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1. szamu melléklet



ROVIDITESEK JEGYZEKE

3M4N: 3-metil-4-nitrofenol

alkB: az alkan hidroxilaz enzimet (AlkB) kodold gén

CH28: Mycolicibacterium sp. CH28
filogenetikai azonositasra alkalmazhat6 inszerciok/deléciok [Conserved Signature
Indels]
alkalmazhato) ,,extra” aminosav(ak) vagy aminosav hiany(ok) [Conserved Signature
Proteins]

CYP: citokrém P450 monooxigendz

dDDH: digitalis DNS-DNS hibridizacié

DIPE: diizopropil-éter

ETBE: etil-terc-butil-éter

HS iiveg: statikus géztér analizisre szolgald laboratoriumi livegeszkdz [HeadSpace bottle]

IPTBE: izopropil-terc-butil-éter

Koc: talaj szerves szén-viz megoszlasi hanyados [Soil Organic Carbon-Water Partitioning

Coefficient]

Kow: Oktanol-viz megoszlasi hanyados [Octanol-Water Partitioning Coefficient]

LBA lemez: Luria-Bertani Agar lemez

LNAPL.: viznél konnyebb, nem-vizes fazisu folyadék [Light Non-Aqueous Phase Liquid]

MTBE: metil-terc-butil-éter

NOy: nitrogén-oxidok

nr: nem redundans [Non-Redundant]

PCR: polimeraz lancreakci6 [Polymerase Chain Reaction]

PRB: permeabilis reaktiv gat [Permeable Reactive Barrier]

RVP: Reid-géznyomas [Reid Vapor Pressure]

T4: Hydrogenophaga sp. T4

TAA: terc-amil-alkohