd djboli centrifugdlds 5000g-n 20 percig;

* az Osszegyljtott, €s mosott sejtek ujboli szuszpendalasa 0,03 M Trisz-HCl izolalo pufferrel
(0,2 g sejthez 1,0 ml puffer);

* sejtfeltaras jégen, szonikdtorban 5 percig ultrahang segitségével;

* a sejttormelék, illetve a fel nem tort sejtek eltdvolitdsa centrifugdldssal (15000g,15 perc);

* a centrifugalds utdn kapott feliilisz6t haszndljuk a tovabbi vizsgdlatokhoz jégen tarolva.

Az enzim izolaldsa sordn kapott feliilisz6é 0sszfehérje kivonat, amely tartalmazza a gyr(iha-
sitd enzimet, enzimeket. Ez az extraktum kozvetleniil hasznalhaté enzimaktivitas mérésre, tovabbi
tisztitast nem igényel.

3.4.6.2 A fehérjekoncentricio meghatdrozdsa a Bradford mddszer segitségével

A fehérjék megkotik a Coomassie Brilliant Blue (Bradford reagens) festéket, ami fotometri-
dsan detektdlhaté (595 nm). 1-20 ug fehérje esetén az elnyelés ardnyos a fehérje mennyiséggel
(Bradford et al. 1976). Sz€rum albumin standard fehérje (5, 10, 15, 20 ul szérum albumin) se-
gitségével kalibracios gorbét készitettiink, mellyel meghataroztuk az ismeretlen fehérje-extraktum
koncentricidjét.

3.4.6.3 Az enzimaktivitds mérés folyamata

A katekol 1,2-dioxigendz enzim (az enzim nevezéktan szdmozas szerint - EC.1.13.11.1) hata-
séara a katekolbdl cisz,cisz-mukonsav keletkezik, amelynek ddsuldsa a reakcidelegyben 260 nm-en
detektalhaté [e=16000 (1/(mol x cm)) 25°C], ha a lebontasi ttvonal kovetkezd 1épését katalizald
enzim mikodését gatoljuk. Ez keldtornak, jelen esetben EDTA-nak a reakcidelegyhez adédsdval
érhet6 el.

A reakcibelegy osszetétele:

* 0,3 ml Trisz-HCI pufter (0,033 M),

0,1 ml EDTA (0,03 g/ml),

Osszfehérje extraktum - fehérje koncentraciotol fiiggéen 0,1 - 0,3 ml,

0,01 ml katekol-oldat (1 gmol/ml),

desztilldlt viz - annyi, amennyivel 1 ml-re egészitjiik ki a reakcidelegy térfogatat.

A katekol 2,3-dioxigendz enzim (EC. 1.13.1.2.) hatdséara a katekolbdl 2-hidroximukonsav fél-
aldehid keletkezik, amelynek felddsuldsa a reakcidelegyben 375 nm-en detektilhatd (e=12000
(1/(mol x cm))25°C). A termék kiilondsebb beavatkozds nélkiil is megmarad a reakcidelegyben,
mivel a lebontés kovetkezd 1épését katalizdld enzim miikddése nagyon lasst.
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A reakcidelegy Osszetétele:

* 0,3 ml Trisz-HCI pufter (0,033 M),

 Osszfehérje extraktum - fehérje koncentraciotdl fiiggden 0,1 - 0,3 ml,

* 0,01 ml katekol-oldat (1 ymol/ml),

* desztillalt viz - annyi, amennyivel 1 ml-re egészitjiik ki a reakcidelegy térfogatat.

A katekolt kozvetleniil a mérés elinditdsa elott adtuk a reakcidelegyhez. A spektrofotométer
(PerkinElmer Lambda 35) 5 masodpercenként automatikusan mérte a reakcidelegy abszorbancia-
jat. Az aktivitds értékét nmol elbontott szubsztrat /(perc x mg) 0sszfehérje mértékegységben sz4-
moltuk ki a reakcié elsd 5 — 10 perce alapjan, ugyanis a termék keletkezése itt még kozel linedris
volt.

3.5 DMolekularis biologiai modszerek

3.5.1 DNS izolalas torzsekbol

A DNS izolalast V-gene Kittel (V-gene Biotechnology) végeztiik, a gyarté altal megadott pro-
tokoll szerint.

3.5.2 DNS izoldlas talajbol, talajvizbol

A DNS izolalast UltraClean Soil DNA Kittel (MoBio) végeztiik, a gydart6 utasitdsai szerint.
100 ml talajvizet 5000g-n, 10 percig centrifugaltunk, hogy elegendé mennyiségli iiledéket gyijt-
stink Ossze az izoldlashoz. A sejteket tartalmazé iiledéket (1g) kerdmia gyongyoket tartalmazo
csovekbe helyeztiik, és lizis puffer, detergens, ill. inhibitor eltdvolité oldat hozzdaddsa utdn (a
huminsavak ugyanis gitolhatjdk a PCR reakciét), sejtmalomban feltartuk (2x1,5 perc), majd cent-
rifugaltuk (10000g; 5 perc), és a nukleinsavakat tartalmazé feliiliszot Uj, steril csébe mértiik at. A
megfeleld reagens hozzdadasa utdn 5 percig 4°C-on inkubaltuk a mintakat, hogy a fehérjék kicsa-
podjanak. Ezutdn a mintdkat ismét centrifugéltuk (10000g; 1perc) és a DNS-t tartalmazo feliildszo
teljes mennyiségét uj, steril filteres csdbe mértiik at. Ezutdn magas s6koncentracié mellett a DNS-
t megkotottiik a sz{ir6n, majd etanolos tisztitasi 1épés kovetkezett. A szlir6 megszaritasa utdn a
filtercsovet 1j, steril mikrocentrifuga csébe helyeztiik, majd eludltuk a DNS-t.

3.5.3 RNS izolalas

Az RNS izolalast RNeasy Mini Kittel (Qiagen) végeztiik, a gydarté utasitasai alapjan. A talaj-
vizbdl szarmaz6 pelletet tiveggyongyok €s lizald oldat segitségével feltartuk, majd filteres mikro-
centrifugacs6be mértiik at az elegyet. Centrifugdlds (10000g; 1perc) utdn etanolos tisztitdsi Iépések
kovetkeztek. A szlird megszaritdsa utdn az RNS-t RN4z mentes vizben vettiik fel, és sziikség esetén
-70°C-on taroltuk. Az RNS tisztasdgat rutin 16S PCR reakcidkban ellendriztiik.

3.5.4 Nukleinsavak detektdldsa gélelektroforézissel

A kapott nukleinsavat agar6z gélelektroforézissel detektéltuk. 1%-os agar6z gélt ontottiink (1g
agardz, 10 ml 10xTBE, 90 ml ddH;0, 0,5 ul/ml etidium-bromid). A gél zsebeibe 5 ul mintat és 3 ul

43



3.5. MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

toltépuffert (30 v/v % glicerin, 0,25mM brémfenolkék), az els6 zsebbe 1,8 ul molekulastly markert
(Fermentas; Lambda DNA/EcoRI + HindIIl Marker 3 vagy pUC Mix Marker 8; a nukleinsav
méretétdl fiiggben) pipettaztunk. A gélt 1XTBE pufferben (TRIS-béazis 10,78 g/l; boérsav 5,5 g/l;
EDTA 0,74 g/1; pH 8,3) 100 V fesziiltséggel, 20 percig futtattuk, majd UV fényben vizsgaltuk. A
tovdbbiakban -20°C-on taroltuk az izoldlt DNS-t.

3.5.5 A munkak sordn alkalmazott polimeraz lancreakciok protokolljai

3.6. tablazat. A 16S rDNS PCR o6sszemérési protokollja

10l 10x PCR puffer
2 mM MgCl,
0.2 mM dNTP
0.3 uM  forward primer
0.3uM  reverz primer
25-29 ul viz

premix

1U Taq polimeraz
1-5ul templét

50ul ossztérfogat

3.7. tablazat. A 1. PCR tipus héprofilja

98°C Kezdeti denaturdcié 5 perc
94°C Taq hozzaadéasa 10 mp

52°C  Primer anelléci6 30 mp
72°C extenzio 1 perc 32 ciklus
94°C denaturécid 30 mp

72°C Végso extenzid 10 perc

3.8. tablazat. A 2. PCR tipus hoprofilja
95°C Kezdeti denaturdcié 3 perc

52°C  Primer anellacié 30 mp
72°C extenzid 1 perc 32 ciklus
94°C denaturacio 30 mp

72°C Végso extenzio 10 perc

A polimeraz lancreakciot (PCR-t) GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) készii-
1ékkel végeztikk. A PCR-hez alkalmazott vegyszerek koncentracioit a 3.6 tablazat tartalmazza, a
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3.9. tablazat. A munkak soran alkalmazott primerek és adataik

primer bazissorrend referencia
27 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ (Lane 1991)
63f 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3°  (Marchesi et al. 1998)

519r 5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3° (Stackebrandt és Liesack 1993)
1492r  5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3° (Lane 1991)

1401r  5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’ (Nubel et al. 1996)

M13f  5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3° Stratagene

M13r  5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3’ Stratagene

munkdk soran alkalmazott kiilonboz6 hdprofilokat a 3.7 és 3.8 tablazatok tartalmazzak. Az amp-
lifikdcid sordn, a sziikséges vizsgdlatoktol fiiggden, eltérd primereket valasztottunk, melyeket az
Escherichia coli 16S rRNA gén nukleotid szekvencidja alapjan jeloltiink (Brosius et al. 1978),
vagy a tervezdje altal adott nevét alkalmaztuk (3.9 tdblazat).

3.5.5.1 16S rDNS PCR a DGGE-hez

A DGGE mddszer alapja, hogy a kiilonb6z6 bazisosszetételd szekvencidknak mds az olvadas-
pontja (Részletesen 1d. kés6bb, a 3.5.10.2 fejezetben). Ahhoz azonban, hogy a denaturdci6 sordn a
DNS szakasz két szdla ne védlhasson el egymadstol teljesen, sziikséges az amplifikalt DNS szakasz
végére egy nagy olvaddspontu részt beépiteni. Ez tin. GC-kapocs tartalmazo primerekkel torténik

(3.10 tablazat).

3.10. tablazat. A DGGE munkak soran alkalmazott primerek és adataik

primer bazissorrend referencia

GC-63F 5°-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG (Muyzer és Smalla 1998)
GCG GGG GCA GGG GGG CAG GCC TAA CAC
ATG CAA GTC-3’

GC-27F  5°-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG (Lane 1991)*
GCG GGG GCA CGG GGG AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG-3’

GC-968F 5°-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG (Muyzer és Smalla 1998)
GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA
CCT TAC-3’

*modositva
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3.5.5.2 16S rDNS PCR a T-RFLP-hez

A PCR soran fluoreszcensen jelolt primereket hasznéltunk, melyek a reakcié sordn beépiiltek
az amplifikdlt DNS egyik végére, igy olyan PCR terméket kaptunk, mely a késébbi T-RFLP elem-
z¢€s sordn detektdlhatova valt. A jelolt primer mindenben megegyezett a 3.9 tdbldzatban szerepld

primerekkel csak ellattak dket egy fluoreszcens festékkel (HEX).

3.5.5.3 A katekol 1,2-dioxigendz gén (C120) kimutatdsahoz alkalmazott PCR

A C120 anyagcsere gén kimutatdsara egyrészt irodalmi, illetve sajét tervezésti primereket is
alkalmaztunk (3.12. tdblazat). Az irodalmi adatokbdl szdrmazé és a sajat tervezésii primereket a
3.11. tdbldzatban leirt hoprofillal rendelkezd PCR-rel hasznaltuk.

3.11. tablazat. A katekol 1,2 dioxigenaz gén kimutatasara szolgalé PCR ciklus hdprofilja

98°C Kezdeti denaturdci6 5 perc
94°C Taq hozzdadasa 10 mp

57°C  primer anellacio 30 mp
72°C extenzio 1 perc 32 ciklus
94°C denaturacid 30 mp

72°C Végsd extenzid 10 perc

3.12. tablazat. A katekol 1,2-dioxigenaz kimutatasakor hasznalt primerek

primerek jelolése bazissorrend referencia
C120f 5’-GCC AAC GTC GAC GTC TGG CA-3’ (Sei et al. 1999)
C120r 5’-CGC CTT CAA AGT TGA TCT GCG TGG T-3* (Sei et al. 1999)
RHOf 5’-GCC GCC ACC GAC AAG TT-3’ sajat tervezés
RHOrA 5’-GTA GTA CGG GCC CTC GAT GCT-3’ sajat tervezés
RHOrB 5’-CAC CAT GAG GTG CAG GTG-3’ sajat tervezés
ACf 5’-ACA CCA CGA ACA ATT GAA GGA CCG-3*  sajat tervezés
ACr 5’-TGC GAA GGG CGG TTA CCA TG-3’ sajat tervezés

3.5.5.4 Dehalorespiralo szervezetek kimutatasdhoz alkalmazott primerek

A trikloretilénnel szennyezett teriileteken molekuldris mddszerekkel, PCR technika segitsé-
gével vizsgéltuk egyes dehalorespirdl$ szervezetek jelenlétét. Az ehhez sziikséges hdprofilokat a
3.13. tablazat tartalmazza, a primerek bazisosszetételét a 3.14. tablazat.
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3.13. tablazat. A dehalorespiralé szervezetek kimutatasara szolgalé PCR ciklus héprofilja

98°C Kezdeti denaturaci6 5 perc

94°C Taq hozzaadédsa 10 mp
55°C*/65°CP /62°C¢  Primer anelldcié 1 perc

72°C extenzio 1 perc 32 ciklus

94°C denaturaci6 30 mp

72°C végsd extenzid 10 perc

(“:Dehalococcoides sp., ”:Dehalobacter sp. ©:Desulfuromonas sp.)

3.14. tablazat. A dehalorespiralé szervezetek specifikus kimutatasahoz hasznalt primerek

primerek jelolése bazissorrend

referencia

DHCI 5’-GAT GAA CGC TAG CGG CG-3 (Hendrickson et al. 2002)
DHC774 5’-GGG AGT ATC GAC CCT CTC-3’ (Hendrickson et al. 2002)
DHC1377 5’-GGT TGG CAC ATC GAC TTC AA-3° (Hendrickson et al. 2002)
DHC1212 5’-GGA TTA GCT CCA GTT CAC ACT G-3°  (Hendrickson et al. 2002)
DR-F 5’-GTT AGG GAA GAA CGG CAT CTG T-3°  (Smits et al. 2004)*
DR-R 5’-CAT ATC TCT ACG GGA TTA GTT GG-3* (Smits et al. 2004)*
DCE-F 5’-AAC CTT CGG GTC CTA CTG TC-3’ (Loffler et al. 2000)
DCE-R 5’-GCC GAA CTG ACCCCT ATGTT.3’ (Loffler et al. 2000)

3.5.6 Reverz transzkripcio

*moddositva

Az els6 cDNS szl szintetizdldsa RNS-r6l random hexamer primerrel, RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit-tel, RevertAid M-MuLV reverz tranzkriptdz enzimmel (Fermentas) tortént.

3.5.7 PCR termék tisztitasa
3.5.7.1 A DNS ill. PCR termékek tisztitisa PCR-M Clean Up System (Viogene) kittel

Ezt a médszert alkalmaztuk, ha a kapott PCR mintét toményiteni kellett és a szekvendl6 reakcid
elotti tisztitds esetén is.

7/

* A PCR termék sszekeverése 0,5 ml PX pufferrel, és a DNS-t megkotd szilikamétrix-szir6t
tartalmazo oszlopra mérés;
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Centrifugélds: 10000g; 1 percig, majd az atfolyt folyadék kiontése;
500 ul Wash Solution bemérése a felsé cs6be;
Centrifugélds: 10000g; 1 percig, majd az atfolyt folyadék kiontése;
700 ul Wash Solution bemérése a felsd csdbe;
Centrifugélas: 10000g; 1 percig, majd az atfolyt folyadék kiontése;
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3.15. tablazat. Az RT-reakcié 6sszemérési protokollja

0,1-5 ul RNS
1,0 ul random hexamer primer
10,9-6 ul viz
70°C-n 5 perc inkubdaci6
4 ul 5x reakcid puffer
1 ul RiboLock Ribonuclease Inhibitor (20u/ul)
2 ul 10mM dNTP mix

25°C-n 5 perc inkubdcid
1l RevertAid M-MuLV Reverz Transzkriptaz

25°C-n 10 perc, majd 42°C-n 60 perc inkubdacid
A reakci6 ledllitdsa 70°C-n 10 perc inkubaciéval

Centrifugélds: 10000g; 1 percig, majd az atfolyt folyadék kiontése;
Centrifugélas: 3 percig;

A fels6 csovek athelyezése steril Eppendorf-csovekbe;

40 ul eludld6 oldat (Elution Buffer) sz{ir6re mérése;

2 perc inkubécié szobahémérsékleten;

Centrifugélds: 10000g; 2 perc;

sziir6 eldobdsa, als6 csd tartalmabol DNS detektaldsa agardz gélelektroforézissel.

3.5.7.2 Etanol-precipitdcio

Ezt a modszert alkalmaztuk, elsésorban az ABI PRISM 310 Genetikai Analizator mintael6ké-
szitése sordn, ha csapadék form4djaban volt sziikségiink a nukleinsavra. A pontos vegyszeraranyok
a 3.16 tabldzatban taldlhatok.

3.16. tablazat. Az etanol precipitacio soran hasznalt reakcioelegy osszetétele

3,0 ul  Natrium-acetat
62,5 ul  95%-os etanol
14,5 ul steril dH,O

20,0 ul  PCR termék

Az elegyet 15 percig inkubdltuk szobahdmérsékleten, majd centrifugéltuk 20 percig 10000g-
en 4°C-on. Ezutadn a feliiliszot leszivtuk, majd ramértiink 250 ul 70%-os etanolt, majd keverés
utan centrifugaltuk 10 percig 10000g-en 4°C-on. Ismét eltavolitottuk a feliilisz6t €s a pelletet
vakuumcentrifugdban megszaritottuk. A pelletet -20°C-on taroltuk.

3.5.8 Bazissorrend elemzés

A bazissorrend elemzést a jelolt terminatoru ciklikus szekvenélds (Dye Terminator Cycle Sequ-
encing, Perkin-Elmer) mddszerrel és az ABI Prism 310 automata genetikai analizatorral (Applied
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Biosystems) végeztiik el. A mddszer Sanger stop-nukleotid médszerének mdédositott valtozata. A
reakci6 sordn a primertdl kiindulva egy DNS polimerdz a bazisparosodds szabdlyai szerint nuk-
leozidokat épit be. A reakcid elegyben dideoxi-nukleozidok is vannak, melyek terminéljak a re-
akcidt, igy kiilonbozé hosszisagii DNS szakaszok keletkeznek. Mind a négy termindlé nukleotid
mas festékkel jelolt, ezért mindegyik szekvenciahosszhoz rendelhetd egy fajta jelolés. A kapillaris
gél-elektroforézis utdn kialakulé méretbeli sorrend megfelel a bazissorrendnek, amely a jelolések
alapjan egyszeriien leolvashatd. A BigDye™Terminator Cycle Sequencing 3.0 terméket (Applied
Biosystems) haszndltuk. A kit tartalmazza az AmpliTag® DNS polimerdaz FS enzimet. A Gene
Amp PCR System 2700 (Perkin Elmer) késziilékben a alabbi tdbldzatokban leirt 6sszetétel (3.17)
€s hoprofil (3.18) mellett végeztiik el a szekvendl6 reakciot.

3.17. tablazat. A szekvenalé reakci6 osszetétele
Big Dye Terminator™Ready Reaction Mix  2ul

5X higit6 puffer 3ul .
H,0 6.5, premix
primer 0,5ul
Viogene Kittel tisztitott PCR termék 8ul
Ossztérfogat: 20ul

3.18. tablazat. A szekvenalo reakcio hoprofilja

denaturacio 96°C 10 sec
anellacio 50°C Ssec 26 ciklus
extenzio 60°C 4 min

A reakci6 utdn etanol-precipitdcioval tisztitottuk meg a terméket (3.5.7.2. fejezet). Ezutan 20
ul formamidban (Promega) vettiik fel a DNS-t. A jelolt fragmentumokat kapilléris elektroforézis
segitségével valasztottuk el. A mintdk injektalasét elektrokinetikusan 45 masodpercen keresztiil
15kV-n végeztiik. Az elvalasztas 120 percig 15kV-n, POP-6 (Applied Biosystems) polimeren tor-
tént. Az eletroferogramokat Sequence Analysis 4.3.1. szoftver segitségével értékeltiik ki.

3.5.9 Klonkonyvtar létrehozasa
3.5.9.1 PCR termék klénozdsa, ligdl6 reakcio

A kl6nkonyvtar 1étrehozasdt pGEM®-T Easy Vector Systemmel végeztiik. Az aldbbi Osszete-
voket mértiik 6ssze 0,6 ml-es csovekbe: 5 ul 2x ligal6 puffer, 1 ul pPGEM®-T Easy kl6nozé vektor,
3 ul PCR termék, 1 ul T4 DNS ligdz és 10 ul dH,O. Pipettaval osszekevertiik és egy éjszakan at
4°C-on inkubaltuk.

3.5.9.2 Transzformacio

Hozzamértiink jégen tartott 50 ul JM 103 szuperkompetens sejthez 2 ul-t a ligélési reakcio-
mixbdl. Ezutan jégen inkubaltuk 20 percig, majd a reakcidelegyet 50 masodperces hdsokknak
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tettiik ki 42°C-on. Ezt kovetden 2 percig inkubdltuk jégen, majd 950 ul SOC téplevest adtunk
hozza és 1,5 6ran at razattuk 37°C-on. Steril széleszt&bottal 100 ul-eket szélesztettiink a transz-
formalt sejteket tartalmazé oldatbdl X-Gal-lal és IPTG-vel kiegészitett LB-ampicillin agarra. A
tdplemezeket egy éjszakdn at inkubaltuk 37°C-os termosztitban. A vektor felvételével a gazda-
sejtek rezisztenciat nyernek ampicillinre, az inzert (a vizsgalt kozosségi DNS-ébdl szarmazé PCR
termék egy molekuldja) beépiilésével pedig megsziinik a B-galaktoziddz aktivitids. Azon telepek,
amelyeknek megvan ez az aktivitdsa, nem hordoznak inzertet, és képesek a taplemezben 1évé X-
gal hasitdsdra, ami kék szin{i festéket eredményez. A negativ telepek ezért kékek, a pozitivak pedig
fehérek. A pozitiv, beépiilt fragmentumot tartalmazo kolonidkat steril fogpiszkal6 segitségével le-
szedtiik, 40 ul dH>O-ben szuszpendéltuk. A sejteket 98°C-on, 3 percig inkubdltuk, majd 3 percig
centrifugaltuk.

3.5.9.3 PCR a vektorba épitett fragmentumokra

Az elsd PCR soran M13f és M13r, vektorspecifikus primereket hasznéltunk, igy elkeriilhetd
volt, hogy a kompetens sejt sajat 16S rDNS régidja is amplifikdlédjon. A reakcié hdprofilja a 2.
PCR hoprofil volt (3.8. tablazat).

Ezutin a kapott PCR termékekre elvégeztiink a mdsodik PCR reakciét (2. hprofil) a kozos-
ségi DNS szaporitdsdhoz hasznalt primerekkel, hogy a tovabbiakban csak a kozosségi DNS-bol
szarmaz0 egy-egy molekuldjaval dolgozzunk tovabb.

3.5.10 Ujjlenyomat médszerek
3.5.10.1 ARDRA

Az ARDRA sordn gyakran hasité restrikcids enzimekkel emésztettiik a PCR sordn kapott ter-
méket. Az emésztéshez felhasznalt enzimek a Csp6l és a BsuRI restrikcidés enzimek voltak (3.21.
tdblazat). Az aldbbi reakcidelegyeket kevertiik 0ssze mintdnként: 0,3 ul enzim, 2 ul puffer, 7,7 ul
dH,0 és 10 ul PCR termék. Az elegyeket keverés utan 37°C-os vizfiirdSbe helyeztiik 3,5 6rara. A
mintakat 1,7 %-os agardz gélen futtattuk: Az elektroforézist 1X TBE pufferben 2 6ran keresztiil 80
V fesziiltségen végeztiik. A kialakul6é savmintdzat UV-fény alatt valik lathatova. Az eredményeket
digitalis képrogzitéssel dokumentaltuk.

3.5.10.2 DGGE

Felhasznélt reagensek:

¢ 40%-os akrilamid oldat (akrilamid:biszakrilamid 37,5:1; BIO-RAD)

* 50x TAE puffer (2M Tris, 1M ecetsav, 0,5M EDTA, pH 8,0; BIO-RAD)
* urea (BIO-RAD)

e formamid (BIO-RAD)

« TEMED (BIO-RAD)

* 10%-0s ammonium-perszulfat (APS, BIO-RAD)

* HPLC tisztasigu viz

A denaturaldszerek linedris gradiensét tartalmaz6 akrilamid gélt INGENYphorU (Ingeny) gél-
ont6 rendszerrel Ontottiik a két kiilonb6zo denaturald koncentricidju oldatbdl perisztaltikus pumpa
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és gradiens keverd segitségével. Az oldatok elkészitése a torzsoldatokbdl a 3.19 tablazat alapjan
tortént.

3.19. tablazat. A 8 %-s poliakrilamid denaturalé gradiens gél osszeallitasa
8%-s PAA gél denaturaloszer koncentracioja 40%  70%  tolto gél (0%)

6%-0s PAA 0%-o0s denaturalé koncentracio 72ml 3,6 ml 3 ml
trzsoldat 6%-0s PAA 100%-o0s denaturald koncentracio 4,8 ml 8,4 ml -
10%-0s PAA 0%-os denatural6é koncentracio 72ml 3,6 ml 3 ml
10%-0s PAA 100%-o0s denatural6 koncentracié 4,8 ml 8,4 ml -
TEMED 20l 20 ul 6 ul
APS 100 gl 100 ul 27 ul

Az APS-t csak kozvetleniil a gélontés eldtt adtuk az oldatokhoz (a polimerizécié az APS ha-
tdsara indul meg). A denaturdlé gradiens gél megontését kovetden a gél tetejére denaturdld szert
nem tartalmazoé “toltd gélt” rétegeztiink, ami eldsegiti a DNS gélbe jutdsat a zsebekbdl. A fliggd-
leges 4ll4su gélben a denaturdld szer koncentracidja feliilr6l lefelé n6. Az elektroforézis vertikalis,
iranya megegyezik a denaturdloszer gradiens irdnyéval. A futtatds 8%-os PAA gélen 40-70%-os
denaturalé gradiens mellett tortént. A zsebekbe az el6zdleg toltdputferrel osszekevert PCR termé-
keket 50 ul-es Hamilton fecskendovel juttattuk. A mintdk futtatdsa 60°C-on, 1%-os TAE pufferben
az aldbbi fesziiltség értékek mellett tortént: 15 perc ’befuttatds” 80V-on, 14 6ra futtatds 200V-on.

Az elektroforézist kovetden a gélt 40 percig etidium-bromidban festettiik, majd 20 perc desztil-
lalt vizben torténd mosas utdn a kialakul6 savmintdzatot UV-fény alatt vizsgaltuk. Az eredménye-
ket digitalis képrogzitéssel dokumentéltuk. A PAA gél mintazatdnak elemzését a TL120 TotalLab
gélelemz0 szoftver (Nonlinear Dynamics) segitségével végeztiik (sdvazonositas).

Az egyes savok DNS-ének taxon szinti meghatdrozasahoz a kiilonallé savokat a poliakrila-
mid gélbdl UV fénnyel tortént atvilagitas mellett, steril szikével vagtunk ki, és steril Eppendorf
csovekbe tettiikk. A géldarabokra mintanként 20 ul steril bidesztillalt vizet pipettaztunk és 12 6rat
4°C-on inkubaltuk. Mdsnap a feliiluszot atpipettaztuk j tesztcsovekbe és felhasznalasig -20°C-on
taroltuk.

Az egyes géldarabok tartalmazta DNS bazissorrendjét (3.5.8). fejezetben leirtak szerint haté-
roztuk meg.

3.5.10.3 T-RFLP

A jelolt primerekkel felszaporitott PCR termékeket, hasonléan az ARDRA mddszernél leir-
takhoz, restrikcids enzimekkel hasitottuk. A felhaszndlt restrikcids enzimek hasitasi helyeit illetve
optimélis miikodésiikhoz sziikséges homérsékleti értékeket €s az 6sszemérendé mennyiségeket a
3.20. és a 3.21. tablazatok tartalmazzak.

A restrikcids enzimekkel emésztett PCR terméket etanol precipitacios eljarassal tisztitottuk,
majd a pelletet felvettiik 20 ul steril dH,O-ban, hogy feloldjuk a pelletben 1évé DNS-t. A mintdkat
formamid-TAMRA elegyben vittiik fel az ABI Prism 310 automata Genetikai Analizdtor készii-
1ékre az aldbbiak szerint:

A specialis mintatarolé csovekben Osszemértiik a reagenseket — 0,6 ul TAMRA 500 mole-

kulasuly standard (Applied Biosystems); 12 ul formamid (Promega); 0,5-5 ul minta — melyeket
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3.20. tablazat. A PCR termékek restrikcios enzimekkel torténé emésztésének protokollja

pufter 2ul

dH,O 5,5ul
PCR termék 10 ul

enzim 2,5 ul

Ossztérfogat 20 ul

3.21. tablazat. Az ARDRA és T-RFLP vizsgalatok soran alkalmazott restrikcios enzimek
Enzim  Puffer Hasitasi hely Optimalis hofok és ido

Csp6 1 B S’GTTAC 37°C; 12h
BsuR I R 5’GGTCC 37°C; 12h
Bsh12361 R 5’CGTCG 37°C; 12h
Alul Y 5’AGTCT 37°C; 12h

ezutdn a formamid és melegités (95°C-on 3 percig) segitségével denaturdltunk, majd rogton jégre
tettiik. Ezutan a kapilldris elektroforézist az ABI Prism 310 automata Genetikai Analizator készii-
Iéken végeztiik. A mintdk injektdldsa elektrokinetikusan 8 masodpercen keresztiil, 15 kV fesziilt-
ségen tortént. Az elvdlasztds 28 percig 15 kV-on tortént, POP-4 polimeren (Applied Biosystems).
Elektroferogram elemzés GeneMapper 3.7 program segitségével tortént. A T-RFLP sordn kapott
értékek koziil a fragmentumok méretét és a csicsok teriiletét hasznéltuk fel, melyekbdl a T-align
program segitségével kiszamoltuk relativ mennyiségiiket (Smith et al. 2005).

- 201,26 bp 457,05 bp
jjjjj 104,63 bp Z0zaiee 385,38 b /
59.00bp 102,91 bp 21bp =00p | 493,06 b
/ 9408 bp /105,13 bp / 20507 bp P
11111 N | ¥/107 59 bp | +— 220,08 bp \
|‘ | Y 109,34 bp W 239,82 bp , '
Csiics alatti
Lef)l.vas?tt teriilet 100% 59.92 94.08
bazispar 102.91

szizalék 0% 493.06
59.92 3.08% 80% 10463
94.08 5.08% . 63
102.91 2.40% % 457.05
104.63 5.14% . 105.13
105.13 5.68% st Vagy ‘107-59
107.59 1.03% » o —_—
109.34 1.02% 30%
201.26 7.96% 20% 201.26
202.41 2.95% 10% 202.41
5 s 1
L] L o -]

203.91 5.97% ] 38538

205.07 4.00%

220.8 5.23% 239.82 208  205.07
239.82 3.23%

385.38 6.19%

457.05 25.15%

493.06 7.10%

3.3. abra. A T-RFLP eredmények kiértékelése és a dolgozat soran alkalmazott abrazolasi megoldasok
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A kapott elektroferogramon a kiilonbozd hosszisdgu fragmentek hosszisdga belsd standard
segitségével meghatdrozhato, a csticsok teriiletébdl pedig kovetkeztethetiink a mennyiségi viszo-
nyokra. Az oszlopdiagramokon az egyes TRF-ek kiilonb6z6 szinekkel vannak jelolve, aminek a
segitségével a kozosségre jellemzd mintdzatot dbrdzolni tudjuk. Minden egyes TRF egy-egy OTU-
t (operational taxonomic unit) hatdroz meg. Ezek az egységek 4ltalaban kiilonall6 taxonokat hata-
roznak meg a kozosségen beliil, &m el6fordulhat, hogy egy-egy TRF tobb taxonra is jellemzd.

Az oszlopdiagramon dbrazolt mintdzatok vizudlisan segitenek az egyes mintdk mikrobak6zos-
ségének Osszehasonlitisdban. Az egyes egyes TRF-ek ardnyainak késziilt adatmatrix segitségével
pedig matematikai modszerekkel lehet értelmezni az egyes mintdk kozotti kiillonbségeket (3.3.
abra).

3.6 Statisztikai modszerek

Shannon diverzitas index

A Shannon diverzitds indexet a PAST programcsomag (Hammer et al. 2001) segitségével sza-
moltuk ki a T-RFLP mintazatokbol. Az egységek, az OTU-k a hasitasi helyek alapjan kapott csu-
csok voltak. Az értéke 0, ha a kozosségben csak egy taxon van sok egyeddel, a tovdbbiakban anndl
nagyobb az érték, minél tobb taxon taldlhato kis egyedszdmmal.

Filogenetikai fak készitése

A kapott szekvencidkat az ARB-SILVA (Pruesse et al. 2007) internetes adatbdzis segitségével
illesztettiik, majd a rokon fajok szekvencidit az adatbdzisbdl letoltottiik. Ezek utdn filogenetikai fat
készitettiink, neighbour-joining médszerrel (Saito és Nei 1987), bootstrap becsléssel (500 ismét-
1€s), Kimura-korrekc6 mellett MEGA3 szoftvercsomag segitségével (Kumar et al. 2004).

Fokomponens-elemzés

A TCE szennyezett teriiletek kémiai és bioldgiai paraméterei kozott a tobbvaltozds ordindcids
mobdszerek kozé tartoz6 f6komponens-elemzEs (principal component analysis; PCA) segitségével
kerestiink Osszefiiggést. A SYNTAX 2000 program 4ltal generdlt "biplot" diagram értelmezése a
kovetkezd elv alapjan torténik: a szines pontokkal jeloltek az objektumok, a vonallal jeloltek a
valtozok. Ha egy objektumot reprezentdlé pont rajta van egy adott valtozéhoz vezetd szakaszon,
akkor azon objektum elvdldsa esetében az illetd valtozé a legmeghatdrozébb, ez természetesen
lehet egyszerre tobb is. Ha a szakasz az adott objektumhoz tart, de az nincs rajta a szakaszon,
akkor a szakasz, valamint az adott pont és az origd kozott huzott képzeletbeli vonal dltal bezért
sz0g jelzi, hogy mely valtozdo(k) meghatdrozo(k) az objektum elvalasdban. A kis szog szorosabb
kapcsolatot jelez, a nagyobb lazdbbat.

3.7 Kémiai elemzések

A folyadékfazis benzol és toluol koncentracidjanak meghatarozasa 1 ml mintdbdl tortént. A
kivett mintat 200 ul diklérmeténra rétegeztiik, majd a mintat 5 percig razattuk, a két fazist centri-
fugéldssal szétvalasztottuk majd a diklérmetdn fazisbdl injektaltunk a gdzkromatografra 1 ul-t. A
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3.22. tablazat. Az akkreditalt laboratérium altal végzett vizsgalatok

mért komponens mérési modszer

teljes petrleum szénhidrogének (TPH) WBSE-1:2002; GC-EPH

pH MSZ ISO 10523:2003

szulfat EPA Method 9056:1994, MSZ EN ISO 10304:1998

nitrat EPA Method 9056:1994, MSZ EN ISO 10304:1998

nitrit MSZ EN 26777:1998

0sszes Fe, 0sszes Mn MSZ 1484-3:2006, EPA Method 6010b:1996, MSZ
EN ISO 11885:2000

klorozott alifas szénhidrogének DIN 38407 F5:1991, MSZ 1484-5:1998

etan, etilén és metan WBSW-27:2002

0sszes szerves szén (TOC) MSZ EN 1484:1998

benzol és a toluol koncentraciot HP 5890A gézkromatogréffal, FID detektorral, HP-1 (25m x 0.22
mm x 0.25um) kapilldris oszlopon hatdroztuk meg. A detektor hdmérséklete 180°C, az injektor
hémérséklete 45°C volt. Az oszlop homérséklete 60°C volt. Vivégaznak héliumot alkalmaztunk.

Az akkreditalt laborban, nem altalunk mért paramétereket €s mérési modszereiket a 3.22 tdb-
lazat foglalja Gssze.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 A gazolaj bontasanak serkentése laboratoriumi koriilmények kozott
4.1.1 A L teriiletr6l szarmazo mintak csiraszamdnak meghatarozasa
4.1. tablazat. Az elso teriiletrol szarmazoé talajmintak csiraszamai. Az 6sszcsiraszam meghatarozasa

alaptaptalajon, mig a gazolajbonté csiraszam gazolajos disito taptalajon készitett tiztagu, tizszeres
higitasi sorozat alapjan tortént (tke: telepképzo egység; TPH: total petroleum hydrocarbon).

Minta o0sszcsiraszam gazolajbonto TPH (mg/kg) izolatumok (db)
(tke/1g talaj) csiraszam
(tke/1g talaj)

L. 1,12x 108 8,32 x 107 50 8

1L 1,88 x 107 5,00 x 10° 2990 7

IIL. 3,58 x 107 1,05 x 107 698 15

IV. 1,22 x 107 5,20 x 10° 10600 8

V. 1,79 x 107 1,23 x 10° 6440 7

Els6 1€pésként csiraszambecslést végeztiink a vizsgalt talajmintakbdl. Kétféle tiptalajt alkal-
maztunk, alaptdptalajt az 6sszcsiraszdm meghatarozdsahoz, mig a gdzolajos dusitd taptalajt a gaz-
olajbontd szervezetek csiraszamanak meghatidrozasahoz. A kapott eredményeket a 4.1. tablazat
foglalja Ossze.

Az adatokbdl lathatd, hogy a szennyezés hatdsara az Osszcsiraszam egy nagysagrendet csok-
kent az adott teriileten. A gdzolajos dusité lemezeken kapott csiraszam alapjan a szennyezés egy
adott TPH koncentrici6 felett szintén egy nagysagrenddel csokkentette a gdzolajat bontani képes
mikroorganizmusok mennyiségét. A gazolaj egyes alkoté elemei toxikusak lehetnek a mikroorga-
nizmusokra (Sikkema et al. 1995), illetve a nagy mennyiségben jelenlevd hidroféb molekuldk a
talajvizen filmet alkotva megakaddlyozhatjak az oxigén beoldéddsat, gitolva a mikrobdk anyag-
csere folyamatait (Atlas 1981). A gazolajos tdptalajokrol, telepmorfoldgiai kiilonbségek alapjan,
Osszesen 45 darab kiilonboz6 torzset izoldltunk.

4.1.2 Az I teriiletrol 1zolalt torzsek azonositasa

Az izolélt szervezetek DNS-ének 16S rRNS génjének egy szakaszat 27f-1492r primerekkel
szaporitottuk, majd a kapott PCR terméket két restrikciés enzimmel (BsuRI és Csp61) emésztettiik.
Az igy kapott fragmentumokat agaréz gél-elektroforézis (ARDRA) segitségével szétvalasztottuk
(4.1. 4bra), és a kapott mintdzatok alapjan a torzseket csoportositottuk. Minden csoportbdl kiva-
lasztottunk egy csoportreprezentdnst, melynek bazissorrendjét meghatdroztuk. A kapott szekven-
cidk alapjdn internetes adatbazis segitségével (RDP II.) meghataroztuk a torzseket, melyek minden
esetben tobb, mint 99%-o0s hasonldsdgot mutattak legaldbb egy, mar tenyésztésbe vont szervezet-
tel. A legkozelebbi rokon szervezetek és az j torzsek szekvencidjabdl filogenetikai fat készitettiink
(4.2. ébra).
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4.1. abra. Az izolalt és laboratériumi koriilmények kozott fenntarthaté 37 torzs 27f-1492r
primerekkel felszaporitott 16S rRNS génjének ARDRA mintazata. Az A és C abrak a BsuRI, a B és
D abrak a Csp6lI restrikcios enzimekkel tortént emésztéssel kapott mintazatot mutatjak.

4.2. tablazat. A tablazatban a két enzimmel kapott mintazat alapjan kialakitott ARDRA csoportok
talalhatéak. A mindkét enzimmel azonos hasitasi képet adé torzseket egy ARDRA csoportba
soroltuk. A tablazatban vastagon szedve a késobb bazissorrend elemzéssel azonositott torzseket

emeltiik ki.
ARDRA csoportok Az ARDRA csoportba tartoz6 torzsek

L 3/1V, 8/V, 10/1V, 11/1V, 22/11, 29/V, 35/1V
II. 4/111, 9/V, 24/111, 32/111, 37/111
I1I. 6/111, 7/111, 18/111
IV. 55111
V. 12/1
VL 13/11
VIL 15/1, 28/1V
VIIL. 16/1V, 20/1V, 21/1V
IX. 25/111
X. 26/11
XL 2711
XII. 30/111
XIII. 31/11
XIV. 33/1V
XV. 34/1IV
XVL 36/111
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4.2. abra. A izolalt és azonositott torzsek elhelyezkedése a filogenetikai fan. A fa neighbor-joining

modszerrel késziilt, részleges 16S rDNS szekvenciak alapjan. Az egyes elagazasoknal a bootstrap
értékeket (500 ismétlés) tiintettiik fel.
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4.1.3 A vizsgalatba bevont torzsek gazolajbonto képességének elemzése OxiTop
rendszerben
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4.3. abra. A vizsgalatba vont 15 torzs gazolaj bontasabol szarmazo széndioxid termelése az ido
fiiggvényében

Az izolalt és azonositott csoportreprezentans torzsek esetében megvizsgaltuk a gézolajbontd
képességiiket is. Az OxiTop respirometrikus mérérendszer segitségével zart térben vizsgaltuk a
mikrobdk O, fogyasztasat illetve a CO,-termelését. A mérés - a keletkezett CO, elnyeletése folytan
- az elfogyott O, miatt bekovetkezett nyomdscsokkenésre épiil. A nyomdscsokkenésbdl a gaztorvé-
nyek alapjan kovetkeztethetiink a keletkezett CO, anyagmennyiségére, tomegére. A vizsgalatokat
BHB tédplevesben végeztiik el 100 mg/l gédzolajat adagolva szénforrdsként.

A keletkezett CO, anyagmennyiségét a kovetkezd képlet alapjan hataroztuk meg:

mcp2=-(Ap X Vg x 1004 R x T) x 10° x M
ahol:

mco: atermelt széndioxid tomege (mg)

Ap a mért nyomaskiilonbség (Pa)

V, a gaztér térfogata (ml)

10—+ konverzids faktor Pa-rél hPa-ra, valamint m3-rél ml-re
10° konverziés faktor g-r6l mg-ra

R egyetemes gizdllando; 8,314 J/(mol x K)

T inkubalasi hémérséklet; 301 K

M a CO; molekulatomege 44,01 g/mol

Azt tapasztaltuk, hogy a 15/1 (Alcaligenes sp.); az SM5T4 (Acinetobacter calcoaceticus); a
6/111 (Rhodococcus erythropolis); a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/I11 (Microbacterium sp.); a

9/V (Xanthomonas sp.) jOl bontotta a gdzolajat, mig a 4/III (Stenotrophomonas maltophilia) csak
kis mértékben.
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A kiilonbdzd mikrobdkndl eltérd hosszisigu lag fazist tapasztaltunk, azaz més €s mas id6-
tartam kellett ahhoz, hogy alkalmazkodjanak az 4j kornyezethez és meginduljon a lebontés. Ez
alapjan harom csoportot alakitottunk ki, az els6be tartozik a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/111
(Microbacterium sp.); a 9/V (Xanthomonas sp.); a kovetkezd csoportba tartoznak a 15/1 (Alcali-
genes sp.); az SM5T4 (Acinetobacter calcoaceticus) és a 6/111 (Rhodococcus erythropolis), és a
harmadik csoport egyetlen tagja a 4/I11 (Stenotrophomonas maltophilia).

A Pseudomonas jol ismert gizolaj bontdsra képes nemzetség (Aislabie et al. 2000, Shim és
Yang 1999, van Beilen et al. 1994, Van Hamme et al. 2003), de szdmos hivatkozast taldlni az
Acinetobacter sp. (Song et al. 2000, Geissdorfer et al. 1999, Sakai et al. 1996) és a Rhodococcus
sp. torzsek bontési képességérdl is (Jung és Park 2004, Kim et al. 2002, Koike et al. 1999). Az
Alcaligenes génuszba tartozoé torzsek kozott szintén gyakoriak a gazolaj kiilonbozé komponenseit
lebontani képes szervezetek (Greene et al. 2000, Johnson €s Stanier 1971). Kimutattdk mar a Mic-
robacterium génuszba tartozé torzsekrdl is, hogy képesek lehetnek a gdzolaj egyes alkotdrészeit
szénforrdsként hasznositani (Jacques et al. 2007, Saul et al. 2005). A Xanthomonas génuszba tar-
tozo torzsek nem a dominans gazolajbonto szervezetek kozé tartoznak, de leirtak mar dioxin illetve
benzofurdn hasznosité torzseket is (Ishiguro et al. 2000), az Antarktiszrdl pedig izoléltak szintén
Xanthomonas torzset szennyezett teriiletekrdl (Saul et al. 2005).

4.1.4 A vizsgalatba vont torzsek monoaromads vegyiiletek bontdsanak képessége

A gazolaj bontdsara képes torzsek az elemzett aromds vegyiiletek legaldbb egyikét szintén ké-
pesek voltak szénforrasként hasznositani. A benzolt és a toluolt mindegyik hasznositotta, a xilol
izomerek keverékét a 15/1 — Alcaligenes kivételével szintén képesek voltak bontani. Nagyobb el-
téréseket tapasztaltunk a fenol, a ftalsav és a klorozott aromés vegyiiletek vizsgalatakor. A fenolt
sem az elobb emlitett 15/I, sem a kevésbé altalanos aromas bontd 9/V — Xanthomonas és 4/111 —
Stenotrophomonas torzs nem volt képes hasznositani. Hasonl6 eredmény kaptunk a ftalsav eseté-
ben is, azt csak a 15/1 — Alcaligenes volt képes hasznositani. Az 6sszes klérozott aromds vegyiiletet
csak a 6/II1 — Rhodococcus, az SM5T4 — Acinetobacter és a 36/111 — Microbacterium volt képes
hasznositani (4.3. tablazat)

Szennyezett teriiletekrdl sok esetben izoldltak mér aromds torzseket bonté mikrobékat. Alcali-
genes nemzetségbe tartozo torzs BTX bont6 képességét mutattdk ki Plaza és munkatarsai (2007).
A Rhodococcus nemzetség szintén kozismert aromds vegyiileteket bontani képes csoport, szinte
minden szennyezett teriileten megtaldlhaté (Jung és Park 2004, Tancsics et al. 2008). A széles-
korti aromds gytrd bontd aktivitassal rendelkezd Acinetobacter nemzetséget is gyakran irjak le
gézolajjal szennyezett mintdkban (Margesin et al. 2003).

4.1.5 Az aromds gytirit hasité enzimek aktivitisanak meghatdrozasa

Az enzimaktivitds méréséhez két torzset, a Rhodococcus erythropolis 6/111-t és az Acinetobac-
ter calcoaceticus SM5T4-t valasztottuk ki, amelyek megfeleld novekedést mutattak folyékony tap-
kozegben. Referenciatorzsként a torzsgylijteménybdl szairmazéd Pseudomonas putida DSM50202-t
haszndltuk. Az enzimaktivitds mérések soran els6sorban azt vizsgaltuk, hogy a benzol és a toluol
hatdsara melyik anyagcsere utvonal aktivalédik, illetve, hogy melyik specifikus gytirtihasité enzim
expresszalodik és milyen mértékben. Mind a benzol, mind a toluol estében 168 6rds inkubacids
1d6t alkalmaztunk, majd ezt kovetéen vizsgéltuk az enzimaktivitdst (4.4. tdblazat).
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4.3. tablazat. Az izolalt torzsek BTX bontasanak eredményei (+: a torzs egyediili szénforrasként
képes volt hasznositani az adott vegyiiletet; -: a torzs nem mutatott novekedést).

Torzs benzol toluol xilolok fenol ftalsav 1,2-diklor

1,3-diklér

1,4-diklér

benzol benzol benzol
6/111 + + + + + + + +
SM5T4  + + + + + + + +
16/IV - - - - - - - -
36/111 + + + + + + + +
3/1V + + + + + - - -
26/11 - - - - - - - -
2710 - - - - - - - -
31/11 - - - - - - - -
4/111 + + + - - + + +
25/ - - - - - - - -
12/1 - - - - - - - -
A% + + + - - - - -
13/11 - - - - - - + -
1511 + + - - + + - -
omr - - + - - - - - -

4.4. tablazat. A C120 enzim aktivitasa [nmol/(perc x mg)] a benzol illetve a toluol bontasakor

Torzs benzol toluol
P. putida DSM50202 430 108
R. erythropolis 6/111 225 87

A. calcoaceticus SM5T4 70 18

A benzollal torténd indukci6 sordn, ahogy azt az irodalmi adatok alapjan varni lehetett, csak az
“orto” anyagcsere utvonal aktivalodott, tehat csak a C120 enzimek aktivitasat lehetett detektélni.
Az enzimaktivitasbeli sorrend a 168 6ras inkubécids idejii vizsgalatokndl a kovetkezOnek adodott:
Pseudomonas putida DSM50202 > Rhodococcus erythropolis 6/111 > Acinetobacter calcoaceticus
SMS5T4. Ez az enzimaktivitdsbeli sorrend jol megfeleltethetd egy lebontasi potencidl sorrendnek
is, hiszen a benzol elsdsorban C120 enzim segitségével juthat lebontdsra, baktériumok esetében

mads anyagcsere Utvonalak nem vesznek részt ebben a folyamatban.

Az irodalmi adatok alapjan el6zetesen arra lehetett szamitani, hogy a toluollal torténd inkuba-
ci6 hatdsara a “meta’ lebontasi utvonal aktivalodik (Farhadian et al. 2007). Ezzel szemben mind-
harom torzs esetében a C120 enzim aktivitasat lehetett detektalni, tehat az ”orro” lebontasi ttvonal
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aktivalédott. Az enzimaktivitsbeli sorrend ugyanaz volt, mint amit a benzol lebontdsa soran kap-
tunk, tehat: Pseudomonas putida DSM50202 > Rhodococcus erythropolis 6/111 > Acinetobacter
calcoaceticus SM5T4. Megfigyelhetd azonban, hogy mindharom torzsnél kisebb enzimaktivitast
kaptunk a toluol lebontdsakor, mint a benzolnal.

A kapott eredményeknek két £6 oka lehet. El0szor is, a toluol lebontdsaban tobbféle enzim
is szerepet jatszhat. A toluol lebontdsakor ugyanis olyan anyagcsere ttvonalak aktivdlédhatnak,
amelyeknél nem dioxigendz, hanem monooxigendz enzimek jatszanak f6szerepet az aromas gytrd
hasitdsdban. Ezen alternativ esetekben toluol-monooxigendz enzimek, vagy alkan-hidroxilaz enzi-
mek végzik a gylirti lebontédsat (van Beilen et al. 1994). A masodik ok pedig az lehet, hogy a kiilon-
boz6 aromds vegyiiletek eltérd mértékben olddédnak a vizben, ezért a mikrobdkra kifejtett hatasuk
is eltérd lehet. Minél jobban oldddik ugyanis egy aromds vegyiilet a vizben, annédl konnyebben
férnek hozz4 a mikrobdk. Ezért is prébdlnak olyan anyagokat, példaul ciklodextrineket haszndlni
bioremedidcios eljarasok soran, amelyek el6segitik ezen anyagok vizben valé oldédasat (Schwartz
és Bar 1995).

4.1.6 A C120 enzim génjének kimutatiasa PCR segitségével

Kezdetben a Sei és munkatarsai altal tervezett, altaluk univerzalisnak leirt primerparral probdl-
tuk kimutatni a C120 gén jelenlétét azon torzseinkbdl, amelyeknél az enzimaktivitds vizsgalatok
sordn a C120 enzim jelenlétét detektdltuk (1999). Ezen prébélkozdsaink azonban sorra kudarcot
vallottak, és csak a primer optimalizdciéhoz rendelt torzsgyljteménybdl szarmazd Pseudomonas
putida DSM50202 t6rzsbdl tudtuk kimutatni a gént. Ugyanakkor a tobbi torzsbdl nem sikeriilt
felszaporitani a kivant génszakaszt.

Felismerve a primer hidnyossagait, az NCBI adatbazisabdl szamos faj, ezen beliil is elsdsorban
Rhodococcus, Acinetobacter és Pseudomonas torzsek C120 génjének szekvencidjat toltottiik le
¢és hasonlitottuk 0ssze. A szekvencidk illesztése utdn szembetlinG volt a gén nagyfoku diverzitdsa.
Univerzalis primer tervezésére alkalmas, minden faj C120 génjében meglévd, erdsen konzervativ
szekvencia szakaszt nem talaltunk.

Ugyanakkor, a kozeli rokon fajokat vizsgalva tobb olyan szekvencia szakaszt is talaltunk, ame-
lyek eléggé konzervativnak bizonyultak ahhoz, hogy azokra primereket tervezziink. A primerterve-
z€snél elsdsorban arra torekedtiink, hogy az altalunk izolalt térzsekbdl ki tudjuk mutatni a kivant
gént, ezért a csoportspecifikus primerek tervezésére helyeztiik a hangsilyt. Ennek megfelel6en
Rhodococcus és Acinetobacter fajokra specifikus primereket készitettiink. A Rhodococcus spe-
cifikus primerekhez a R. erythropolis CCM 2595 (AJ605581), a R. rhodochrous NCIMB 13259
(AF073741) és a R. opacus 1CP (X99622), mig az Acinetobacter specifikus primerekhez az A.
calcoaceticus (Z36909), az A. Iwoffii K24 (U77658.2) és az Acinetobacter sp ADPI (CR543861)
C120 szekvencidit hasznéltuk fel.

Mivel a Rhodococcusok C120 szekvencidi tobb konzervativ szakaszt is tartalmaznak, lehetd-
ségiink nyilt tobbféle primert tervezni €s kiprébdlni, igy Rhodococcus specifikus reverse primerbdl
kettd is késziilt, €s ezek mindegyike kombindlhat6 a forward primerrel. Az RHOf az RHOrA jelo-
1ésti reverse primerrel egy rovidebb, 220 bazispar hosszisagu szekvenciét olel fel, mig az RHOrB-
vel egy hosszabb 550 bazispar hosszisédgut. Sajnos az Acinetobacter fajok C120 szekvencidi mar
nem ilyen egységesek, ezért csak egy primerpart terveztiink és prébaltunk ki.

Hogy a C120 enzim génjének diverzitdsit szemléltetni tudjuk, az altalunk izolalt torzsekbol
nyert, illetve a korabban GenBankbdl letoltott szekvencidk alapjan torzstat készitettiink.
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100 Acinetobacter calcoaceticus NCIB8250 ORE7

10% L Acinetobacter calcoaceticus SM5T4
61 Acinetobacter sp. ADP1

Acinetobacter lwoffii K24
Pseudomonas mendocina ATCC 25411
Pseudomonas stutzeri JD4 Gram - baktériumok
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960
Pseudomonas balearica LS401
Pseudomonas putida

Pseudomonas putida mt-2
9= Pseudomonas putida C-1 —

% Streptomyces setonii
Nocardia farcinica IFM 10152

10 Rhodococcus opacus 1CP
4 Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259
s Nocardia sp. H17-1 Gram + baktériumok
41001:': Rhodococcus erythropolis 6/111
58— Rhodococcus erythropolis CCM2595
0.1

4.4. abra. Torzsfa a C120 katabolikus gén alapjan. Piros szinnel vannak kiemelve az altalunk
azonositott szekvenciak, mig a fekete szinnel jelzett torzsek szekvenciai a GenBank adatbazisbol
szarmaznak. A fa neighbor-joining médszerrel késziilt. Az egyes elagazasoknal a bootstrap értékeket
(500 ismétlés) tiintettiik fel.

6o Acinetobacter calcoaceticus SM5T4
99 Acinetobacter calcoaceticus A2
Acinetobacter sp. ADP1
78— Acinetobacter Iwoffii ATCC 17925
Pseudomonas balearica TG-3
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas mendocina ICMP 13540
Pseudomonas putida ATCC 12633A
51| Psuedomonas putida KT2440
89 Pseudomonas putida mt-2 ]
Streptomyces setonii ATCC25497A ———
—— Rhodococcus rhodochrous SSCT49
Nocardia sp. H17-1
Nocardia farcinica IFM 10152
Rhodococcus opacus GM 14
Rhodococcus erythropolis
100' Rhodococcus erythropolis 6/111

Gram - baktériumok

87|

100|

61

80

Gram + baktériumok

50

0.05

4.5. abra. Torzsfa a 16S rRNS gén alapjan. Piros szinnel vannak kiemelve az altalunk azonositott
szekvenciak, mig a fekete szinnel jelzett torzsek szekvenciai a GenBank adatbazisbdl szarmaznak. A
fa neighbor-joining médszerrel késziilt. Az egyes elagazasoknal a bootstrap értékeket (500 ismétlés)

tiintettiik fel.

A torzsfan (4.4. dbra) jol latszik, hogy a Gram pozitiv és a Gram negativ mikrobdk a katabo-
likus gén alapjan élesen elkiiloniilnek egymastdl. Ha ezt dsszevetjiilk ugyanezen fajok 16S rRNS
génje alapjan késziilt torzsfaval (4.5. dbra), akkor megfigyelhetjiik, hogy a Gram-fest6dés szerinti
elkiiloniilés mellett a f6bb csoportok elhelyezkedése is hasonld.
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4.2 A szénhidrogének bontasanak serkentése ciklodextrin adagolassal

4.2.1 Az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4 torzs gazolaj bontasdnak valto-
zasa HPCD hatdsdra

A vizsgdlatok sordn azt elemeztiik, hogy a tapleveshez adagolt HPCD milyen mértékben noveli
a lebontott gdzolaj mennyiségét. Ehhez els6 1épésként megvizsgaltuk milyen mértékben képes a
HPCD szénforrasként hasznosulni, majd kiillonb6z6 ardnyok bedllitdsaval (1:1; 2:1; 3:1) meghata-
roztuk az idedlis gazolaj-CD molardnyt is.
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4.6. abra. A HPCD szénforrasként torténoé hasznosulasanak vizsgalata. A biotikus kontroll és a csak
ciklodextrint tartalmaz6 mikrokozmoszokban tapasztalt CO, termelés az id6 fiiggvényében.

A HPCD szénforrasként torténd hasznosuldsanak vizsgélatakor a BHB tapoldat mds szénfor-
rast nem tartalmazott. Biotikus negativ kontrollt is alkalmaztunk, ez esetben a tdplevesben semmi-
lyen szénforrds nem volt. Az 4.6. 4brdn megfigyelhetd, hogy a szerves anyagot nem tartalmazd iive-
gekben is tapasztaltunk némi CO; termelést, illetve a HPCD, mint szé€nforras lassan, kis mértékben
hasznosult. A tovéabbi elemzéseknél ezzel a "biotikus kontroll”-ként értelmezett eredménnyel kor-
rigaltuk az dsszes tovabbi mérés eredményét.

Az adalékanyag hatdsdnak vizsgalatit megel6zGen meghatdroztuk a torzs bontdsi képességeit
mindhdrom gézolaj koncentraci6 esetén. A hdromszoros gézolaj mennyiséget (1200 mg/l) tartal-
maz6 tadpoldatban egy hét elteltével tobb CO, képzddott (233 mg), mint az egyszeres, (400 mg/l)
illetve a kétszeres (800 mg/l) gazolaj koncentracié esetén (125 illetve 204 mg). Ugyanakkor a
szdmadatokbdl az is jol lathatd, hogy hdromszoros gazolaj koncentraci6 nem eredményezett ha-
romszoros CO;-produkci6t (4.7. dbra).

A gorbe lefutdsabol kovetkeztetni lehet a bontds sebességére. Mind a hdrom esetben 3 részre
oszthat6 a gorbe, els6 szakaszként tapasztalhaté egy lag fazis, mely a kiilonb6z6 gazolaj koncent-
raciokndl eltér6 hossziisdgi. A nagyobb koncentraciéban adagolt gazolaj késleltette a lebontasi
folyamatok megindulésat, azaz feltehetGen gatlé hatdst véltott ki a mikroba szdmdara. Az utdna
kovetkezd szakaszban a bontdsi sebesség nagyjdbol azonos, a gorbék meredeksége ezen szaka-
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4.7. abra. Az SM5T4 torzs gazolaj bontasabol szarmazé széndioxid mennyisége Kiilonb6zo
koncentracioknal, az idé fiiggvényében

szokban majdnem megegyezik. Ezutdn mind a harom gézolaj koncentrdciondl a bontési sebesség
lassuldsét figyelhetjiilk meg. Az 1x-es és a 2x-es koncentraciokndl ez a lassulé bontasi sebesség a
48. illetve 96. 6ratdl figyelhetd meg, de a 3x gdzolaj koncentracié esetén is lassulds tapasztalhatd
a 144. 6randl. A kisebb bontdsi sebesség a mikroba szdmdra hasznosithat6 és elérhetd tdpanyagok
mennyiségének csokkenésére utal. A gazolaj kiillonbozd szénhidrogének keverékébdl all, melynek
nem minden alkotdérészét képes hasznositani egy adott mikroba. A lag fazis hosszabdl viszont arra
kovetkeztethetiink, hogy a gézolaj mérgez6 hatdsa a koncentracié mennyiségével n8, aminek oka
lehet a toxikus hatdsu vegyiiletek mennyiségének a novekedése.

Ezt kovetden két kisérletsorozatot allitottunk fel. Az egyiknél dlland6 gazolaj koncentracid
mellett vizsgdltunk kiilonb6z6 ciklodextrin koncentraciokat, mig a masik alkalommal az gdzolaj-
koncentraciot noveltiik fokozatosan.

A 4.8. dbran lathat6, hogy a ciklodextrin adagolds hatdsara minden esetben megnétt a CO;
produkcid. Legkisebb mértékben az 1:1 mélardny esetén, legnagyobb mértékben pedig a 1:2 mol-
aranyndl nétt meg a szervesanyag hasznositds. A grafikonon az is jol lathat6, hogy nemcsak a
CO;-produkcié mennyisége véltozott meg, hanem a bontds sebességének az iiteme is. Ahhoz,
hogy meghatdrozhassuk, a CO;-produkciébol mennyi szarmazik az gazolaj komponenseinek bon-
t4sabodl, és mennyi a ciklodextrin bontdsabol, az eredeti adatsorokat a csak ciklodextrint tartalmazd
mikrokozmosz kisérlet “’biotikus kontroll” eredményével korrigéltuk.

Az 1:1 ardnyban alkalmazott ciklodextrin a lebontott gdzolaj mennyiségére nem volt hatdssal,
de megvéltoztatta a bontds sebességét. A lag fazis joval rovidebb ideig tartott, és utdna egy na-
gyon intenziv bontasi periddus kovetkezett. A 48. drdra a lebontott gazolaj mennyisége elérte a
maximumot, a tovdbbiakban nem véltozott. A korrigdlt adatokat abrdzol6 gorbén a 72. éra utan
tapasztalt csokkenés abbdl adddik, hogy ott mar valdszintileg a ciklodextrin, mint szénforrds hasz-
nositdsa okozta a CO, produkciét. Az 1:0,5 illetve 1:2 ardnyban adagolt ciklodextrin mindkét
esetben tovabb novelte a kezdeti bontas sebességét, és a korrigdlt adatsorok alapjin a lebontott
gézolaj komponensek mennyiségét is. Ez a 1:0,5 aranyban alkalmazott kezelés sordn a 96. ordra
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4.8. abra. A Kkiilonb6z6 mélaranyban adagolt ciklodextrin hatasa az SM5T4 torzs gazolaj bontasara
az ido6 fiiggvényében (korrigalt adatsor)

érte el a maximumot, €s utana kovetkezett be a ciklodextrin szénforrasként torténd hasznositasa, a
1:2 ardny esetén ez a maximum mdr a 48. 6randl tapasztalhatd volt, ami utdn nem tortént jelentSs
CO;-produkcio.

Az adatsorban tapasztalhatdé CO,-produkcié csokkenés (a biotikus kontroll figyelembe vétele
mellett) a mérés elméleti hibdjdnak kdvetkezménye, a zart rendszerben egyéb gdzok termelése is
torténhetett, ami befolydsolta a nyomdasvéltozdson alapulé mérési eredményeket. Mivel a kisér-
letek sotétben, a nitrifikdciés folyamatok gatldsaval, aerob koriilmények kozott torténtek, ezért
feltételezziik, hogy esetleg valamilyen volatilis anyagcseretermék halmozddott fel.

Az eredmények alapjan a kiillonboz6 ciklodextrin-koncentracidk alkalmazésa esetén arra a ko-
vetkeztetésre jutottunk, hogy 1:0,5 moélaranyban alkalmazott ciklodextrin serkentette a legjobban
a lebontast.

Ezek utan megvizsgéltuk a ciklodextrin hatdsat, de a kiilonb6z6 mélardnyok eléréséhez a giz-
olaj mennyiségét valtoztattuk (4.9. dbra). Az adott mennyiségii ciklodextrin mas-mds hatdst valtott
ki a kiilonb6z6 mennyiségli gdzolaj bontdsara. A 3x gdzolaj mennyiség esetén a lag fazis hosszabb
lett, a CO;-produkcié pedig jelentésen csokkent. A mdsik két esetben a lag fazis megrovidiilt és
egy intenzivebb bontdsi sebességet tapasztaltunk.

A korrigdlt adatsor alapjan lathatd, a 3:1 ardny alkalmazdsa esetén a gdzolaj bontdsa minden
szempontbdl csokkent. A lag periddus megnyilt, a lebontott gdzolaj mennyisége az 1x gdzolaj —
ciklodextrin nélkiili bontds mennyiségére csokkent. Az 1:1 ardnyndl, mint mar az el6z6 kisérlet
sorozatndl emlitettiik, a lag fazis megrovidiilt, de a lebontott gdzolaj mennyisége nem véltozott.
Azonban ha megnézziik a 2:1 ardnyban alkalmazott ciklodextrin-kisérlet eredményét, jol lathato,
hogy mind a lag fazis rovidiilése, mind a kezdeti bontési sebesség novekedése alapjan jobb ered-
ményeket értiink el, mint a ciklodextrin nélkiili kisérleteinkben.

A 4.5. tdblazatban 6sszefoglaltuk, hogy a bemért gazolaj mennyiségének mekkora ardnya ala-
kult 4t CO,-d4. A tablazatbol egyértelmien kideriil, hogy a 3:1 ardnyban alkalmazott ciklodextrin

z. 2

gdtolta a gdzolaj lebontdsat, a 2:1 ardnyban torténd alkalmazds a hatékonysdgot nem novelte, vi-

65



4.2. A SZENHIDROGENEK BONTASANAK SERKENTESE CIKLODEXTRIN
ADAGOLASSAL

a képz6dott CO, (mg)

0 24 48 72 96 120 144 168
id6 (6ra)
--- 1x olaj --- 2x olaj --- 3x olaj
— 1x olaj - 1x CD — 2x olgj - 1x CD — 3x olaj - 1x CD

4.9. abra. Adott mennyiségii ciklodextrin hatasa az SM5T4 szénhidrogén hasznositasara Kiilonb6z6
gazolaj koncentracioknal az id6 fiiggvényében (korrigalt adatsor)

4.5. tablazat. Az adagolt ciklodextrin hatékonysaga (az idealis esetben — a bemért 0sszes gazolaj
teljes oxidaciojakor — képzodo széndioxid és a valosagban a képzodott széndioxid mennyiségének
aranya) a bemért gazolaj és az abbol képzodott széndioxid mennyisége alapjan.

gazolaj: CD Kképzodott széndioxid hatékonysag sorrend

1:0 125,2 40% 5.
1:0,5 161,3 52% 3.
1:1 117,8 38% 4.
1:2 146,0 47% 2.
2:0 203,8 11% 6.
2:1 211,7 11% 1.
3:0 2334 8% 7.
3:1 117,8 4% 8.

szont jelentdsen megnovelte a bontds kezdeti sebességét. A legnagyobb hatékonysag-novelést az
1:0,5 illetve 1:2 ardnyu ciklodextrin alkalmazaskor értiik el. Az 1x gdzolaj koncentraciondl a se-
besség novelésében is e két ardny volt a legsikeresebb.

Osszesitve a legnagyobb kezdeti bontdsi sebességet a 2:1; 1:2 illetve 1:0,5 ardnyoknél tapasz-
taltuk, igazan jelentds hatékonysag novelést pedig az 1x, azaz alacsony gézolaj koncentracidoknal
lehetett elérni.

66



4.2. A SZENHIDROGENEK BONTASANAK SERKENTESE CIKLODEXTRIN
ADAGOLASSAL

4.2.2 Szennyezett teriiletr0l szdrmazo kozOsség gdzolaj bontdsanak serkentése
HPCD-vel

4.2.2.1 A megfelel6 kozosség kivalasztdsa
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4.10. abra. A II. teriiletrol szarmazo két kozosség gazolaj bonto képességének vizsgalata. A: A
kozosségek CO, termelése a respiratorikus vizsgalatok alapjan. B: A kozosségek denzitasanak
valtozasa az ido fiiggvényében.

Két teriiletr6l szirmazé mikrobakozosség gazolaj bontd képességét vizsgaltuk. A respiratori-
kus vizsgdlatokhoz sziikséges csiraszdm eléréséhez a teriiletr6l hozott mintdkat gazolajos taptalaj-
ban dusitottuk. Elvégeztiink két kontrollmérést is, hogy a két altalunk hasznélt gdzolaj koncent-
raciondl a gizolaj abiotikus bomldsdbdl szarmazé nyomdsvéltozast megismerjiik. A kapott nyo-
masadatok alapjan rajzolt grafikonon (4.10. dbra) j6l elvdlnak az 1. szdmu kozosség anyagceseréjét
jellemz6 gorbék mind az abiotikus kontrollt6l, mind a 2. szamu kozosségtdl. Ez azt jelenti, hogy
mig a 2. szamu kozosség alig tudta hasznositani a gézolajat egyediili szénforrasként, addig az 1.
szamu kozosség hatékonyan képes volt a gdzolajat bontani. A grafikon tanisdga szerint a kezdeti
lag fazis utdn a 1. szamu kozosség aktiv anyageserét folytatott. Az anyagcsere késébbi lassuldsa a
sziikséges tdpanyagok (pl. oxigén, vagy gazolaj komponens) elfogydsdval magyardzhato.

A két minta kozotti kiilonbség a szarmazasi helybdl adédhatott. Az 1. szdmu minta egy zart, a
kornyezeti hatdsoknak kevéssé kitett térbdl szarmazik. A 2. szdmu mintét egy jol dtszell6zott hely-
rol gydjtottiik, amit ugyan a csapadéktol védett egy tetd, de a benzinkuit szétszerelése 6ta szabadon
szellozhetett — vagyis kisebb gazolaj koncentricié volt, de a teriilet rendszeresen kiszaradt.

Tovéabbi munkédnkhoz a 1. szdmu kozosséget vélasztottuk ki.

4.2.2.2 Az 1. koz0sség jellemzése

A Kkozosség szénforras értékesitésének vizsgalata.

Megvizsgaltuk, hogy a kozosség a BIOLOG GN2 95 kiilonb6zd szénforrdsa koziil hanyat ké-
pes hasznositani (4.11. dbra). A szénforrdsok koziil 28 szénhidrat, 28 karbonsav, 20 aminosav, 5
polimer, 3 nukleozid, 3 alkohol, 3 cukorfoszfat, 5 pedig egyéb szénvegyiilet volt. A BIOLOG GN2
lemezeken vizsgélt szénforrds hasznositasi eredményekbdl szamunkra a legfontosabb az volt, hogy
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4.11. abra. A 1. szamu kozosség szénforras hasznositasa. A: 24; B: 48; C: 72 és D: 96 o6ra elteltével;
E: a kiindulasi és a disitobol szarmazo kozosség DGGE elemzésének eredményei.

a kozosség az a-ciklodextrint, a természetes ciklodextrinek egy tipusat, nem képes hasznositani.
A tobbi szénforrast csoportositottuk, és Osszesitett dbrdn jellemeztiik a kozdsség anyagesere akti-
vitdsat. A szénforrasok mintegy 40%-4t még 96 ora elteltével sem hasznositotta a kozosség (4.11
A-D abrak).

A kozosség DGGE elemzése

A DGGE vizsgalattal arrél probaltunk informaciét kapni, hogy milyen az altalunk gyfjtott és
kivélasztott kozosség komplexitdsa, valamint arrdl, hogy ez miként modosult a gdzolajos dusitas
hatdsara. A 40-70%-os denaturdl6 koncentracidju gélrdl késziilt foton (4.11./E abra) l14thatd, hogy
mig az eredeti mintdban tobb csik is volt, addig a dusitott kozosséget mindossze egy domindns
csik jellemzi. EbbdI arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a dusité tdplevesben fenntartott kozos-
ség diverzitasa lecsokkent és egyetlen torzs (D1) dusult fel a mintdban. Elvégeztiik a 4.11./E dbran
jelolt négy csik (D1, T1, T2, T3) DNS bézissorrend elemzését is. Az D1 és a T2 egy olyan Pseudo-
monas aeruginosa torzzsel mutat 99%-os hasonldsdgot, amit szennyezett arid talajbol izoldltak és
bioldgiai feliiletaktiv anyagot is képes termelni. A T1 és T3 csikok tobb szervezet DNS szakasza
keverékének bizonyultak.

A kapott eredmény egybevag a szakirodalmi adatokkal (Atlas, 1981), melyek szerint a szén-
hidrogénekkel szennyezett kornyezeti mintakbdl leggyakrabban izolélt ”génuszok™ egyike a Pseu-
domonas.
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4.2.2.3 A hdrom adalékanyag hatdsanak osszehasonlitdsa

A mérés célja az volt, hogy 6sszevessiik a HPCD, a Tween 80 és a keményitd hatdsat a gazolaj
biodegradicidjara. A HPCD mellett a keményit azért kapott helyet a kisérletekben, hogy meg-
vizsgalhassuk, milyen hatdssal van a gizolaj biodegradacidjara egy alternativ szénforras jelenléte,
foképpen mert a keményitd nagy molekulatomegl vegyiilet, ugyancsak gliik6z alegységekkel, mint
a B-ciklodextrin, de més térszerkezettel. A Tween 80 egy régdta alkalmazott feliiletaktiv anyag,
mely micelldkat képezve noveli a szénhidrogének oldhatésagat.

A hasznalt segédanyagok szénforrasként val6 hasznosulasanak respirometrikus vizsgalata

Ezzel a méréssel arra kivantunk vélaszt kapni, hogy az altalunk az olaj degradaciéjanak befo-
lydsoldsara haszndlni kivant hdrom anyag, a HPCD, a Tween 80 és a keményitd milyen mértékben
hasznosulnak egyediili szénforrdasként az dltalunk 1étrehozott modellrendszerben.
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4.12. abra. Az adalékanyagok bontasa az 1. kozosség esetén. A: a kozosség CO; termelése a
respiratorikus vizsgalatok alapjan. B: a kozosség denzitasvaltozasa.

A kapott adatok alapjan rajzolt grafikonon (4.12. dbra) lathat6, hogy a keményité emésztése
csak hosszu lag fazis utdan indul meg, &m ekkor igen intenziven. A mérés masodik felében (100.
ora utdn) megfigyelhetd nyomasnovekedést feltételezéseink szerint valamilyen volatilis anyagcse-
retermék felhalmozdddsa okozta. A keményitd bontédsa jelentds biomassza-novekedést is eredmé-
nyezett. A Tween 80 bontdsa rovid lag fazis utdn er6teljesen megindult majd fokozatosan lelassult,
valésziniileg az elérhet6 oxigén csokkenése miatt. Ugyanakkor a 4.12/B. grafikonon lathatd, hogy
a Tween kisebb biomassza-novekedést eredményezett, mint a keményit6. A HPCD a gorbe tanud-
sdga szerint a rendszerben lassan és csak kis mértékben hasznosult, sejtszdm ndvekedést egyediili
szénforrdsként nem eredményezett.

Kezelt gazolaj bontasanak respirometrikus vizsgalata

Jelentds eltérés nem volt tapasztalhato a kezeletlen és a kezelt adatok kozott, a kezelés hatdsara
tapasztalt tobblet széndioxid produkcié a keményitd bontdsabdl szdrmazhatott (4.13. dbra). Erre
utalnak a denzitds adatok is, ahol a 100 mg/l-s koncentraciéndl a keményité hatdsara nagyobb
mértékd sejtndovekedést tapasztaltunk, mig a 200 mg/l koncentriciondl az adagolt keményitS a
biomassza produkcid gétldsat eredményezte.
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4.13. abra. A keményito hatasa a gazolaj bontasara. A: a kozosség CO; termelése a respiratorikus
vizsgalatok alapjan. B: a kozosség denzitasa.
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4.14. abra. A Tween-80 hatasa a gazolaj bontasara. A: a kozosség CO, termelése a respiratorikus
vizsgalatok alapjan. B: a kozosség denzitasa.

A Tween 80 nagyon jo szénforrasnak bizonyult és nem képzddott a kezelés hatdsdra jelentds
tobblet széndioxid, ezért nem eldonthetd, hogy milyen ardnyban bontotta az olajat, illetve a Tween
80-t a kozosség (4.14. dbra). A biomassza denzitds novekedésébdl az latszik, hogy a gdzolaj és a
Tween 80 egyiittes keveréke kitlin6 szénforrasnak bizonyult, €s nagyon nagy biomassza produkciét
eredményezett.

Az 4.15 grafikonon megfigyelhetd, hogy a HPCD lerdviditi a lag fazist 100 mg/l koncentracid
esetén és joval nagyobb a széndioxid produkcié is. Bar a nagyobb gizolaj koncentréacié esetén is
tapasztaltunk véltozast a kezeletlen mikrokozmoszokhoz képest, az nem olyan nagy mértékd, mint
a 100 mg/1 koncentracié esetén. Ennek oka lehet, hogy a bemért CD mennyiségét gy allitottuk
be, hogy ebben az esetben a gdzolaj:CD arany 1:1 legyen.

A keményité degraddcidjanak respirometrikus mérése soran megfigyelhetd hosszu lag fazis
magyardzata lehet, hogy valamelyik, a kozosségben egyébként nem domindns torzs szaporodik
el, ami képes a keményit6t hasznositani. Masik lehetséges magyardzat, hogy az amilolitikus enzi-
mek indukcidjahoz sziikséges a lag fazis, ennek azonban ellent mond, hogy a szakirodalmi adatok
szerint a Pseudomonas torzsekre nem jellemzd a nagy mennyiségii amilolitikus enzim termelése
(Wang et al. 1998). A keményitdvel kezelt gazolajos mintdknal ez a hosszu lag fazis nem jelenik
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4.15. abra. A CD hatasa a gazolaj bontasara. A: a kozosség CO, termelése a respiratorikus
vizsgalatok alapjan. B: a kozosség denzitasa.

meg, ideje mindossze a tiszta gdzolajos mintdhoz hasonlé hosszusagu. Feltételezhetd ezért, hogy
a keményit6, mint alternativ szénforrds nem hasznosul, mindossze a gdzolaj degradécidja folyik
a rendszerben. A gorbék lefutdsa nem utal arra sem, hogy a keményits jelenléte egyéb mddon
befolydsolna a gdzolaj lebontasat.

A Tween 80-al kezelt gazolaj lebontasdbol kapott adatok alapjdn megrajzolt gorbék lefutdsa
megegyezik a tiszta Tween 80-at tartalmazé minta gorbéjével. Ezt azzal magyarazzuk, hogy a
Tween 80 els6dleges szénforrdsként hasznosult, igy a gdzolaj lebontdsit nem segitette.

A HPCD-vel kezelt gdzolajat tartalmaz6 mintdknal megfigyelhetd, hogy a lag fazis lerovidiilt
a csak gédzolajat tartalmaz6 mintdkhoz képest, a gorbék lefutdsa meredekebb és nagyobb a széndi-
oxid produkcié a kezeletlen gdzolajat tartalmaz6 mintdkhoz viszonyitva. Ezek a megfigyelések azt
mutatjdk, hogy a HPCD ténylegesen fokozza a gazolaj biodegraddcigjat az dltalunk vizsgalt mo-
dellrendszerben, mikdzben a csak HPCD-t tartalmaz6 minta azt mutatja, hogy a HPCD bontdséara
szintén képes a kisérletben hasznélt kozosség. Ugyanakkor a HPCD degradicidjdnak sebessége
elegendden kicsi ahhoz, hogy ne szolgéljon els6dleges szénforrasként a gazolajjal szemben, €s
jelen legyen a rendszerben, amig a gdzolaj degradacidja folyik.

Sok ciklodextrin tipus képes a biodegradaci6 serkentésére, mind a PAH-k, mind a polikléro-
zott bifenilek (Fava et al. 2002, Wang et al. 1998) esetében is. A RAMEB-nél leirtak, hogy a
bioldgiai elérhetdségének novelésével serkentette a transzformdtor olaj detoxifikdcigjat és a PCB-
k lebontasat is (Molnar et al. 2005, Fava 2002). Brusseau és munkatarsai szerint a HPCD 0,01
g/1-s koncentracié (umol nagysagrend) felett mar noveli a talajbdl torténd kimosds hatékonysagat,
els6sorban az alacsony vizoldékonysagu vegyiileteknél. Fenantrén transzport vizsgalatakor, homo-
kos talajban 2 g/l koncentracidoban alkalmazott Triton, nem-ionos feliiletaktiv anyag a retarddcids
faktort hasonlé mértékben véltoztatta meg, mint a HPCD, de a Triton jelentds mértékben kitapadt
a talajszemcsékhez, mig a HPCD nem (Brusseau et al. 1994).

Vagyis, a HPCD képes a gazolaj-szennyezés bioldgiai bontasanak serkentésére, vizoldékony-
sdga miatt nem tapad ki a talajszemcsékhez. Bar bioldgiailag bonthatd, annak sebessége joval
lassabb, mint az gdzolaj konnyen bonthat6 alkotdinél tapasztalhat6 volt.
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4.2.3 Az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4 torzs BTX bonto képességének
vizsgalata HPCD hatdséra
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4.16. abra. A CD hatasa a benzol és a toluol bontasara. A: a bemért benzol biologiailag lebomlott
mennyisége szazalékban kifejezve; B: a bemért toluol biologiailag lebomlott mennyisége szazalékban
kifejezve; C: a bemért benzol:toluol 1:1 aranyu keverékének biologiailag lebomlott mennyisége
szazalékban Kifejezve.
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4.17. abra. A CD hatasa a benzol és a toluol 1:1 aranya keverékének bontasara A: a CD
bontas-novel hatékonysaga a benzol és a toluol esetében, egyediili szénforras esetén; B: a CD
bontas-novelo hatékonysaga a benzol és a toluol 1:1 aranyu keverékének esetén.

A korabban, szénhidrogénnel szennyezett teriiletr6l izolalt Acinetobacter calcoaceticus SM5T4
torzsnél vizsgaltuk, milyen mértékben hat a HPCD a BTEX vegyiiletek lebontdsdra. A vizsgéla-
tokat szeptummal zart iivegekben végeztiik, megakadadlyozva a BTEX vegyiiletek elparolgasat. A
kontroll (K) mikrokozmoszokhoz nem adagoltunk ciklodextrint, egyébként mindenben megegyez-
tek a kezelt mikrokozmoszokkal. Minden vizsgalat soran mind a két (K, CD) mikrokozmosz tipus-
ndl feléllitottunk abiotikus kontroll mikrokozmoszokat is, melyeket nem oltottunk be a mikrobé-
val. A biodegradacié mértékére a BTEX vegyiiletek mennyiségének gdzkromatogréafidval torténd
rendszeres meghatdrozasabol kovetkeztettiink. A bioldgiai lebomlds mértékét tigy hataroztuk meg,
hogy a mikrokozmoszokban tapasztalt aromas vegyiilet fogyasat korrigaltuk az abiotikus kontroll
mikrokozmoszokban tapasztalt koncentracié csokkenéssel.
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A 4.16. grafikonokon jol lathat6, hogy a ciklodextrin adagolds hatdsdara minden esetben nott
a bioldgiailag lebomlott szénforrdsok mennyisége. A mikroorganizmusok csak a vizes fazisbol
tudjak a benzolt felvenni (Prenafeta-Boldu et al. 2002), ezért az oldhatésag a bontést korlatozé
tényezd lehet. Amikor HPCD-t adtunk a tdpoldathoz, akkor a benzol latsz6lagos oldhatésdga meg-
ndtt, mert zarvanykomplex képzddott a HPCD molekulakkal. A zarvanykomplexbe zart aromas
vegylilet nem alkot 6ndll6 nem-vizes fazist, és a fizikai-kémiai torvények alapjan egyensuly alakul
ki a vizben oldott és a zarvanykomplexbe vitt aromds vegyiiletek mennyisége kozott. A benzol a
vizes fazis, a géztér és a vizben nem oldott fazis kozott a természet torvényei alapjan adott mér-
tékben oszlik meg (Szejtli 1988).

Ha noveljiik a benzol mennyiségét, akkor a vizben oldott fazis nem ardnyosan novekszik. Adott
mennyiségli ciklodextrin nem tud bizonyos mennyiség feletti benzollal zarvdnykomplexet képezni,
ezért az egyre novekvd benzol koncentraciéo a HPCD-nel kezelt mikrokozmoszok esetében is csok-
kend hatasfokot eredményezett.

Ugyanezt a tendenciat tapasztaltuk a toluol esetében is, azzal a kiilonbséggel, hogy a toluolnak
még a benzolndl is joval kisebb a vizben val6 oldhatésédga, ezért a ciklodextrin hatékonysaga sem
volt olyan jelentds.

Amikor a kétféle aromds vegyiiletnek a keverékét adagoltuk szénforrasként, akkor megfigyel-
hetd volt, hogy ugyanolyan végkoncentraciéndl a bioldgiailag lebomlott szennyez&anyagok ara-
nya megnovekedett a csak toluolt vagy csak benzolt tartalmaz6é mikrokozmoszokhoz viszonyitva.
A kezelés hatdsara a tendencia nem valtozott, a HPCD megndovelte a bioldgiailag lebomlott szén-
hidrogének ardnyét, de a nagy koncentracidk esetén ez a hatds nem volt olyan jelentds, mint kis
koncentracioknal.

A 4.17. abrén l4thatd, hogy a CD-nel hogyan valtozott a hatékonysag az egyes szennyezbanyag
koncentracidknal. A toluol, mint egyediili szénforrds, a CD minden egyes koncentracidjanal azonos
mértékben novelte meg a lebontast a kezeletlen mintdkhoz képest. A mikroba a kontroll mintakkal
Osszehasonlitva négyszer annyit toluolt volt képes lebontani a CD segitségével. Ezzel ellentétben
a benzol, mint egyediili szénforrdsndl ez az ardny lassan, de fokozatosan novekedett az aromas
vegyiilet koncentraciéjanak novekedésével (4x — 5x).

A kevert szubsztritot tartalmaz6é mikrokozmoszokban a lebomlott benzol mennyiségének az
aranya nagyobb mértékben novekedett, mint amikor csak benzol volt a szénforrds (4x — 8x),
ugyanakkor a lebomlott toluol ardnya csokkent (4x — 3x). A vegyiilet alacsony vizoldékonysaga
miatt a novekvd induldsi koncentricié csokkend ardnyu bioldgiai lebomlashoz vezetett.

Wen-Lu és munkatérsai (1999) hasonl6 eredményeket kaptak, mikor kiillonboz6 szubsztitudlt
benzolok Photobacterium phosphoreumra gyakorolt hatdsat vizsgaltdk. Megéllapitottdk, hogy a
kis polaritdsi vegyiileteknél a B-CD jobban kifejtette hatdsat, mint a polarosabb anyagoknal. A
toxicitds mértéke ardnyos volt a vegyiiletek oktanol/viz koefficiensével.

A HPCD molekulak szelektiven vélasztjdk el az aromds molekuldkat mas, lipofil szénhidrogé-
nek keverékébdl is. Uemasu €s munkatarsai (2004). megéllapitottak, hogy a 3-metilpentdn, hexan,
benzol és ciklohexdn egyenld ardnyd keverékébdl a HPCD-t tartalmazé vizes fazisban dudsult a
benzol (az 0sszes szénhidrogén 58,9 n/n%-a) és a ciklohexdn (34,2 n/n%). Ugyancsak megallapi-
tottak, hogy HPCD-vel a reformalt olajbdl szelektiven (4,9% — 2,9%-ra) csokkent az extrahalhato
benzol mennyisége, a toluol esetében a csokkenés nem volt ilyen mértékd.

73



4.3. A HALOGENEZETT SZENHIDROGENEK BONTASANAK SERKENTESE
MIKROKOZMOSZ KISERLETEKBEN

4.3 A halogénezett szénhidrogének bontiasanak serkentése mikrokozmosz
kisérletekben

A klérozott alifds szénhidrogének anaerob koriilmények kozott, energiaszerzd anyagcsereuta-
kon torténd hasznositdsuk sordn elektronakceptorként szerepelhetnek. Ehhez azonban megfelel
mennyiségii elektrondonorra van sziikségiik. A megfeleld elektrondonor pétlassal serkenteni lehet
a lebontds sebességét. A serkentett lebontds sordn az adalékanyagok azonban szénforrasként szol-
gilhatnak mds mikrobdk szdmadra is, amelyek a teriileten fellelhetd egyéb elektronakceptorokat
hasznositjdk. Az idedlis adalékanyag a deklorinal¢ szervezeteket a lehetd legcélzottabban serkenti,
specidlisan az 6 populdcidjukat tdimogatja.

4.3.1 A dehalorespirdl6 szervezetek molekuldris modszerrel torténd kimutatasa-
nak optimalizaldsa

A keresett szervezetek 16S rRNS génjének szekvencidit letoltottiik az NCBI GeneBank adat-
bazisdbol (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), és az irodalmi adatok alapjén vélasztott primer szekven-
cidkat illesztettiik rdjuk. Ahol a specificitds az RDP II alapjdn nem volt megfeleld, ott a primer
szekvencidjan modositottunk, majd az eredményt ellendriztilk az adatbazis segitségével (4.6 és
4.7. tdblazat).

4.6. tablazat. Az RDP II adatbazisban az 1200 bazisparnal hosszabb, ”’j6”> mindsitésii szekvenciak
koziil hany szekvencia illeszkedett a Dehalobacter restrictus specifikus (DR) és Desulfuromonas
chloroethenica specifikus (DCE) primerekhez (0 és 3 hibas bazisparosodast engedve)

primer jele DR-F DR-R DCE-F DCE-R
tokéletes illeszkedés 14/151538 18/126415 6/151538  5/155445
3 hibds bazisparosodds  84/151538 46/126415 64/151538 104/155445

4.7. tablazat. Az RDP II adatbazisban az 1200 bazisparnal hosszabb, ’j6”” minésitésii szekvenciak
koziil hany szekvencia illeszkedett a Dehalococcoides sp. specifikus DHC1 és DHC2 primerekhez (0
és 3 hibas bazisparosodast engedve)

primer jele DHC1 DHC1377 DHC774 DHC1212
tokéletes 1illesz- 55/58938 21/62924  162/15604  37/155445
kedés

3 hibas bazispd- 32214/58938 143/62924 985/15604 185/155445
rosodas

A primerek tervezése utan a tipustorzsekbdl DNS-t izolaltunk, és a DNS-bdl készitett higitasi
sor segitségével meghatdroztuk a specifikus primerekkel végzett PCR sordn a kimutatdsi hatarérté-
keket (4.8. tablazat). Legbiztosabban a Dehalococcoides sp. szervezeteket tudtuk kimutatni nested
PCR segitségével, és a Dehalobacter restrictus 16S TRNS génjének képidit is detektaltuk mar 103-
os nagysagrendtol.
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4.8. tablazat. Az egyes primerparok kimutatasi hatarértékei. DHC: Dehalococcoides sp.; DR:
Dehalobacter restrictus; DCE: Desulfuromonas chloroethenica

DHCI - DHC1377 9,3x 10°
DHC774 - DHC1212 7.4 x 103
DHC774 - DHC1212 nested PCR-ként 9,3 x 10!
DCE-F - DCE-R 9,4 x 10°
DR-F - DR-R 1,6 x 103

4.3.2 A kiilonboz0 teriiletekrol szarmazo mintak osszehasonlitasa

4.3.2.1 Kémiai paraméterek
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4.18. abra. A Kiilonbozo teriiletekrol szarmazo talajviz mintak szennyezettségi adatai

A vizsgélati teriiletek helyszinét a teriilet tulajdonosara tekintettel nem 4ll médunkban nyilva-
nossagra hozni ezért csak a kémiai adatokat tudjuk a dolgozatban részletesen elemezni. A szennye-
zett teriileteken évek ota folyik fizikai karmentesités, vagy a kozelmultban dontottek a teriilet kar-
mentesitésének megkezdésér6l. Minden mintdnk mar kiépitett kutakbdl szdrmazik, a szennyezd
csova kiilonbozé pontjairdl. A teriileteken semilyen mas bioldgiai, vagy kémiai beavatkozds nem
tortént.

Az altalunk vizsgalt 6t teriilet szennyezettsége jelentdsen eltért. Harom teriilet (a J, a B és
a T egyes kutjai) er6sen szennyezett volt, mig a masik kettd (K és a A) kisebb koncentracidoban
tartalmazta a szennyez$ halogénezett szénhidrogéneket. Az egyes teriileteken mds-mds anyag a
f6 szennyezd, a K teriileten a cDCE, a J és a T teriileteken a TCE, mig a B teriileten a PCE
(4.18. dbra). A pH-ban és a TOC értékekben nem tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket, a talajviz
mintdk dontd tobbségének a kémhatdsa a semleges tartomanyban volt (4.19. dbra). A teljes oldhat6
szerves anyag mennyisége mindeniitt igen kicsi, a B teriileten kicsit nagyobb a tobbinél. Az oldott
vas és oldott mangdn tartalomban mar jelentGsebb kiilonbségeket tapasztaltunk, nagy az oldott
vas tartalma az A teriiletnek, illetve a B teriilet egyes kutjainak (4.20. dbra). Jelentdsebb nitrat- és
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4.19. abra. A kiilonbo6z6 teriiletekrol szarmazo talajviz mintak pH értéke és Gsszes szerves anyag

tartalma (TOC)
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4.20. abra. A kiilonbozd teriiletekrol szarmazo talajviz mintak oldott vas és oldott mangan tartalma

nitrit tartalom csak a J és a T teriileteken volt (4.21. abra), viszont a szulfationok mennyisége egy
teriileten beliil is jelent6sen valtozékony volt. A legnagyobb szulfation tartalma a K teriileten 1év6
kutaknak volt, a legkisebb értéket a J teriilet kutjai esetén mértek (4.22. dbra).

A f6komponens elemzés alapjan (4.23. dbra) az elsé komponens majdnem 20%-ban, a masodik
komponens 18%-ban hatdrozza meg a mintak variancidjat. Egy kit nagyon elkiiloniil a tobbitdl, a
B27, ebbdl a kiitbdl sikeriilt egyediil etdnt és etént kimutatni. A tobbi kit joval kozelebb helyez-
kedik el egymdshoz, azaz a kémiai paraméterek alapjin joval hasonlobbak. Az elemzésbdl az is
l4thatd, hogy a hdrom nagyobb csoportban helyezkednek az egyes mért paraméterek. Egy jol el-
hatarolhat6 csoportot hatdroz meg a VC, az etén és az etén, mely elsGsorban az emlitett B27-s kit
nagy koncentracié értékei miatt valhatott el. A masik két csoportban viszont érdekes Osszefiiggé-
sek taldlhatak. A szennyez&anyagok magas koncentracidja egyiitt tapasztalhaté a nitrat és a nitrit
viszonylag magasabb koncentricidival. Ezzel ellentétben, ahol a szennyezés nem volt jelentGsen
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4.21. abra. A kiilonb6zo teriiletekrdl szarmazo talajviz mintak nitrat és nitrit tartalma

K teriilet | J terilet B teriilet | Ateriilet | T teriilet
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4.22. abra. A Kkiilonbozo6 teriiletekrdl szarmazoé talajviz mintak klorid és szulfat tartalma

magas, ott a meghatdroz6 kémiai paraméter a szulfat az oldhaté mangan és a klorid ionok vol-
tak. A vas kicsit csoporton kiviili elhelyezkedése arra utal, hogy a nagy oldhat6é vas koncentracié
els6sorban a bomlastermékek megjelenésével egyiitt volt tapasztalhato.

Az egyes mintdk elhelyezkedése a grafikonon arra utal, hogy az A és a K teriilet, viszonylag
kis szennyezddésii és magas szulfat illetve oldhaté6 mangédn koncentracidval rendelkezik, és a te-
riiletekrdl szarmaz6 kutak egy homogén mintasort alkotnak. Ugyanez a homogenitds mondhato el
a J teriiletrdl is, csak pont az ellentétes oldalon, azaz nagy szennyezdanyag koncentracid és nitrat
koncentracié mellett kis szulfat, mangan és vas koncentracio figyelheté meg. Ezzel ellentétben a
B és a T teriilet kiitjainak egyes mintdi jelentdsen eltérnek egymadstdl, vannak erdsen és kevésbé
szennyezett kutak.
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4.23. abra. A Kiilonbo6zo teriiletekrol szarmazo talajviz mintak kémiai eredményeinek f6komponens
elemzése

4.3.2.2 Bioldgiai paraméterek
Dehalorespiralé szervezetek specifikus kimutatasa

Génusz-specifikus PCR-ek segitségével minden mintdndl megvizsgaltuk, hogy mely dehalo-
respirdld szervezetek voltak jelen a teriileten (4.9. abra). A T teriiletrdl egyetlen, altalunk vizsgalt
dehalorespirdcidra képes szervezetet sem mutattunk ki. Ezzel ellentétben a B teriilet minden kut-
jabol képesek voltunk a Dehalococcoides sp-t mar 10° nagysdgrendben kimutatni és a Desulfuro-
monas sp. teszt is minden esetben pozitiv volt. A Dehalobacter sp. jelenlétére utalé tesztek ered-
ménye nem volt egyértelm, de feltételezziik, hogy minimdlis mennyiségben, a kimutathatésagi
hatar kornyékén ezek a szervezetek is jelen voltak. Az A teriiletrdl szarmaz6 kutak mintai esetében
a Dehalococcoides sp.-t csak nested PCR segitségével tudtuk detektdlni, ami azt jelenti, hogy a
mintéban ezeknek s szervezeteknek a mennyisége nagysdgrendileg 10° és 102 sejt/l kozott volt.
Ezen kiviil még a Desulfuromonas sp. kimutatasara szolgalé tesztek eredményei voltak pozitivak.
A J és a K teriiletekrdl szarmazé mintdk joval heterogénebb képet mutattak. Voltak olyan kutak,
amelyek mar a DHCI teszt sordn is pozitivak voltak, voltak olyanok, ahol csak a DHC2 teszt lett
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4.9. tablazat. A mintak dehalorespiralé szervezet tartalmanak PCR alapu kimutatasi eredménye
(DHC: Dehalococcoides sp.; DR: Dehalobacter restrictus; DCE: Desulfuromonas chloroethenica; +: a
PCR reakci6 pozitiv; -: a PCR reakci6 negativ; 0: a PCR reakci6 eredménye nem eldonthetd)

minta DHC1 DHC2 DR DCE minta DHC1 DHC2 DR DCE

K7 + + - - B24 + + 0 +
K17 - - - + B25 + + 0 +
K18 - - - - B27 + + 0 +
KTl + + - - BF1 + + 0 +
K1 + + - + BF3 + + 0 -
J3 + + - + BF4 + + 0 +
J8 + + - + BF5 + + 0 +
J10 + + - + BF6 + + 0 +
J12 - + - - A6 - - - +
J18 - + - - A7 - + - +
J19 + + - + A9 - + - +
J20 + + - + All - + - +
J32 + + - + Al3 - + - +
J46 + + - - Al4 - + - +
J49 - + - - Al6 - + - +
J63 - - - - T10 - - - -
J18.2 + + + + T23 - - - -
J18.13 - - - + T8 - - - -
B21 + + 0 + T13 - - - -
B23 + + 0 - T17 - - - -

pozitiv, de voltak olyan kutak is, melyekbdl nem tudtunk Dehalococcoides sp-t kimutatni. Hasonld
heterogén eredményt kaptunk a Desulfuromonas sp. esetében is. A J kutak 60% volt pozitiv, a K
kutak esetén ez az ardny 40% volt. A K teriileten egy kitbol sem volt kimutathat6 a Dehalobacter
sp., a J teriilet esetében csak a J18.2 kiitbdl sikeriilt pozitiv eredményt kapnunk.

A mikrobakozosségek vizsgalata

Az egyes mintdk baktérium k6zosségének osszetételét gyors ujjlenyomat modszerrel, T-RFLP-
vel vizsgéltuk. Az egyes elektroferogramok eredményeit oszlop diagramon 4brazoltuk. Minden
teriileten taldlhat6 egy-két domindns szervezet, majd szdmos kisebb ardnyu csiccsal reprezentalt
mikroba is. A T teriilet j6l lathatdan elkiiloniil a tobbi teriilettdl, és a B teriilet "BF” jeld kutjai is
eltérnek a tobbitdl (4.24. abra).

A fokomponens elemzés alapjan rajzolt biplot abrabdl (4.25. dbra) megallapithatjuk melyek
azok a TRF-k amelyek a legjelentdsebb kiilonbséget eredményezik az egyes T-RFLP mintdzatok
kozott. Jol latszik, hogy alapvetden harom olyan csics van, melyek mentén megoszlanak a mintak,
ez a 384 bp, 386 bp és a 201 bp hosszi TRF-k. Ezen harom cstcs alapjan a teriiletek harom nagy
csoportra oszlanak. A T teriilet és a K teriilet elsGsorban a 386 bp-hoz tartozik, mig a J és az
A teriilet a 201 bp-hoz. A 384 bp-hoz a B teriilet mintai tartoznak, egy két mas teriiletrdl kilogo
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4.24. abra. A vizsgalt teriiletek talajviz mintainak T-RFLP mintazata. Az egyes szinek a Kiilonb6z6
TRF-eket jeloli. Egy TRF jelenlétébol, vagy hianyabol egy adott baktériumcsoport jelenlétére vagy

mintdval egyiitt.

hianyara kovetkeztethetiink.
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1. komponens (25,5%)

4.25. abra. A vizsgalt teriiletek talajviz mintaibol szarmazé T-RFLP mintazatok f6komponens
elemzése. A szines teli korok az egyes mintakat jelolik, a kereszt jelek a szamokkal az adott TRF-eket
mutatjak.

4.3.3 A megfelelo adalékanyag kivdlasztdsa mikrokozmosz kisérletekben

A mikrokozmosz kisérleteknek a célja olyan adalékanyag keresése volt, mellyel a biolégiai
lebontast serkenteni tudjuk. Két kutbdl vettiink talajvizmintét, a K7 és a J18.2-bdl.

Minden mikrokozmoszndl, minden mintavétel sordn vizsgaltuk a kiilonb6z6 kémiai paraméte-
reket: a halogénezett szénhidrogének koncentraciéjat, pH-t; NOs-t; NO;-t; SO;Z{—t; Fe3+—t; Mn2+—t,
TOC-t illetve bioldgiai paramétereket, igymint a reduktiv dekloriniciéra képes szervezetek jelen-
1étét, a bakteridlis kozosség Osszetételének valtozasat. A biotikus kontrollhoz (K) nem adagoltunk
semmit, mig a masik harom tipus esetén 500-500 mg/l szdrazanyag-koncentracioban adtuk az A,
B és C adalékanyagot. A kisérletsorozat 318 napig tartott, mintavétel a 24., az 54., a 155. és a 318.
napon tortént.
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4.3.3.1 Kémiai paraméterek

A két katnak (J18.2; K7) igen eltéréek voltak a kémiai paraméterei, legnagyobb eltérést a
szennyezdanyag koncentricidjaban illetve a szulfdtkoncentracidban tapasztaltunk.
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4.26. abra. A halogénezett szénhidrogén koncentracigja a K7 mikrokozmoszokban; A: biotikus
kontroll; B: A adalékanyag; C: B adalékanyag; D: C adalékanyag

A J18.2-s kat nagy szennyezdanyag koncentracioju, az 0sszes halogénezett szénhidrogén
mennyisége 8000 umol volt a mikrokozmoszokban, de a szulfatkoncentraci6 igen kicsi (60mg/1).
A K7 kitbdl szarmaz6 talajviz szennyezettsége kisebb, de nagy szulfat tartalmu, az induldsi kon-
centracidé 650 mg/l1 volt. Nitratot és nitritet a teriileten vett talajvizminta nem tartalmazott, az oldott
vastartalomban jelentds kiillonbségeket nem taldltunk.

A pontos adalékanyagok Osszetételét sajnos a teriilet tulajdonosdnak €s a helyszini geol6égiai
illetve technoldgiai vizsgdlatokat folytaté véllalat kérésére nem 4ll médunkban nyilvdnossdgra
hozni, ezért a dolgozatban a lehet6 legpontosabb jellemzéssel szeretnénk ravildgitani a kiilonb6z6
adalékanyagok tulajdonsagaira.

Az A adalékanyag egyszert, egy szén-atomos szénforrds modell-adalékanyaga volt. A B ada-
lékanyag Osszetett szénforrds, lebontdsdhoz bonyolult enzimrendszerek és Osszetett mikroba po-
pulécidk sziikségesek. A C adalékanyag elsGsorban egy diszacharidot és annak egy karbonsav-
szarmaz€kdt tartalmazta. A vegyliletek szdmos anaerob mikroba kiemelt elektrondonorainak sza-
mitanak, koztiikk nagyon sok deklorindl6 szervezet is képes hasznositani azokat.

A halogénezett szénhidrogének koncentracidja a K kontroll mikrokozmoszokban is csokkent
(4.26 és 4.27 abrdk). A mintdk szdrmazdsi teriiletein is tapasztaltuk a szennyez&anyag koncent-
racidjanak csokkenését barmilyen beavatkozds nélkiil. A csokkenés okai lehetnek biotikusak €és
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4.27. abra. A halogénezett szénhidrogének koncentraciéja a J18-2 mikrokozmoszokban; A: biotikus
kontroll; B: A adalékanyag; C: B adalékanyag; D: C adalékanyag. VC: vinil-klorid; cDCE:
cisz-diklor etilén, TCE: trikloretilén, PCE: perkloretilén

abiotikusak egyarant. A kontroll iivegekben a szennyezd vegyiiletek egymdshoz viszonyitott ara-
nya azonban nem valtozott meg, nem halmozddtak fel anyagcseretermékek. A két kiilonbozé kt-
bdl szdrmaz6 kontroll iivegekben eltérd a halogénezett szénhidrogének csokkenésének iiteme, j61
latszik, hogy mig a J18.2 mintdndl a TCE koncentricidja fokozatosan csokken, addig a K7-nél
az elsd 54 napban az alacsony klératomszamu vegyiiletek — els6sorban a cDCE — csokkenését
tapasztaltuk.

A K7 minta A adalékanyaggal kezelt mikrokozmoszaiban (K7/A) szintén nem tapasztaltunk
semilyen valtozast a szennyezdanyag Osszetételében. A J18. 2 /A tivegekben a TCE koncentrici-
6ja a kontrollhoz képest nagyobb mértékben csokkent, de a dehalorespiraciobdl szdrmazo6 anyag-
cseretermékek felhalmozddasat nem tapasztaltuk. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a TCE lebom-
ldsa nem az energetikailag kedvezd reduktiv deklorindcié anyagcseretton tortént, hanem egyéb,
valésziniileg kometabolikus bontdsi folyamat soran.

A K7/B mikrokozmoszokban drasztikusan csokkent a TCE és n6tt a cDCE koncentréci6 az
54. napra a kisérlet soran. A TCE elfogyasa utdn a cDCE koncentraci6 is csokkenni kezdett a
155. napig, majd ez a folyamat megéllt. A J18.2/B mikrokozmoszok esetén a B adalékanyag
serkentette a TCE lebontdst, majd annak elfogydsa utdn a cDCE mennyisége is jelentdsen csok-
kenni kezdett. Mind a két esetben a cDCE nagysagrendileg a kiinduldsi mennyiségre tért vissza az
egyéves kisérlet végére.

A K7/C mikrokozmoszokndl a C anyag serkentette a TCE lebomlasét, de a cDCE lebomlést
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4.28. abra. A két mikrokozmosz fontosabb vizkémiai paraméterei. A: pH; B: szulfat mennyiség; C:
klorid mennyiség; D: TOC. VC: vinil-klorid; cDCE: cisz-diklor etilén, TCE: trikléretilén, PCE:
perkléretilén

nem segitette, mig a J18. 2/C kut esetén mind a két vegyiilet lebomlasét serkentette, €s a cDCE
is majdnem teljesen elfogyott mar a 155. napra.

A vizkémiai paramétereket elemezve megdallapitottuk (4.28. dbra), hogy az A anyag adagola-
sanak hatdsara egyik mikrokozmoszban sem valtozott a pH a kontrollhoz viszonyitva, mig a B és
a C anyagok mind a két mikrokozmosz tipus esetén csokkentették a a pH-t, dm eltér6 mértékben.
A kisérlet 155. napjara ez a jelent6s csokkenés mar nem volt tapasztalhatd, s6t a K7/B és K7/C
mikrokozmoszokban a mért érték meghaladta a kiindulasi értékeket. Ezek az értékek aztdn a 318.
napra visszadlltak az indulasi értékek kornyékére. A J18.2 mikrokozmoszok esetén a pH csokkenés
tartdssd valt.

A szulfat koncentracié véltozdsdnak értékelésénél fontos megjegyezni az igen eltérd kiindu-
lasi értékeket. Az alacsony szulfattartalmut J18.2 mikrokozmoszokban a kontroll iivegekben és a
A tivegekben nem véltozott a szulfationok koncentricidja, a B kezelés hatdsdra lassan, az egyéves
kisérlet alatt fokozatosan iiriilt ki a szulfat a mikrokozmoszokbdl, mig a C hatdséra, gyors szul-
fatredukci6 volt tapasztalhatd, melynek eredménye, hogy az 54. napra teljesen eltlint a szulfat az
tivegekbdl.

A K7-s talajvizben a szulfat koncentrdcidja igen nagy volt. Mind a négy tipusu mikrokozmosz
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esetén tapasztaltunk szulfatredukciot, csak eltéré mértékben. A kezeletlen tivegekben volt a szul-
fatredukci6 sebessége a legkisebb, majd ezutian kovetkeztek a B iivegek, majd az A, a leggyorsabb
pedig a szulfatredukcié a C kezelésii tivegekben volt.

A kloridion koncentraci6 adatait arra szerettiik volna felhasznalni, hogy a kloridion felszabadu-
lasdnak mértékével a reduktiv deklorinaciét nyomon kovethessiik. Sajnos a kloridion koncentracio
véltozasa olyan kis mértékii volt, hogy a mérési eredményeket nem tekinthettiik megbizhatéknak.

A TOC (Total Organic Carbon — teljes szerves eredetli szén) mérésével a hozzdaadott adalék-
anyag mennyiségét kovettiik nyomon. A kontroll talajvizmintdk szervesanyag tartalma, hason-
l6an a kiinduldsi mintdkhoz, meglehet&sen kicsi volt. A legkisebb szervesanyag felhaszndldst a
J18.2/A és J18. 2 /B kezeléseknél tapasztaltuk, a K7/A mikrokozmoszokban a szervesanyag
felhaszndlds az 54. nap utdn indult meg, akkor azonban nagy sebességgel. A J18. 2 /C kezelésnél
a szervesanyag felhaszndlds az els6 98 napon jelentds volt, utdna ez a folyamat megallt. A leg-
nagyobb szervesanyag felhasznaldst, amely a szerves anyag kiiiriiléséhez is vezetett, a K7/B és
K7/C kezelésti mikrokozmoszaiban tapasztaltuk.

A mintavételek sordn vizsgéltuk a g6ztér metdn, etdn és etilén koncentracidjat is. A metdn
jelenléte indirekt bizonyitéka a metanogén szervezeteknek, az etilén, illetve etdn pedig a TCE
reduktiv deklorindcidjanak halogénatomot nem tartalmazo6 végtermékei.

Metéan termelést a B és C mikrokozmoszokban a 98. naptdl kezdve tapasztaltunk, bar eltérd
mennyiségben. A K 7-s mikrokozmoszok kisebb mennyiségben tartalmaztak metant, minta J18.2
tivegek. Mig metant mindkét kut kezelt mikrokozmoszai esetén tapasztaltunk, addig az etilén il-
letve az etdn képzOdés csak a J18. 2-s kit B €s C mikrokozmoszaiban volt. A C anyaggal kezelt
mintdk egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben tartalmaztak etilént, illetve etdnt, mint a B
anyaggal kezeltek. Az etilén és az etdn ardnya nagysagrendileg azonos volt a mikrokozmoszok-
ban.

4.3.3.2 Bioldgiai paraméterek

A B és C mikrokozmoszokban, melyeknél jelentds bomlasi folyamatokat tapasztaltunk, a ké-
miai paraméterek mellett vizsgaltuk a bioldgiai paraméterek valtozasait is. Specifikus kimutatasok-
kal nyomon kovettiik a dehalogénez szervezetek jelenlétét, ezen feliil pedig elemeztiik a mikroba
kozosség Osszetételét, illetve valtozasat a kiilonbozd adalékanyagok hatdsara. A mikrokozmoszok-
bol a kiindulédsi mintdkon til az 54. és a 318. napon vett mintdkat is feldolgoztuk.

Dehalorespiralé szervezetek specifikus kimutatasa

A Dehalococcoides sp.-t mar a kiinduldsi mintdkbdl is kimutattuk, a 318. napra a K és a B mik-
rokozmoszokbdl mdr csak a nested PCR segitségével mutattuk ki, mely azt jelenti, hogy ezeknek
a szervezeteknek az ardnya csokkent a kozosségen beliil (4.10. dbra). A mésik két dehalorespiral6o
szervezet a K 7 kiindulasi mintdkban nem volt kimutathaté, mig a J1 8. 2 mintakban igen. Az 54.
napra mindegyik mikrokozmoszban visszaszorult az ardnyuk, nem voltak kimutathatéak, de a 318.
napra a Dehalobacter sp. mindegyik mikrokozmoszban djra kimutathatéva valt, és a Desulfuro-
monas chloroethenica is detektdlhat6 letta J18.2/K és a K7/B és K7/C mikrokozmoszokban.
Az 54. napos visszaszoruldsa ezeknek a szervezeteknek magyarazhaté a mikrokozmosz 6sszedl-

s 2 2z

litdsa sordn torténd Ohatatlan zavardssal. A Dehalococcoides sp. folyamatos jelenléte arra utal,

z. .z

hogy kimutatdsa nem elégséges feltétele a PCE eténig torténd redukcigjanak, ellentétben Hend-
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Nap Minta JI182K J182B J182C K7K K7B K7C

DHCI + + + + + +

0. nap DHC2 + + + + + +
DR + + + - - -

DCE + + + - - -

DHC1 + + + + + +

54. nap DHC2 + + + + + +
DR - - - - - -

DCE - - - + - -

DHCI1 - - + - - +

318. nap DHC2 + + + + + +
DR + + + + + +

DCE + - - - + +

4.10. tablazat. A specifikus primerekkel végzett PCR-ek eredményei a mikrokozmoszokban (DHC:
Dehalococcoides ethenogenes; DR: Dehalobacter restrictus; DCE: Desulfuromonas chloroethenica).

rickson és munkatdrsai (2002) megallapitasdval. Tobb dehalorespirdld szervezet egyiittes vizsga-
lata/kimutatdsa ezért megbizhatobb eredménnyel szolgélhat.

A mikrobakozosség valtozasanak vizsgalata

Ujjlenyomat médszerekkel kovettiik nyomon a mikrobakozosség valtozasit. A 318. napon a
rDNS alapu vizsgalatokat rRNS alapu vizsgdlatokkal is kiegészitettiik. A rRNS alapu vizsgalatok
soran csak azokat a mikrobdkat mutatjuk ki, amelyek a mintavétel idGpontjdban aktiv anyagcserét
folytatnak és rRNS szintézis torténik a sejtjeikben. A rDNS alapt vizsgdlatok esetén olyan szerve-
zeteket is kimutatunk, melyek esetleg nyugvo allapotban vannak az adott mintdban, és nem aktivak
a mintavétel idején.

A Shannon féle diverzitdsindexek alapjan l4thatd, hogy a kezelés hatdsara diverzitas novekedést
tapasztaltunk, azaz a kozosségben kimutathaté mikrobdk szama nott (4.29 dbra).

A J18. 2 kiinduldsi mintdjanak alacsony értéke a kezelés hatdsara megndétt, mig a kontroll
mintdban a 54. napra sem véltozott jelentésen. A két kezelés hatdsdra a diverzitds nem azonos
médon viltozott, a C adalékanyag hatdsdra jobban megnétt. Erdekes, hogy egy évvel az inditds
utdn a kontroll mikrokozmoszoknak is megnétt a diverzitdsa, feltételezziik, hogy eddigre a lassu
novekedési szervezetek is kimutathatova valtak.

Az adalékanyagok eltérd hatdsa abban is latszik, hogy mig a C mikrokozmoszban a diverzités
a 318. napig tovabb ndtt, addig a B anyag hatdsdra a diverzitds nem valtozott. Az is megéllapithato,
hogy a kezelt mikrokozmoszokban a diverzitds-index a rDNS-alapu és a rRNS-alapt vizsgalatok
kozott — azaz a jelenlévd illetve az aktiv mikrobacsoport diverzitdsa kozott — kisebb, mint a kont-
roll mintdkban. EbbdI arra kovetkeztettiink, hogy a kontroll mikrokozmoszban jéval tobb nyugvé
mikrobacsoport volt a kezelt mintdkhoz képest.

A K7 mintdndl a kiinduldsi minta diverzitdsa mar nagy. Ennek oka lehet, hogy a minta nem
szarmazik mélyrdl és a szennyezés mértéke is kisebb, mint a JI18. 2 esetében (kevésbé toxikus
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1. 118-2 . K7 .

Ind, 54.nap 318.nap 54 .nap 318.nap
51 DNSRNS: DNSRNS: DNS RNS DNSRNS : DNSRNS: DNSRNS

==
5A
o

K7

J18.2B54
J18.2W54
J18.2M54

J18 2B318D
2B318R
J18.2M318D
T18 2M318R
2W318D
J18.2W318R
K7B54
K7wW54
K7M54
K7B318D
K7B318R
K7M318D
K7M318R
K7TW318D
K7W318R

J18
18

4.29. abra. Az mikrokozmosz mintak T-RFLP mintazata alapjan szamolt Shannon diverzitasindex
értékei.

a kornyezet). A 54. napra a kezelt mikrokozmoszokban megnétt a diverzitds, amely aztdn nem
nagyon valtozott a 318. napig. Viszont ha értelmezziik a rRNS-alapu vizsgélatok eredményeit, azt
latjuk, hogy minden esetben joval kisebb a diverzitasindex az rDNS alapu vizsgédlatokhoz viszo-
nyitva. Mindegyik mikrokozmosz esetében a jelenlévd mikrobdknak tehat csak egy kis csoportja
végzett aktiv anyagcserét.

A T-RFLP eredmények grafikus dbrazolédsa (4.30 és 4.31 abrék) és a mintdzatok fékomponens
elemzése (4.32. 4dbra) alapjan jol latszik, hogy a kiinduldsi mintdk kozosségszerkezete jelentGsen
eltér a kezelt mikrokozmoszok kozosségeitdl. A domindns szervezet a kiinduldsi mintdkban a 202
bp TRF-fel rendelkez6 mikroba, melyet a kés6bbi vizsgalatok segitségével azonositani is tudtunk.
Ennek helyét az 318. napi kezeletlen mikrokozmoszokban a 386 bp hosszii TRF-fel rendelkezd
mikroorganizmus vette at, melyet szintén meghatdroztunk. Az is egyértelmd, hogy az egyes ke-
zelések a két mintdndl nem azonos mikrobapopulaciét serkentettek. A J18.2/C mikrokozmo-
szokban, illetve a K7/B és K7/C mikrokozmoszokban néhany uj szervezet jelent meg, melyek
egyértelmtien jellemzdek a kozosségre. Ilyenek a 102 bp, 221 bp, 223 bp, 231 bp hosszi TRF-fel
jellemzett mikrobdk, amelyeket szintén igyekeztiink azonositani. A fé6komponens elemzés érdekes-
sége, hogy a J18.2/B mikrokozmoszokra egyértelmien jellemzd a 244 bp-ral jelolt szervezet.
Ez a szervezet ugyan a tobbi mikrokozmoszban is megtaldlhat6, de ebben a kozosségben dominédns
szerepet jatszik. A 388 bp-ral jellemzett klon elsGsorban a J18.2/C mikrokozmoszok kozossé-
gének meghatarozo tagja.

A sikeres J18.2/C mikrokozmosz 318. napi RNS-éb6l a T-RFLP mellett klonkonyvtdrat is
készitettiink, hogy meghatdrozzuk a k6zosség tagjait. A RNS-t hexamer primerekkel dtirtuk cDNS-
sé (transzkripcid), majd a cDNS-bdl PCR segitségével szaporitottuk a 16S rRNS egy szakaszat 27f
és 519r primerekkel (1asd a 3.7. és 3.9. tdbla a 3.5.5. fejezetben). A PCR termékbdl klonkonyvta-
rat készitettiink, amelynek sordn a kozosségi DNS-boI szarmazé PCR termékek a vektor-plazmid
segitségével egy-egy E. coli kompetens sejtbe keriiltek. Mintegy 150 klon keriilt feldolgozasra,
melynek soran DNS-t izoldltunk a sejtekbdl, majd a vektorra specifikus M 13 primerekkel felszapo-
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4.30. abra. A J18-2 mikrokozmoszok T-RFLP elemzésének eredménye

ritottuk azt a szakaszt, ahovd a beépiilt szakasz illeszkedett. Ezutan egy médsodik PCR segitségével,
27f és 519r primerekkel felszaporitottuk a kozosségi RNS-bdl szdrmazé DNS szakaszt. Ezeket a
PCR termékeket T-RFLP-vel csoportositottuk, és meghataroztuk a csoportreprezentativ klonokat.
Ezeknek a klénoknak a bazissorrendjét bazissorrend elemzéssel meghatdroztuk, a szekvencidkat
internetes adatbazis segitségével filogenetikailag meghataroztuk. A kapott szekvencidk az eredeti
mintdban taldlhaté és aktivan miikodd szervezetek 16S rDNS gén egy-egy szakasza. Az azonosi-
tds utdn meghatdroztuk ezeknek a szervezeteknek a TRF-jeit, amelynek segitségével azonositani
tudtuk a k6zosségi T-RFLP mintdzat fontosabb csucsait is (4.32. dbra).

A fontosabb klonok filogenetikai besorolasa és jellemzése:

A cl csoportreprezentdns klén

A Bsh/236I restrikcids enzim hasitohelye 60 bp (4.33. és 4.32. dbrdk). A szervezet a Myxococ-
cales rendbe tartozik. Kozelebbi besoroldsa nem lehetséges, mert nincs kozeli rokona a tenyész-
tésbe vont mikrobak kozott.

A mixobaktériumok Gram negativ palcika alaku vegetativ sejttel rendelkezd szervezetek. Ko-
z0s jellemzGjiik a csisz6 mozgdsuk és a termdtest képzésiik. SzE€lsdséges koriilmények kozott
ezekben a termétestekben képzddik a mixospdra, amely bar nem olyan ellendllé, mint az endo-
spora, de azért a szélsGséges kornyezeti paramétereket is tiiri. Els6dleges él6helyiik a talaj, az é16-
és élettelen fak kérge, illetve kiillonbozd éllatok tragydja, de irtak mar le mixobaktériumot ten-
gerbdl is. Hidrolitikus exoenzimjeikkel a nem oldékony makromolekuldk széles skaldjat bontjak.
Altaldban aerob organotrof szervezetek, ez aldl eddig egyediil az Anaeromyxobacter dehalogenans
kivétel, amely anaerob koriilmények kozott képes az alifas halogénezett szénhidrogének bontéasara.
Az altalunk kapott szekvencia a Sorangium és Chondromyces nemzetségekkel all legkozelebbi ro-
konsagban, melyek cellul6zbont6 szervezetek (Shimkets et al. 2006).
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4.31. abra. A K7 mikrokozmoszok T-RFLP elemzésének eredménye

A c3 csoportreprezentans klén

A Bsh7236] restrikcids enzim hasitéhelye 60 bp (4.34. és 4.32. abrdk). Szintén nincsen kozeli
rokon szervezet, amelyet tenyésztésbe vontak volna, ezért csak a nagyobb taxon szerinti besoro-
l4sa lehetséges. Legkozelebbi rokonsagot a Victivallis vadensis tipustorzzsel mutat (94%), mely a
csoport egyetlen tenyésztett torzse. Fekalidbol izolaltak, szigorian anaerob szervezet. Szénforras-
ként szamos cukrot hasznosit, de az Osszetettebb szénhidratok bontdsara nem képes. Ugyancsak
nem képes a nitratot és a szulfitot termindlis elektron akceptorként hasznositani. Filogenetikai be-
soroldsa a csoportnak ma még nem egyértelmii. A The Prokaryotes a Verrucomicrobia phylum 7.
szubdiviziéjdba sorolja (Schelsner et al. 2006). A RDP II. filogenetikai besoroldsa alapjan a Len-
tisphaerae phylumba tartoznak (Lentisphaerae; Victivallales; Victivallaceae; Victivallis), melyek
kiilon agat képeznek a Verrucomicrobia csoporttdl.

A c10 csoportreprezentdns klon

A Bshi2361 restrikciés enzim hasitéhelye 60 bp (4.35. és 4.32. dbrdk). Szintén nincsen kozeli,
tenyésztésbe vont rokon faj, s6t a TM7 csoportnak nincs egyetlen tenyésztésbe vont tagja sem.
Az els6 szervezetet, amelyrdl a csoport a nevét is kapta egy savanyu tézegldp mintabdl mutattak
ki, 16S rRNS gén klénkonyvtar vizsgélat sordn (Rheims et al. 1996). Az internetes adatbazisok-
ban elhelyezett szekvencia adatok arra utalnak, hogy ezek a szerveztek igen elterjedtek. Széles
korben mutattdk ki kémiailag és geogréfiailag kiilonb6zd kornyezetekbdl, mind szdrazfoldi (talaj,
rizoszféra, t6zegldp), vizi (talajviz, tenger, édesvizek, mélytengeri iiledékek), mind klinikai (em-
beri szdjlireg, egér iiriilék) mintdkbol. A molekulédris modszerek adta eredmények egyértelmiien
bizonyitjdk, hogy gyakran vannak jelen eleveniszapban is. Hugenholtz és munkatarsai (2001) egy
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4.32. abra. A mikrokozmoszok T-RFLP mintazatanak fGkomponens elemzése

laboratériumi szennyviztisztité modellrendszerben vizsgdltak részletesen a csoportot. Kimutattak
filamentjeiket, tipikus Gram-pozitiv sejtfalukat. A filamentaris szerkezet és a Gram pozitiv sejt-
fal alapjin ezek a szervezetek lehetnek a harmadik nagy dga a Gram pozitiv szervezeteknek (az
Aktinobaktériumokkal és a kis G+C Gram pozitiv csoportokkal) a Bacteria doménban. A TM7 fi-

lamentek nem akkumuldltak polifoszfitot vagy poli-3-hidroxibutirdtot laboratériumi koriilmények
kozott.

Masik érdekességiik, hogy a 16S rRNS gén szekvencidban szoros hasonldsagot mutatnak az
Archaea csoporttal. A Bacteria domén tagjainak a 911. poziciéban uracil (U), a 912.-ben pedig
citozin (C) van. Az Archaedknak a 911. poziciéban szintén uracil (U) van, de a 912. helyen is
uracil (U), mely kozos tulajdonsdg a TM7 csoporttal. Ez a médsodik bazis felel6s az Archaedk
aminoglikozid antibiotikum — streptomycin — elleni rezisztenicdjaért. Bar a TM7 csoport esetén a
rezisztencia nem bizonyitott, de az adatok alapjan valdszin(isitheté6 (Hugenholtz et al. 2001).
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71 DQ491072 Chondromyces apiculatus
64 AJ233943 Polyangium thaxteri
AJ233941 Chondromyces robustus
100 93 AJ233939 Chondromyces lanuginosus

AJ233939 Chondromyces lanuginosus
53 a7 t AF467672 Sorangium cellulosum
[ ] 100 L= AF387627 Sorangium cellulosum

EU134561 tenyésztésbe nem vont baktérium - flives préri

DQ811828 - tenyésztésbe nem vont baktérium - mangrove talaj

— DQ228369 - tenyésztésbe nem vont baktérium - gleccser pad
a0 &l
87 EU134414 tenyésztésbe nem vont baktérium - fiives préri
| AB179520 tenyésztésbe nem vont baktérium - tiledékes kozet
99 AJ233944 Polyangium vitellinum

AF357914 Desulfuromonas michiganensis

0.02

4.33. abra. A cl, Myxococcales rendbe tartozoé klon filogenetikai fan torténé abrazolasa

1009 c3
841 1 AF275917 tenyésztésbe nem vont baktérium - anaerob szennyviz
BIL us17ss tenyésztésbe nem vont baktérium - anaerob szennyviz
AB218348 tenyésztésbe nem vont baktérium - Dugong dugon széklet

o el AY049713 Victivallis vadensis
AY390428 Lentisphaera araneosa
68 AY218769 tenyésztésbe nem vont baktérium - pingvin guano benvonatbol
DQ456044 - tenyésztésbe nem vont baktérium - pulyka vakbél
93 DQ415822 tenyésztésbe nem vont baktérium - Frasassi szulfidos gozii barlang biofilmje
ABO015559 tenyésztésbe nem vont baktérium - mélytengeri tledék
AF356835 Leptospirillum ferrooxidans
—
0.05

4.34. abra. A c3, Lentisphaerae csaladba tartozé klon filogenetikai fan torténé abrazolasa

331 DQ404744 tenyésztésbe nem vont baktérium - TCE szennyezett teriilet

DQ404603 tenyésztésbe nem vont baktérium - TCE szennyezett tertilet

®clo

AY622231 tenyésztésbe nem vont baktérium - savas uranium szennyezett talajviz
AJ619043 tenyésztésbe nem vont baktérium - soripari palackozo tizem

AB200299 tenyésztésbe nem vont baktérium - eleveniszap

DQ378246 tenyésztésbe nem vont baktérium - olajszennyezett tertilet

AF513103 tenyésztésbe nem vont baktérium - eleveniszap hab

AJ576410 tenyésztésbe nem vont baktérium - Pachnoda ephippiata larva kozépbél
AF432141 tenyésztésbe nem vont baktérium - Homo sapiens szajiireg
AB198475 tenyésztésbe nem vont baktérium - Reticulitermes speratus bélrendszer
EF445280 tenyésztésbe nem vont baktérium - tejeld tehén bendé

sDQ815554 tenyésztésbe nem vont baktérium - hagyomanyosan nevelt kifejlett Mus musculus vakbél
9 DQ777900 tenyésztésbe nem vont baktérium - Rattus rattus széklet
AB200291 tenyésztésbe nem vont baktérium - eleveniszap

AY622231 tenyésztésbe nem vont baktérium - savas uranium szennyezett talajviz
AF 145807 tenyésztésbe nem vont baktérium - fémmel szennyezett teriilet
AF 145827 tenyésztésbe nem vont baktérium - fémmel szennyezett teriilet

42 DQ404638 tenyésztésbe nem vont baktérium - TCE szennyezett terilet
DQ374393 Thermotoga elfii

—
0.02

4.35. abra. A c10, TM7 csoportban tartozo klonok filogenetikai fan torténé abrazolasa

A c41, c198 csoportreprezentdns klénok
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19— @ c41
AM491816 L. pseudomesenteroides
M23034 L. mesenteroides subsp. cremoris

3 311CP000414 L. mesenteroides subsp. mesente

AY117686 Leuconostoc inhae
AF231131 L. gasicomaticum
ABO004661 Leuconostoc gelidum

99 AF175403 L. argentinum
AJ937759 L. lactis

AM600682 L. holzapfelii

®c198

AY165007 L. citreum

AF173986 L. kimchii

AB362604 Leuconostoc fallax
93 AF360736 Leuconostoc ficulneum
|_— AY169967 L. pspseudoficulneum
64 — AF360737 Leuconostoc fructosum
100 L AJ780981 Leuconostoc durionis

AB106345 Bacillus cereus

0.02

4.36. abra. A c41, c198, Leuconostoc nemzetségbe tartozo klonok filogenetikai fan torténo abrazolasa

A Bsh72361 restrikciés enzim hasitéhelye 231 bp (4.36. és 4.32. dbrdk). A szekvencia hason-
16s4gi adatok alapjan a c41 klén a Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293
torzzsel mutat 99%-os hasonlosiagot, mig a a c198 klon pedig Leuconostoc holzapfelii BFE 7000(T)
torzzsel (szintén 99%).

A Leuconostoc nemzetségbe tartozé szervezetek nem motilisak és spdrdkat sem képeznek.
Fakultativ anaerob baktériumok, melyek kemoorganotrdf, obligat fermentélok. Altaldnosan elter-
jedtek talajokban, élelmiszerekben. Rendszerint a savasabb pH-t kedvelik (Hemme és Foucaud-
Scheunemann 2004).

A ¢88, c107, c206 csoportreprezentdns klénok

A Bsh/236]1 restrikcids enzim hasitohelyei 221 és 223 bp (4.37. és 4.32. abrdk). A szekvencia
hasonldsagi adatok alapjdn a c88 klon a Clostridium vincentii DSM10228 t6rzzsel mutat 98 %-
os hasonlosagot, a c206 Clostridium diolis DSM5431 torzzsel (szintén 98%). A c107 klont csak
nemzetség szintjén tudtuk a Clostridiumok koz€ sorolni, lehet, hogy eddig le nem irt faj egy tagjat
képviseli.

A Clostridium nemzetség a Firmicutes, Clostridiales rendbe tartozik. Motilis, endospéra képzd,
obligét anaerob szervezeteket takar, amelyek fermentaciés anyagcserét folytatnak. Leggyakrabban
szénhidratok felhasznalasaval szerves savakat, alkoholokat termelnek. Disszimilatorikus szulfat
redukcidt nem végeznek. Mivel nincs elektrontranszportldncuk, ezért csak szubsztrit szintl fosz-
forilaciéra képesek (Davis et al. 2002, Dennis et al. 2003, Macbeth et al. 2004, Richardson et al.
2002). A Clostridium vincentii egy pszichrofil, obligat anaerob, szaharofil szervezet, melyet az
Antraktiszrdl izolaltak el8szor.

A c147 csoportreprezentdns klén
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CP000721 C. beijerinckii
X81021 C. acetobutylicum
AJ458417 C. diolis

@ 206

X68178 C. butyricum
AY228334 C. chromoreductans
AB240207 C. baratii
X73445 C. paraputrificum

@ 88

X97432 Clostridium vincentii
AB045282 C. perfingens
AF 127024 C. putrefaciens
AY208919 C. fallax

¢ cl07

AJ237755 Clostridium akagii
AF105402 C. botulinum
AJ506119 C. bowmanii
AB035087 C. novyi

59

9%

4.37. abra. A ¢88, ¢107 és ¢2

54

a0 CP000673 C. kluyveri

100 X73450 C. difficile
_|—|:AF320283 C. bifermentas

AJ295659 C. celererescens

51
4 4l| |_—|: AY033434 C. latatifermentans
100

X76746 C. neopropionicum
AB050630 Bacillus cereus

9% X77841 C. propionicum

—
0.02

06, Clostridium nemzetségbe tartozo klonok filogenetikai fan torténo
abrazolasa

AF394926 Trichococcus patagoniensis
AJ306612 Trichococcus collinsii
X87150 Trichococcus pasteurii

[ABI 86871 tenyésztésbe nem vont baktérium - poliklorozott dioxin szennyezett tertilet
AJ306611 Trichococcus flocculiformis

—— AJ535705 Trichococcus sp. Coc4 - poliklorozott dioxin szennyezett tertilet

AB234268 tenyésztésbe nem vont baktérium - poliklorozott dioxin szennyezett tertlet

[

B4

A
0.02

[ AF255736 Nostocoida limicola
4ﬂ— ®cl47
1L EF590025 tenyésztésbe nem vont baktérium - nitrobenzol szennyezett folyo tiledék

AB186878 tenyésztésbe nem vont baktérium - poliklorozott dioxin szennyezett teriilet
AYS570562 tenyésztésbe nem vont baktérium - alacsony hdmérsékletti biodegradalt kanadai olaj tartalék

AB120026 Lactococcus lactis

4.38. abra. A c147, Trichococcus nemzetségbe tartozé klon filogenetikai fan torténd abrazolasa

A Bsh/2361 restrikcids enzim hasitohelye 244bp (4.38. és 4.32. 4brdk). A c147 klon 95%-s

hasonldsagot mutat a Trichoc

occus pasteurii KoTa2 torzzsel, igy faji szintli meghatdrozdsa nem

lehetéges. A Trichococcus nemzetség tagjai nem motilisak €s spérdkat sem képeznek. Fakultativ
anaerob, kemoorganotrof szervezetek, amelyek szintén képesek fermentacids anyagcserére. Rend-
szerint sz€nhidratokat hasznositanak és szerves savakat termelnek. Nitrat redukciéra nem képesek

(Liu et al. 2002).

A c172 csoportreprezentdns klén

A Bshi236I restrikcids enzim hasitéhelye 102bp (4.39. és 4.32. dbrdk). A klon 92%-s bazis-
sorrend egyezést mutat a Pelosinus fermentans R7 torzzsel, igy itt sem sikeriilt faji szinten megha-

tarozni a klont.
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91 AJ006606 Desulfosporomusa polytropa
63 _Ij/\mﬁ% Sporomusa acidovorans

— AJ279802 Propionispora vibrioides
100L- AJ508927 Propionispora hippei
AY372050 Anaerospora hongkongensis
AJ010962 Dendrosporobacter quercicolus
®cin2
DQ295866 Pelosinus fermentans
AM258975 Sporotalea propionica
- AJ010961 Anaeroarcus burkinensis
100 AF071415 Anaeromusa acidaminophila
X72867 Phascolarctobacterium faecium
AJ010964 Acetonema longum
AB034191 Anaerovibrio lipolyticus
AY685142 Selenomonas ruminantium
AF458222 Centipeda periodontii
100 AF287802 Selenomonas infelix
AF283705 Megasphaera elsdenii

86

30

AF167711 Papillibacter cinnamivorans

0.02

4.39. abra. A c172, Acidaminococcaceae csaladba tartozé klon filogenetikai fan torténd abrazolasa

Az Acidaminococcaceae csaldd tagjai szigortian anaerob, gyakran endopsorat képzd baktériu-
mok. A Sporotalea propionica fajt 2007-ben irtdk le, a Thoracotermes macrothorax termesz be-
1ébd1 izoléltdk. Motilis Gram-pozitiv festédésti, hosszu palcdk. Termindlis endospérat képeznek.
Kiilonbozd cukrokat acetattd és propiondttd fermentdlnak. Képesek az oxigént redukdlni laktat,
gliikdz, glicerin és hidrogén elektron donor mellett (Shelobolina et al. 2007). A Pelosinus fer-
mentans fajt szintén 2007-ben irtak le, a sejtek motilisak, 6 peritrich flagellummal rendelkeznek,
sporat képeznek. A Fe(Ill)-t képesek fermentdlhatd szubsztrét jelenlétében redukdlni (Helander
et al. 2004). A Clostridium quercicolus-t 2000-ben reklasszifikéltdk, mint Dendrosporobacter qu-
ercicolus (Strompl et al. 2000). Sporomusa genusba tartozo torzset kimutattak klérozott szénhid-

rogénekkel szennyezett vizek mikrokozmosz vizsgalataibdl is (Davis et al. 2002).

100 | AB175373 tenyésztésbe nem vont baktérium
_38'_‘— AF073521 Aminobacterium mobile
AF069287 A

um

UB1735 tenyésztésbe nem vont baktérium

@ [ & 229
100 AY261810 tenyésztésbe nem vont, alacsony G+C tartalmi baktérium

AY005466 Dett fovibrio orans
8 AB243291 ésbe nem vont baktérium
% AF071414 Ther ibrio yrans
58 uso711 A thermoterrnum
AY772476 Caldicellulosiruptor acetigenus
sAF203703 A gottschalkii
30 EF092457 Carboxydocella ferrireducens
DQ288691 S s cellicola
AJ251214 Pelospora glutarica,
100 AF050586 tenyésztésbe nem vont baktérium WCHBI-82 - TCE szennyezett teriiletrol
CP000726 Clostridium botulinum

0.02

2 2

4.40. abra. A c229, Acidaminococcaceae csaladba tartozé klon filogenetikai fan torténo abrazolasa

A ¢229 csoportreprezentans klon
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A Bsh/2361 restrikcids enzim hasitéhelye 381 bp (4.40. és 4.32. dbrdk). A c229 klén szintén az
Acidaminococcaceae csalddba tartozik, de azon beliil az Aminobacterium nemzetséggel mutat ko-
zelebbi rokonsagot. Az Aminobacterium mobile ILE-3 torzzsel a szekvenciahasonlésag 91%-os,
mely egy Gram-negativ, nem sporuldld, mezofil baktérium. Anaerob szennyviz tisztité tizembdl
izolaltdk. Szerint, glicint, threonint és piruvatot, mint energia forrdst hasznosit, de fenntartdsahoz
élesztd kivonat is sziikséges. Gyenge novekedést mutatott tobbek kozott cisztein, kazaminosav,
pepton tartalmu tdptalajokon. A Methanobacterium formicicum torzs jelenléte mellett képes volt
az alanint, glutamétot, leucint, izoleucint, valint és aszparatot oxiddlni (Baena et al. 2000). Az
Acidobacterium nemzetségbe tartozo torzset irtdk le mar poliklorozott bifenilt bonté dusitd kdzos-
ségbdl is (Watts et al. 2001).

921 AF218076 Sulfurospirillum halorespirans

Y 18254 Geospirillium sp. KoFum

U85964 Geospirillum arsenophilus

AF246664 tenyésztésbe nem vont baktérium JMP-9 - TCE deklorinald kozosség
X82931 Sulfurospirillum multivorans

AB030587 tenyésztésbe nem vont baktérium - petroleum szennyezett tertletrél
®c316

AY667251 tenyésztésbe nem vont baktérium TANB6 - TCE szennyezett teriilet
AJ535704 Sulfurospirillum sp. EK7 - triklorodibenzo-p-dioxin deklorindlo kozosség
Y13671 Sulfurospirillum deleyianum

U41564 Geospirillum barnesii

AF038843 Sulfurospirillum barnesii

AB246781 Sulfurospirillum cavolei - nyersolaj tartaly

&1 L— AY189928 Sulfurospirilum sp. JPD-1 - TCE redukalé baktérium

AY740528 Sulfirospirillum carboxydovorans
—mﬂ|__|—_AF357199 Sulfurospirilum sp. 18.1
98 AF357198 Sulfurospirillum sp. Am-N

EF621894 Campylobacter canadensis

=
oo

4.41. abra. A Sulfurrospirillum nemzetségbe tartozo c316 klon filogenetikai fan torténé abrazolasa

A 316 csoportreprezentdns klén

A Bshi2361 restrikcios enzim hasitohelye 388 bp(4.41 és 4.32 dbrak). A c316 klon 97,3%-s
hasonlésagot mutat a Sulfurospirillum arsenophilum MIT-13 torzzsel és 96,5%-os ill. 96,2%-0s
hasonlésagot a Sulfurospirillum halorespirans PCE-M2 és a Sulfurospirillum multivorans torzsek-
kel. A Sulfurospirillum multivorans szervezet az e-proteobaktériumokhoz tartozik (régebbi neve
Dehalospirillim multivorans), TCE-dehalogendz enzimmel rendelkezik, H, elektrondonor felhasz-
nalasdval PCE illetve TCE bontdsara is képes (Holliger et al. 1998, Macbeth et al. 2004). Nagy
TCE-tartalmu talajvizekbdl illetve TCE-bont6 kozosségekbdl (Lowe et al. 2002, Macbeth et al.
2004) és triklorodibenzo-p-dioxin deklorindlé kozosségekbdl is (Ballerstedt et al. 2004) tobbszor
kimutattdk. A Sulfurospirillum arsenophilum MIT-13 torzs esetében nem vizsgaltdk a PCE redu-
kalo képességét (Stolz et al. 1999).

A mikrokozmoszok kozosségének DGGE elemzése

A klénkonyvtdrat a J18. 2 /C 318. napos mintavételbdl szdrmazé kozosségi RNS-bdl hoztuk
létre, ezért annak érdekében, hogy a tobbi mikrokozmosz k6zosségének domindns tagjait is meg-
hatdrozzuk a DGGE mddszert valasztottuk, hogy gyorsan szekvencia-informécidkhoz jussunk. A
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DGGE elemzés a mikrokozmoszok 318. napjan vett mintdkbol RNS és DNS alapon egyarant ké-
sziilt. A DGGE segitségével poliakrilamid gélen tudjuk elvélasztani a k6zosségi DNS-bdI az egyes
taxonokhoz tartoz6 DNS molekuldkat. Az egyes csikok a gélbdl kivaghatok, majd a sikeres kinye-
rés utdn a szekvencidk bazissorrendje meghatirozhaté. Ennek segitségével gyorsan képet kapha-
tunk, milyen szervezetek voltak jelen az egyes mikrokozmoszokban.

« J18-2 b K7 .
"B _"C"_ontroll _"B" . _"C"__ xontroll

DNS RNS DNS RNS DNS RNS DNS RNS DNS RNS DNS RNS

— —i -
4.42. abra. A J18. 2 és a K7 mikrokozmoszok 318. napi mintajanak RNS és DNS alapi vizsgalata
DGGE-vel.

A DGGE mintazat alapjan is latszik az egyes mikrokozmoszok kozotti kiilonbség, azonban mi
elsésorban a kivdgott csikok segitségével meghatdrozott szervezetekre fektettiik a hangsulyt. A pi-
ros vonallal jelolt csikokbdl (4.42. dbra) meghatdrozott szervezetek a kovetkezdk:

1. és 25. csikok

A bazissorrend megegyezett a klonkonyvtar c10-s klonjaval (4.35. dbra). A DGGE mintazat
alapjan a szervezet megtaldlhat6 J18. 2 /B mikrokozmoszokban. Mind DNS, mind RNS alapon
kimutathat6 volt, ami arra utal, hogy a biomasszdja jelentss volt €s aktiv anyagcserét is folytatott.

2.,3.,4.,5.7. és 8. csikok (4.43. abra)
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zgl—_l’seudomonas fluorescens AF094725
25 ® 52
32— Pseudomonas tolaasii AF348507
o8 ‘I Pseudomonas veronii AB056120
Pseudomonas sp. AY339888
98 L Pseudomonas anguilliseptica AB021376

Pseudomonas borealis AJ012712
o 4‘00{ Pseudomonas frederiksbergensis AJ249382
Pseudomonas mandelii AF058286

Pseudomonas putida AF094739
Pseudomonas agarici D84005
Pseudomonas stutzeri AF063219
Pseudomonas alcaligenes AF390747

Pseudomonas aeruginosa AF094713
Acinetobacter baumannii AB109775

4.43. abra. A Pseudomonas génuszba tartozo szekvencia filogenetikai fan torténé abrazolasa

A szekvencidk 100%-s hasonlésdgot mutatnak a Pseudomonas veronii CIP 104663 torzzsel.
Legkozelebbi rokonai a szekvencia alapjan készitett filogenetikai fan taldlhatdak, a részleges ba-
zissorrend alapjan nem meghatarozhat6 faj szinten. Szamos Pseudomonas torzsrol leirtdk hogy
képes a TCE-t oxidativ kometabolikus anyagcserével bontani. A DGGE elemzés sordan kimutattuk
az 0sszes K7 mikrokozmosz és a J18.2/K RNS alapi mintdibol, mely arra utal, hogy bar nem
voltak jelen nagy ardnyban ezekben a kozosségekben, de aktiv anyagcserét folytattak.

67 ~15-13
521 LEU236248 tenyésztésbe nem vont baktérium uranium szennyezett tertiletr6l
79 f— X92889 Tolumonas auensis
99 [74 1 AB286477 tenyésztésbe nem vont baktérium eleveniszapbol

AB286516 tenyésztésbe nem vont baktérium eleveniszapbol

76 AB362779 tenyésztésbe nem vont baktérium YT0325

. AB032088 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila

94 AF168367 Oceanimonas baumannii
AJ550470 Oceanisphaera litoralis
83 AB004908 Ruminobacter amylophilus
_I: AJ420985 Anaerobiospirillum thomasii
—— AB109775 Acinetobacter baumannii

—
0.02

4.44. abra. A Tolumonas taxonba tartozé rs13 szekvencia filogenetikai fan torténé abrazolasa

13., 14., és 22. csikok (4.44. 4bra)

A Tolumonas ausensis-szel 98%-s hasonldsdgot mutaté mikroba. A T. ausensis toluol termeld
szervezet, anoxikus kornyezetbdl izoldltdk. Gram-negativ, 6ndll6 mozgésra nem képes torzs, mely-
nek optimadlis novekedési hdmérséklete 22°C, az optimalis pH 7,2. Toluolt termel fenilalaninbdl,

fenilpiruvatbdl, fenilacetatbol. Fenolt képes eldéllitani tirozinbol. Mind szénforrds, mind toluol
prekurzor sziikséges a toluol termelés megkezdéséhez. Oxikus és anoxikus koriilmények kozott
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is novekszik. Ha gliik6z a szénforrds acetét, etanol €s formiat a f6 fermentécids végtermékek. A
16S rRNS gén bazissorrendje alapjdn a y-Proteobaktériumok kozé tartozik (Fischer-Romero et al.
1996). Ezt a szervezetet sikeriilt kimutatni a K7/B és K7 /K kozosségekbdl.

99 | AB195892 tenyésztésbe nem vont baktérium anaerob reaktorbol
100 | AF254396 tenyésztésbe nem vont baktérium 4-metilbenzoat bonté kozosségbol
AY340821 tenyésztésbe nem vont baktérium szulfat redukalo szennyviztisztitd kozosségbol

61 98 15-20

_|_— EU214540 tenyésztésbe nem vont baktérium diklormetan szennyezett tertiletrél
AY989908 Pontibacter actiniarum
AJ418048 Anaerophaga thermohalophila
49 AB050106 Bacteroides fragilis

AY570690 Petrimonas sulfuriphila

AB034799 Porphyromonas canis
AM286193 Flavobacterium arcticum

99

78

4.45. abra. A Bacteriodetes taxonba tartozo rs20 szekvencia filogenetikai fan torténo abrazolasa

20. csik (4.45. abra)

A Pedobacter heparinus DSM2366 torzzsel 91%-s hasonldsagot mutatd szervezet. A K7 B és
C mikrokozmoszok DNS alapi mintdjdban is benne van, de nem aktiv szervezet. A Pedobacter

heparinus pszichrofil szervezet, amely kiillonb6z6 cukrokat képes szénforrasként hasznositani, és
bontja a heparint is.

100 15-26
AY913837 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp. H2 gaz taplalt biorektorbol
AJ307946 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp. kénes hidegvizii forrasbol
AJ488070 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp. klorbenzol szennyezett teriletr6l
AB078842 Paludibacter propionicigenes
DQ676334 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp.
AY780553 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp. Dehalococcoides sp. dominans kloretén bonto kozosségbol
AB186812 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp.poliklorozott szénhidrogént bontd mikrokozmoszbdl
“il- EU037967 tenyésztésbe nem vont Paludibacter sp. gazolajjal szennyezett tertiletrél

- Y18530 Dysgonomonas gadei

AB035460 Tannerella forsythus
AB238922 Parabacteroides distasonis

AB021156 Bacteroides acidofaciens

100

4.46. abra. A Bacteriodetes taxonba tartozo rs26 szekvencia filogenetikai fan torténé abrazolasa

26. csik (4.46. abra)

A gélkép alapjdn csak a C mikrokozmoszokban van jelen, de ott sem mutat aktivitdst (nincs csik
ugyanazon a magassdgon az RNS alapi mintdban). A legkozelebbi tenyésztésbe vont rokon szer-
vezet a Paludibacter propionicigenes (96%). A P. propionicigenes szigorian anaerob, propiondt
termeld baktérium, melyet rizs iiltetvényrdl izoldltak. Gram negativ rovid pélca, nincsen csilldja,
nem képez sporit, oxidaz, kataldz negativ, nitradtot nem képes redukalni. Szamos cukrot hasznosit,
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és propiondtot és acetdtot termel f6 fermentdcids végtermékként, kevés szukcinattal. Az optimalis
novekedési hdmérséklete 30°C. A 16S rRNS gén szekvencidjan alapul6 vizsgélat a Bacteroidetes
phylumba sorolta (Ueki et al. 2006).

rs-27
Y18616 Acidovorax defluvii
AY214203 tenyésztésbe nem vont baktérium benzol szennyezett talajvizbol
AF235013 Acidovorax sp. UFZ-B530 klorobezol bonto szervezet
AF078765 Acidovorax facilis
AY699582 tenyésztésbe nem vont poliaromas szénhidrogéneket bontd szervezet
AB269773 Acidovorax delafieldii
AJ007013 Acidovorax anthurii
65ILA802142I Acidovorax avenae subsp. avenae ATCC 19307T
AF078760 Acidovorax konjaci
sitva| AB164432(1|1496| Comamonas badia
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4.47. abra. A Acidovorax taxonba tartozé szekvencia filogenetikai fan torténé abrazolasa

27. csik (4.47. abra)

99%-s hasonldsagot mutat a Acidovorax defluvii BSB411 torzs 16S rRNS génjével. Megta-
lalhaté a J18.2/K és J18.2/B DNS alapi mintdiban, illetve a K7/C RNS alapu mintdjdban.
Fries és munkatarsai izolaltak Acidovorax torzseket, amelyek képesek voltak a TCE bontdséra, ko-
metabolikusan. Egyes torzsek esetén kimutattdk a toluol monooxigendz gént is (1997). Ugyancsak
mutattak ki TCE szennyezés forrasdhoz kozel Acidovorax-ot és Methylocystis-t (Miller et al. 2007).

A Kkapott eredmények Osszegzése

A J18.2/K mikrokozmoszban a kiinduldsi mintdhoz hasonléan az Acidovorax sp. volt a
egyetlen és domindns, az ujjlenyomat moédszerekkel kimutathaté torzs. Egy év milva, a kisérlet
végén jelen voltak az Acidovorax, a Clostridium, a Pseudomonas és a Trichococcus génuszba tar-
toz6 szervezetek. Egy év alatt a mikrokozmoszokban feldusultak a mikrobak, biomassza noveke-
dés volt tapasztalhatd, ennek eredményeképpen olyan szervezeteket is ki tudtunk mutatni, amelyek
eldtte csak nyomokban voltak jelen. Ugyanakkor fontos eredmény, hogy a kozosség Osszetétele je-
lentdsen nem véltozott, a domindns szervezetek ugyanazok maradtak.

A K7/K mikrokozmoszban az elsd 54 napon tapasztaltunk jelentds szulfatredukciét és azzal
parhuzamosan a VC és a cDCE mennyiségének csokkenését. Az irodalmi adatok alapjan valészi-
niisithetd, hogy a szulfitredukdl6 szervezetek jelenléte a szulfat redukdldsa mellett kometabolikus
folyamatként a cDCE és a VC redukélasat is eredményezi (Smidt és de Vos 2004). A szulfatreduk-
ci6 sebességének novekedése lehet az anaerobitds kialakuldsanak az eredménye, mely a teriileten
nem valdsulhatott meg olyan mértékben, mint a laboratériumi koriilmények kozott. Az 54. nap
utdn a folyamatok ledllnak.

A K7/Aés J18.2/A mikrokozmoszokban a folyamatok a biotikus kontrollhoz hasonléak, a
reduktiv deklorinécié folyamatat nem gyorsitotta az adalékanyag.
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Az adalékanyagok hatdséra a biotikus kontrolltél igen eltérd kozosség alakult ki, a £6 kiillonbség
a fermentdlo szervezetek aktivitdsdban mutatkozik meg. A B anyaggal kezelt mikrokozmoszban a
318. napon a Trichococcus sp. fermentdlé anyagcserét folytatd és a Sulfurospirillum multivorans
dehalogénezé szervezet is jelen volt.

A K7/B kezelés sordn a reduktiv deklorindcié folyamatat észleltiik, a tipikus anyagcsereter-
mék, a cDCE mennyisége megnovekedett az 54. napra, majd a TCE Kkiiiriilése utdn a 155. napra e
vegyiilet koncentricidja is lecsokkent. A vizkémiai paraméterek alapjan lathato, hogy a B adalék-
anyag adagoldsa 0,3-del csokkentette a pH-t, a B adalékanyag lassan bonthat6, fermentativ anyag-
cseretermékei rovid szénldncu zsirsavak, melyek befolyasoljdk a pH-t. A B anyag fermentdcidjara
utal a TOC fogyas is, mely az elején gyorsabban, majd egyre lassulva torténik, majd a 155. napra
ki is iiril a mikrokozmoszokbdl. A TOC csokkenését enyhe késéssel koveti a szulfat csokkenése,
mely arra utal, hogy a szulfatredukdl6 szervezetek a B Osszetett vegyiileteit nem, de a fermentacio
soran keletkezett egyszeriibb zsirsavakat mar képesek hasznositani elektrondonorként és szénfor-
rasként. Fontos megjegyezni, hogy ebben az 0sszedllitisban a szulfitredukci6 és a deklorinacio
parhuzamosan zajlik. A 155. napra elfogy a rendszerbdl az adalékanyag, mely az Gsszes biologiai
folyamat leédllasdhoz vezet.

J18.2/B kezelés esetében a deklorinci6 folyamata a K7 mikrokozmoszhoz hasonléan tor-
tént, csak sokkal nagyobb mértékben. A pH valtozasa joval is jelentGsebb, mint az el6z6 esetben,
6,2-re csokken az 54. napra. A szulfatredukci6 folyamata ebben a kisérletben lassu, és csak a TCE
kitiriilése, az 54. nap utdn indul meg. A legfontosabb azonban a minimélis szervesanyag haszno-
sitds a mikrokozmoszokban. Az Osszes paramétert Osszevetve, a pH csokkenésébdl valdszinisit-
hetSen egy nagyon gyors fermentécids folyamat tortént a 24-54 nap kozott, melynek termékei a
rovid szénldncu szerves savak. Ezek moédositottdk a pH-t is. Ugyanakkor ezeknek a savaknak a
hasznositdsa nem tortént nagy mennyiségben, valdszintileg a legjelentGsebb elektrondonor a mo-
lekularis hidrogén lehetett, mind a deklorinald, mind a szulfitredukdlé mikrobék esetében, de még
a metanogén szervezetek szamara is.

A K7/C kezelésnél a TCE ugyancsak redukalédott cDCE-vé, &m a cDCE mennyisége nem
csokkent a tovdbbiakban, tehat e vegyiilet redukdldsa megallt. A C anyag hatdsdra a pH ugyan-
csak csokkent, melynek oka lehet a C eleve savas kémhatésa €s a fermentacio6 egyiittes hatdsa. A
C szerves anyag a 155. napra szintén kiiiriilt, mely a folyamatok leélldsahoz vezetett, de addig is
elsésorban a szulfatredukcié volt dominans folyamat, és nem a reduktiv deklorindcid. A szulfétre-
dukcié ennél a kezelésnél gyorsabb volt, mint a B adalék esetén, melynek els6sorban az lehet az
oka, hogy a C adalék kit(ind elektrondonor és szénforrds a szulfatredukdlé szervezetek szdmara is.

J18.2/C mikrokozmoszokndl a reduktiv deklorindci6 folyamatdnak minden fazisa tapasztal-
hat6, még etdn és etilén képzddést is detektaltunk, és szerencsére a VC nem halmozddott fel. A
szennyezdanyag kevesebb, mint 10%-a maradt vissza a 155. nap utdn. Az alacsony szulfat mennyi-
ség a szulfatredukcio hatdsdra gyorsan, a 98. napra kiiiriilt. A C szervesanyag mennyisége is csak
a 98. napig csokkent, utdna a folyamat leéllt. Feltételezziik, hogy a szervesanyagokat elsGsorban a
fermentativ és a szulfatredukalé szervezetek hasznositottdk. A szulfat kitiriilése, a pH és feltehe-
téen a redoxpotencidl eltolédasa ezeket a folyamatokat lassitotta, €s a deklorindl6 folyamat maradt
csak, mely els6sorban molekuldris hidrogént haszndl elektrondonornak.

A C anyaggal kezelt mikrokozmoszban tobb fermentacidra képes szervezet is jelen volt. A
Clostridium génusz tobb torzse is megjelent, a Leuconostoc fajok szintén kimutathatéak volt, és a
Trichococcus sp. sem tlint el a kezelés hatdsdra. Csak ebben a mikrokozmoszban volt jelen a c10
klon. Szerepér6l nem sokat tudunk, ugyanis eddig még nem vontdk tenyésztésbe, de a csoportot
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4.3. A HALOGENEZETT SZENHIDROGENEK BONTASANAK SERKENTESE
MIKROKOZMOSZ KISERLETEKBEN

mostandban kezdik mélyebben leirni. Ezen kiviil szintén megjelent a Sulfurospirillum multivorans
is.

Mindezek a bioldgiai valtozasok alatimasztjdk a kémiai eredményeket. Feltételezziik, hogy
a nagy mennyiségii szerves adalékanyagot gyorsan elkezdték bontani a jelenlévd aerob mikroor-
ganizmusok, amely kovetkeztében elfogyott az oxigén és lecsokkent a redoxpotencidl. Mivel a
rendszer zart, ezért nincs oxigén utdnpotlas. Ezt kovetéen anaerob folyamatok indultak be. Els6
1épésként az adagolt szervesanyag fermentaldsa tortént meg, mely kovetkeztében molekuléris hid-
rogén, valamint szerves savak termel6dtek. Utébbiak okozhattdk a pH csokkenését mar az 54.
napon a kezelt mikrokozmoszokban.

A Bés a C adalékanyag-kezelés hatdsara mas mikrobakozosség alakult ki, bizonyos szerveze-
tek csak egyik illetve masik tipusi mikrokozmoszban voltak jelen. A mikrokozmoszok hatékony-
saga is kiilonbozott, a C kezelt kisérletben gyorsabban bomlott le eténig illetve etdnig a szennyezés.
Ez magyarazhat6 azzal, hogy a két adalékanyagot a mikrobdk masképpen hasznositjak, illetve mas
mikrobak hasznositjdk és emiatt eltérd anyagcsere-termékek keletkezhetnek.
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4.4. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.4

Uj tudoményos eredmények

. Tizenot baktériumtorzset azonositottunk, majd meghatdroztuk, hogy milyen aromas szénhid-

rogéneket képesek egyediili szénforrasként hasznositani. Ugyancsak vizsgaltuk gazolajbont6
képességiiket a széndioxid termelés mérésével.

Kimutattuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin egyarant gyorsitja és serkenti a gdzolaj bon-
tasat az Acinetobacter calcoaceticus SMS5T4-nél és a szennyezett teriiletr6l szarmazé mik-
robak6zosségnél. Megdllapitottuk, hogy a hidroxipropil-B-ciklodextrin adagoldsa noveli a
benzol €s toluol bonthatdsagat is az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4 torzsnél.

. A C adalékanyag serkentette a legjobban a trikldretilén lebontédsat a laboratériumi mikrokoz-

mosz kisérletek sordn, igy a TCE az 54. napra kiiiriilt; az anyag tehat alkalmas lehet terepi

sz

viszonyok kozott torténd felhaszndlasra is.

Klérozott alifds szénhidrogénnel szennyezett teriiletek mikrobak6zosségének diverzitasvizs-
gdlata alapjan megallapitottuk, hogy a mikrobak6zosség Osszetétele a teriiletre jellemzd ké-
miai paraméterekkel szoros Osszefliggést mutat.

. Megallapitottuk, hogy — a katekol 1,2 dioxigendz enzim diverz jellege miatt — nem lehet alta-

lanos, minden baktérium enzimjének kimutatasara alkalmas primert tervezni, ezért célzottan
a Pseudomonas, az Acinetobacter €s a Rhodococcus nemzetség enzimjének kimutatdsara
alkalmas primereket terveztiink.

A dehalorespirdl6 szervezetek mellett a fermentélé szervezetek is fontos szerepet jatszanak
a halogénezett szénhidrogének lebontdsaban, mert az Gsszetett szerves anyagokat azok ala-
kitjék at a dehalorespirdl6 szervezetek szdmaéra felvehetd formdja vegyiiletekké.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Szamos mikrobacsoport képes xenobiotikumok bontdsdra. A kozosségek melyek megfeleld
tdmogatdsa és tdpanyaggal torténd ellatasa hozzdjarulhat a szennyezdanyagok koncentricidjanak
jeles csokkenéséhez.

A szénhidrogén-szennyezett teriiletekrdl szairmaz6 mintdk csiraszdm becslései arra engednek
kovetkeztetni, hogy bizonyos koncentracié alatt a gazolaj akér serkentbleg is hat a mikrobakdo-
z0sségek novekedésére. Adott koncentricio feletti értéknél a csiraszam csokkenését tapasztaltuk,
melynek oka lehet tobbek kozott a gdzolaj alkotdk toxikus hatdsa, vagy az oldott oxigén mennyi-
ségének csokkenése is. Hasonld eredményeket mér tobbszor leirtak a szakirodalomban is (Singh
és Ward 2004).

A kiilonboz6 izolalt és azonositott torzsek tulajdonsdgai arra utalnak, hogy a teriilet bennszii-
l6tt mikrobiétaja képes a szennyez6 anyag eltdvolitdsdra. Ezt tdmasztjdk ald azok a laboratériumi
kisérleti eredmények is, melyekkel a sz€nhidrogén-bonté torzseket tovabb jellemeztiik. Az OxiTop
respirometrikus mérérendszerrel végzett vizsgdlatok sordn a csoportreprezentans torzsek kéthar-
mada képes volt novekedni, és aktiv anyagcserét folytatott, ha szénforrasként gazolajat adagol-
tunk. Ilyen torzsek voltak a 15/1 (Alcaligenes sp.); az SM5T4 (Acinetobacter calcoaceticus); a
6/I11 (Rhodococcus erythropolis); a 3/IV (Pseudomonas stutzeri); a 36/111 (Microbacterium sp.),a
9/V (Xanthomonas sp.), és a 4/111 (Stenotrophomonas maltophilia).

A gazolajat bontani képes torzsek koziil a benzolt és a toluolt mindegyik mikroba szénforras-
ként tudta hasznositani. A xilolokat szintén minden torzs képes volt lebontani a 15/1 (Alcaligenes
sp.) kivételével. A fenolndl és a klérozott aromds vegyiileteknél mar nem volt ennyire egyontetii az
eredmény, de pl. a 6/I11 (Rhodococcus erythropolis) az 0sszes klorozott aromds vegyiiletet képes
volt bontani.

Ahhoz azonban, hogy barmely teriilet bennsziilott mikrobidtdjdnak lebontdéképességét is fel-
mérhessiik, olyan diagnosztikai médszerekre van sziikség, melyekkel a mikrobdk aktivitdsa konnyen
¢s megbizhatéan megvizsgalhat6. Az aromds vegyiileteket bontani képes mikrobacsoportok vizs-
gdlatara kidolgoztunk egy olyan mddszert, amellyel enzimaktivitids vizsgédlat sordn meghataroz-
haté az aktivélt anyagcsere utvonal, és az, hogy a vizsgdlt izoldtum hogyan bontja a szennyezd
anyagot adott referencia torzsekhez képest. A tenyésztéses modszer alternativdjaként pedig mo-
lekuléris bioldgiai technikdra (PCR) alapozva sikeriilt olyan vizsgélatokat tervezni, amellyel a
f6 nemzetségek koziil (Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacter) tenyésztés nélkiil is konnyen
megéllapithatd, hogy melyik van jelen a teriileten. A kimutatott gének bazissorrendjének megélla-
pitdsaval pedig arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a gének elsdsorban kromoszémadlisan
lehetnek koédolva. Ha a horizontalis géntranszfer jatszana dont6 szerepet a gének terjedésében, a
16S rDNS és a katabolikus gének szekvencia-adatai alapjan kapott filogenetikai fak felépitése nem
lenne ennyire hasonlé. A kimutatott gén kromoszémalis elhelyezkedése eltér azoktdl a génektdl,
melyek szdmos xenobiotikum lebontdsat katalizalé enzimért felel6sek. E gének ugyanis plazmi-
don koédoltak és horizontalis géntranszferrel terjednek (Sgrensen et al. 2005). A vizsgélt gének
kromoszomédlis elhelyezkedésének oka az lehet, hogy a baktériumok anyagcseréjében természe-
tes koriilmények kozott el6forduld aromds vegyiiletek is — pl. membranalkoté szteroidok, vagy
a humusz kiilonb6z6 bontdsi stddiumédban felszabadul6 anyagok — szénforrdsként hasznosulnak
(Lovley et al. 1996, Coates et al. 2002).

Az izolatumok jellemzése utdn részletes vizsgalatokba kezdtiink, hogy a HPCD mint feliiletak-
tiv tulajdonsdgokkal rendelkezd anyag, képes-e a szénhidrogén bontdsdnak serkentésére, és vajon
csak gyorsitja-e a folyamatot, vagy ndvelni tudja a lebontott mennyiséget is.

A 3:1 mdlardnyban alkalmazott ciklodextrin gétolta az olaj lebontédsat. A 2:1 ardnyban torténd
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alkalmazds a hatékonysdgot nem, viszont a bontds kezdeti sebességét jelentGsen megnovelte. A
legnagyobb hatékonysag-ndvekedést a ciklodextrin 1:2 és 1:0,5 ardnyu alkalmazdsakor értiik el.
A kiilonb6z6 aranyok alkalmazasanak egyidejti sikeressége feltehetGen azzal magyarazhatd, hogy
a két esetben a CD mads tipusu molekuldkkal is zarvanykomplexeket képzett. A HPCD mdashogy
képes zarvanykomplexet képezni példaul a monoaromds €s a poliaromds vegyiiletekkel (Szejtli
1988), azonban e feltételezést szdmos tovéabbi vizsgélattal kell még aldtdmasztani.

A dusité kultirdk csak egy vagy nagyon kevés mikrobatipust eredményeznek, és altaldban
a gyorsan novekvoket szelektdljak. A nagy szubsztrat koncentracié hatdsira — mely gyakori a a
dusité tenyészetekben — a nagyobb novekedési rataval rendelkezd szervezetek a lassan nové mik-
robakat elnyomjak (Dunbar et al. 1997). Erre vilagit rd az dltalunk a gézolaj bontasi vizsgalatok
sordn kapott eredmény is, mely szerint a gdzolaj-tartalmu dusit6 tdpoldatban fenntartott k6zosség-
ben egy, a gdzolaj bontdsara képes mikroba (Pseudomonas aeruginosa) erdsen elszaporodott.

A gdazolaj bontdsdnak serkentése kétféleképpen is elérhetd: (i) feliiletaktiv anyagok segitik a
gazolaj vizes fazisba jutdsat, igy a sejtek altal torténd felvételét, (ii) vagy nagyobb mennyiségi
biomassza elérésével, mely fajlagosan nagyobb lebontd kapacitassal rendelkezik.A fentieket te-
kintetbe véve a mikrokozmosz vizsgédlatokat haromféle adalékanyaggal allitottuk be: (i) A HPCD
eldzetes vizsgalataink és irodalmi adatok alapjan feliiletaktiv anyagként szerepelhet, (ii) a Tween
80 feliiletaktiv hatdsa ismert, bontdsdnak képessége szamos mikrobacsoport esetében ismert, a
fajmeghatarozds sorén is rendszeresen hasznalt fenotipikai bélyeg (Brenner et al. 2005), (iii) a ke-
ményité a HPCD-hez hasonl6an gliik6z polimer, ezért szénforrdsként hasznosulhat, de feliiletaktiv
hatdsa nincs.

A koz0sségi vizsgalatokndl tehat a HPCD hatékonysagét dsszevetettilk mds, dltaldnosan elter-
jedt feliiletaktiv anyag, a Tween 80 hatékonysagdval is. Megallapitottuk, hogy a Tween 80 els6dle-
ges szénforrasként hasznosult, mivel a gdzolaj bontasanak lassuldsat eredményezte. Feltételezhetd,
hogy a kozosség a Tween 80-t részesitette elényben szénforrasként. A keményité azonban alter-
nativ szénforrdsként sem hasznosult, mert keményitdvel beallitott mikrokozmoszokban a gizolaj
bontdsdnak ardnya nem tért el a kontrolltol.

A klérozott szénhidrogének okozta szennyez6dések bioldgiai kdrmentesitése tobbek kozott
azért jelent komoly kihivast a szakemberek szaméara, mert az ilyen tipusd szennyezéseket hatéko-
nyan bontani képes mikrobdk koziil szamos anaerob anyagcserét folytat, és tenyésztése, valamint
vizsgalata is igen nehézkes és id6igényes. Ezért elsoként egy olyan molekularis médszert dol-
goztunk ki, amellyel a szennyezett teriiletekrdl szdrmaz6 mintakbol rutinszertien lehet kimutatni a
reduktiv deklorindldsra jellemzd6 szervezeteket, mint amilyen a Dehalococcoides sp., a Dehalobac-
ter restrictus és a Desulfuromonas chloroethenica. Ennek a vizsgalati médszernek a segitségével
megéllapitottuk, hogy azokon a teriileteken, ahol bomldstermékeket mar a kiinduldsi mintdban na-
gyobb mennyiségben tudtunk detektdlni, ott tobb tipusu és tobb kutbol szirmazoé dehalorespirdld
szervezetet tudtunk kimutatni, mint az aktiv bontasra nem utalé mintak esetében.

Az altalunk is vizsgélt mikrobdkrél mara mar tudott (Smidt és de Vos 2004), hogy csak egy-
szerl szerves vegyiileteket, és/vagy molekuldris hidrogént fogadnak el elektrondonorként. Ezért
feltételeztiik, hogy a teriileten taldlhaté mikrobakdzosség mas tagjai — melyek ezeket az egyszerl
vegyiileteket anyagcseréjiik sordn eldéllitjak — is befolydsolhatjdk a bontdsi folyamatok hatékony-
sagat. Ennek vizsgalatdra kiilonb6z6 adalékanyagokkal mikrokozmosz kisérleteket allitottunk be.

A mikrokozmosz kisérletek legfontosabb eredménye, hogy bizonyitotta a helyszini beavatkoza-
sok 1étjogosultsagat. A harom valasztott adalékanyagbdl ketts, melyek Osszetettebb szervesanyag
keverékkel rendelkeztek, mindkét mintanal képesek voltak a bomldsi folyamatok meginditasara. A
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két minta kozott a legfontosabb kiilonbség a szulfatkoncentracié nagysaga volt. Ennek kovetkez-
tében a két mintdndl a bomlasi folyamatok eltértek egymastol. A nagy szulfatkoncentracié elekt-
ronakceptort nydjtott a szulfatredukdlé szervezeteknek, melyek az adagolt elektrondonor segitsé-
gével még aktivabbak lettek, elnyomva a deklorindlé baktériumokat. Ugyanakkor a szulfét hidnya
esetén a deklorindl6 szervezetek el tudtak szaporodni, mert az elektrondonorokként szolgalo szer-
ves anyagokat mds nem hasznositotta (Révész et al. 2006). A deklorindl6 szervezetek masik kom-
petitiv csoportja, a metanogének, elsdsorban molekuldris hidrogént hasznalnak elektrondonorként
(Zinder 1993), a metan képzddése azonban csak a bontdsi folyamatok meginduldsa utdn volt ta-
pasztalhatd, ezért valdszin(isithetd, hogy az adagolt szerves anyagbdl molekuldris hidrogén csak
késdbb keletkezett megfeleld mennyiségben.

A miik6d6 mikrokozmoszokndl részletes kozosségi elemzést is végeztiink. Altalanossdgban el-
mondhat6, hogy a beavatkozds hatdsara a kozosség szerkezete minden esetben jelentdsen dtalakult.
Az adalékanyagok hatdsara a fermentativ anyagcserét folytatd, az 6sszetett szénforrasokat lebontd
mikrobacsoportok keriiltek el6térbe ( pl. Leuconostoc, Trichococcus, Clostridium, Acidaminococ-
caceae). A két kiilonb6z0 helyrdl szarmazé mintakbol dsszedllitott, azonos anyaggal kezelt mik-
rokozmoszok baktériumkdzossége azonban nem azonos médon valtozott. Sot, kifejezetten kevés
olyan adatot kaptunk a kiilonbdz6 kozosségi vizsgalatokbdl, mely arra utalna, hogy ugyanazok
a fajok lennének jelen a mintdkban. A kapott eredmények a kovetkezképpen értelmezhetdk: a
deklorinécids folyamatok meginduldsdhoz, a dehalorespirdlé szervezetek aktivaldsahoz egyszerl
szerves savakra és molekuldris hidrogénre van sziikség. Ezeket az Osszetett szerves vegyiiletekbol
a fermentaciora képes szervezetek kiillonbozé anyagcesere ttvonalakon éllitjak eld. A fermentéciét
végz6 mikrobacsoportok azonban egymadssal helyettesithet6k, rendszertani besoroldsuk a folyamat
szempontjabol irrelevdns. Az eredeti, bennsziilott mikrobiéta meghatarozza ugyan, hogy mely fer-
mentdlé baktériumok képesek az adalékanyag hatdsara elszaporodni, de ez a biodegradacio folya-
matédnak sikerét nem befolydsolja. Kérdés, hogy a fermentaci6é végterméke, mely a kdrnyezetben
feldasul, hogyan befolyésolja a lebontasi folyamatokat. Feltehetoen ennek nagyobb szerepe van a
TCE sikeres lebontdsdban, hiszen a dehalorespirdl6 szervezetek a lehetséges elektrondonorok csak
szlik spektrumét képesek hasznositani, azonban ennek bizonyitdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A munka tovabbi fontos eredményként ravilagitott arra, hogy a szennyezett teriileteken sza-
mos olyan mikrobatorzs, illetve faj €l, amelynek még kozeli rokonat sem vontédk tenyésztésbe. Ez
két dologra hivja fel a figyelmet: egyrészt a mikroorganizmusoknak még mindig csak nagyon kis
hanyadat vontuk tenyésztésbe, a részletes vizsgalatok (pl. anyagcsere-folyamatok) viszont ezeken
alapulnak; mésrészt, az olyan, toxikusnak tekintett élettereknek is lehet aktiv anyagcserét folytatd
mikrobiétdja, mint pl. a trikldretilén szennyezett talaj.

A tovabblépés lehetdségei

+ Erdemes megvizsgilni, hogy a ciklodextrinek, mint feliiletaktiv anyagok serkenteni tudjik-e
a TCE bontését, hiszen a kldrozott alifds szénhidrogének vizoldékonysdga gyakran limit4lé
tényezd a remedidcids folyamatokban;

* A ciklodextrin hatékonysdganak tovabbi vizsgélata sziikséges akar oszlopkisérletek, akér
helyszini kisérletek keretében. Ugyancsak nagyon hasznos lenne a bioldgiai folyamatok pon-
tosabb analitikai nyomonkdvetése, melyre e dolgozat keretein beliil nem nyilt lehetdség;

* A reduktiv deklorindcidra irdnyuld vizsgalatok kovetkezd 1épése két irdnyban is torténhet,

— egyrészt in situ kisérletek bedllitdsa lenne igen hasznos;
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— madsrészt a kiilonbozd fermentacids végtermékek pontos hatdsdt mikrokozmosz kisérle-
tek keretében érdemes lehet a késdbbi technoldgiai kérdések megvdlaszoldsdhoz vizs-
galni.

* A reduktiv deklorindciéban részt vevd enzimek expresszidjanak részletes vizsgalata valaszt
adhat szamos olyan kérdésre, melyre a 16S rRNS alapt vizsgalatokkal nem lehet felelni.

* Az eddig tenyésztésbe nem volt baktériumok tenyésztése dj fajok leirdsat tenné lehet6vé,
illetve ennek révén részletesebben lehetne vizsgalni azon anyagcsere folyamatokat, melyek
a szennyezd anyagok lebontdsaban részt vesznek.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn ramutattunk, hogy a biostimulécié (adalékanyag adagoldsa a bioldgiai bontds
serkentése érdekében) hatdsos lehet igy szénhidrogén szennyezések, mind klérozott alifds szén-
hidrogén szennyezések esetén. Azonban a megfeleld adalékanyag kivalasztdsdhoz ismerniink kell
azokat a mikrobioldgiai folyamatokat, melyek sordn az adott teriileten a szennyez$ anyag lebomlik.
Egy gdzolajjal szennyezett talajbol 36 olyan mikrobat izoldltunk, melyek képesek tolerdlni a gaz-
olajat alkot6 vegyiiletek jelenlétét, potencidlisan részt vesznek azok lebontdsdban, egyszersmind
kizarolagos szénforrasként is képesek hasznositani azokat. Az izoldtumokat molekularis bioldgiai
modszerekkel csoportositottuk, és egy-egy reprezentdns torzset 16S rDNS génje alapjan azono-
sitottunk. A kivélasztott torzsek gidzolajbontéd képességét OxiTop respirometrikus rendszerben is
megvizsgéltuk, melynek eredménye alapjan a torzseket gazolajbonté képességiik szerint harom
nagy csoportba osztottuk. Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy az izolalt térzsek koziil melyek képesek
az aromds vegyiiletek minél szélesebb korét szénforrasként hasznositani. A vizsgalat eredménye
nagyban megegyezett az irodalomban leirtakkal; sok helyrdl izoldltak mar aromds vegyiileteket
bontani képes, Acinetobacter, Rhodococcus, Pseudomonas, vagy Alcaligenes torzseket.

A fontosabb nemzetségek kimutatdsara kidolgoztunk egy olyan vizsgdlati médszert, melynek
segitségével el tudjuk donteni, melyik anyagcsere-ttvonal aktivdlédik az aromds szennyezd mole-
kula hatasara. Ez els0 1épésben enzimaktivitdson alapulé mérést tartalmaz, majd ennek eredménye-
ire alapozva egy molekuldris genetikai modszereken alapul6 technikat is kidolgoztunk az aromas
vegyiiletek bontdsaban dontd szerepet jatszd, Rhodococcus, Acinetobacter és Pseudomonas nem-
zetségek kimutatdsara.

A szénhidrogének sok esetben azért nem bomlanak le gyorsan, mert a mikrébdk nem tudjak
felvenni 6ket a nem-vizes fazisbol. Ezért olyan vizsgalatokat végeztiink, ahol a tdpleveshez adagolt
feliiletaktiv anyaggal (HPCD) serkentettiik a gazolaj lebontdsat. Ehhez els6 1€pésként megvizsgal-
tuk, hogy az Acinetobacter calcoaceticus SM5T4 torzs milyen mértékben képes szénforrdsként
hasznositani a HPCD-t, majd kiilonb6z6 aranyok bedllitdsaval meghataroztuk az idedlis (2:1) olaj-
CD mdlaranyt is. A sikeres eredmények alapjan mikrobidlis kozosségi vizsgdlatokat is végeztiink,
ahol a HPCD hatdsat 6sszehasonlitottuk a Tween 80 feliiletaktiv anyag és a keményit6 hatdsaval. A
Tween 80 elsddleges szénforrasként hasznosult, igy az olaj lebontdsat nem segitette. A keményitd
jelenléte nem befolyésolta az olaj lebontdsat. A HPCD valéban szamottevd hatdst gyakorolt az Aci-
netobacter calcoaceticus SM5T4 torzs BTX-bont6 képességére. Ennek részletes vizsgdlata soran
megéllapitottuk, hogy a ciklodextrin-adagolas hatdsara a kontrollhoz képest minden esetben tobb
szénforrds bomlott le, ugyanakkor az egyre novekvd benzol-koncentracié a HPCD-nel kezelt mik-
rokozmoszok esetében is csokkend hatdsfokot eredményezett. Ugyanezt a tendenciat tapasztaltuk
a toluol vonatkozasaban is. A kevert szubsztratot (benzolt €s toluolt egyiitt) tartalmazé mikrokoz-
moszokban tobb benzol bomlott le mint a csak benzolt tartalmazdkban, ugyanakkor a lebomlott
toluol ardnya csokkent.

A halogénezett szénhidrogének bioldgiai bontdsanak nyomon kovetése érdekében olyan mod-
szerre volt sziikségiink, mely megbizhatdan felderiti a bontdsban résztvevd szervezeteket. Ezért
els6 1épésként a dehalorespirdlé szervezetek (Dehalobacter restrictus, Desulfuromonas chloro-
ethenica és Dehalococcoides ethenogenes) molekuldris bioldgiai médszerekkel torténd kimuta-
tasat optimalizaltuk. Ezek utdn megvizsgaltunk 6t kiillonboz6 teriiletet, melyek kémiai paraméte-
rei jelentGsen eltértek. Részletes mikrobioldgiai vizsgélatok utan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a teriiletek mikrobioldgiai Osszetételét nem elsGsorban a szennyezés hatdrozza meg, hanem a
teriilet eredeti geoldgiai-kémiai tulajdonsédgai.

A mikrokozmosz-kisérletek célja olyan adalékanyag keresése volt, mellyel a biol6giai lebon-
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tast serkenteni tudjuk. Az "A " adalékanyaggal kezelt mikrokozmoszokban a folyamatok a biotikus
kontrollhoz hasonléak, a reduktiv deklorindcié folyamatit ez nem gyorsitotta. A "B" és a "C"
adalékanyag-kezelés hatdsdra mas mikrobakozosség alakult ki, bizonyos szervezetek csak egyik
illetve masik tipusi mikrokozmoszban voltak jelen. A mikrokozmoszok hatékonységa is kiilonbo-
zOtt, a "C" anyaggal kezelt kisérletben gyorsabban bomlott le eténig illetve etanig a szennyezés.
Ez magyardzhat6 azzal, hogy a két adalékanyagot a mikrobdk masképpen, illetve egyiket vagy
masikat kiilonb6z6 fajok hasznositjdk, és emiatt mas anyagcseretermékek keletkezhetnek.

A kozosségi ujjlenyomat vizsgalatok segitségével megéallapitottuk, hogy a mikrobidlis k6zos-
ség jelentdsen megvdltozik a kezelés hatdsra, és a kozosség Uj szerkezetét az adalékanyag tipusa
is befolyasolja. A dehalorespirdl6 szervezetek koziil a mikrokozmoszokban a kiilonb6z6 1d6pon-
tokban vett mintakbdl a Dehalobacter restrictus, a Desulfuromonas chloroethenica és a Dehalo-
coccoides ethenogenes fajokat sikeriilt kimutatni, hol egyszerre, hol a fentiek némelyikét. S6t, a
J18.2/C mikrokozmoszban a Sulfurospirillum nemzetséghez tartozo, dekloriniciéra képes tor-
zset is sikeriilt kimutatni a kozosségi vizsgalatok sordn. A kémiai és bioldgiai vizsgédlatok alapjan
azonban a dehalorespirdlé szerveztek mellett jelent8s szerepiik van a fermentdl6 szervezeteknek
is, hiszen ezek azok, melyek az Osszetett elektrondonorokat egyszeriibb, a dehalorespirdldk sza-
mara felvehetd formdju molekuldkkd alakitjdk. A mikrokozmoszokban szdmos, valdszindisithetéen
fermentécids anyagcserét folytatd, eddig tenyésztésbe nem vont szervezetet mutattunk ki.
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SUMMARY

It has been emphasized in this study that biostimulation (supply of additives enhancing bio-
logical decomposition) can be an effective way of eliminating both hydrocarbon and chlorinated
aliphatic hydrocarbon contaminations. However, when choosing the applicable additive, microbio-
logical processes involved in the decomposition of contaminants on a given site have to be known.

Thirty-six microbial strains were isolated from a gasoline-contaminated soil, being tolerant to
gasoline compounds (such as benzene and toluene) and potentially taking part in their decomposi-
tion, as well as being able to use them as sole carbon source. Isolates were grouped by molecular
biological methods and a representative from each group was identified on the basis of its 16S
rDNS gene.

Gasoline degrading ability of the selected strains was investigated also in OxiTop respirometric
system, based on which result the strains were separated into three main groups.

Thereafter, isolated strains were investigated based on their capacity of utilizing the wider
range of aromatic compounds as sole carbon source. Results corresponded well to the literature
cited; inasmuch as Acinetobacter, Rhodococcus, Pseudomonas and Alcaligenes strains isolated
from many sites were able to degrade aromatic compounds.

For detection of the genera of major importance, a new method was developed that allows the
identification of the metabolic pathway activated in response to the aromatic contaminant mole-
cule; comprising (i) a measurement of enzymatic activity, and upon those result a (ii) technique
based on molecular genetic methods, detecting those Rhodococcus, Acinetobacter and Pseudo-
monas genera which play a key role in the degradation of aromatic compounds. Using this latter
technique, the range of aromatic compound degrading strains can be determined.

In many cases hydrocarbons break down slowly, because the microbes can not take them up
from the non-aqueous phase, therefore a surfactant (HPCD) was added to the broth (growth me-
dium) in order to improve gasoline degradation. As a first step of achieving this, (1) Acinetobacter
calcoaceticus SM5T4 strain was tested for capacity of utilizing HPCD as a sole carbon source, and
then (ii) through setting up different proportions, the applicable (2:1) oil-cyclodextrin molar ratio
was determined.

Based on the results, microbial community analyses were also performed, where the effects of
HPCD and Tween 80 surfactants, as well as those of starch were compared, respectively. Tween
80 was utilized as primary carbon source, thus it did not help the degradation of oil, while the
presence of starch had not any influence on the degradation.

HPCD indeed took a notable effect on the benzene- and toluene-degrading capacity of Aci-
netobacter calcoaceticus SM5T4 strain. Detailed investigation affirmed that cyclodextrin addition
caused increased degradation of carbon sources in each case compared to the control, although
increasing benzene concentration resulted decreased efficiency of decomposition even in case of
HPCD-treated microcosms. The same tendency was experienced also with toluene. In the micro-
cosms comprising mixed substrate (benzene and toluene together), there was more benzene deg-
raded than in those comprising benzene only, at the same time the proportion of degraded toluene
decreased.

Monitoring of biological degradation of halogenated hydrocarbons required a reliable method
for the exploration of micro-organisms taking part in the decomposition. Thus, in the fist step mo-
lecular biological methods detecting dehalorespiring organisms, such as Dehalobacter restrictus,
Desulfuromonas chloroethenica and Dehalococcoides ethenogenes were optimized.

Thereafter, five contaminated sites dealing with significantly different chemical parameters
were investigated. Detailed microbiological tests led to the conclusion that microbiological com-
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position of these sites is primarily characterized by their original geological and chemical nature
rather than by the contamination.

The aim of microcosm experiments was to search an additive, which can improve the biolo-
gical degradation process. In microcosms treated with the "A " additive microbial processes were
similar to the biotic control, so dechlorination was not accelerated in this case. There were howe-
ver different microbial communities grown in response to treatments "B" and "C"; where certain
micro-organisms occurred solely in the one or the other type of microcosm, respectively. Degra-
ding efficiency of the microcosms also differentiated; i.e. in case of "C" treatment, a higher rate
of contaminant was degraded to ethene and ethane within the same timeframe, respectively. It can
be interpreted that microbes utilize the two additives on different ways or the one and the other is
consumed by diverse species respectively, therefore different metabolites can be evolved.

Based on the community fingerprint analyses it was established that microbial community had
been significantly altered by the treatments and the new structure of the community was influenced
also by the type of additive. Among dehalorespiring organisms in the microcosms, Dehalobacter
restrictus, Desulfuromonas chloroethenica and Dehalococcoides ethenogenes species were detec-
ted in the samples during the study; being taken either all or some of them at the same time.
Moreover, in the microcosm J18.2/C, a strain belonging to the genus Sulfurospirillum was also
identified, which was earlier described in the literature as taking part in dechlorination processes.

However, based on the chemical and biological investigations, beside the dehalorespiring micro-
organisms, there are fermentative ones also playing an important role, since these latter transform
the complex electrondonors into simpler molecule forms, which can be taken up by dehalorespiring
microbes. In the microcosms, a number of those microorganisms were detected, which presumably
deal with fermentative metabolism and have not been cultured before.
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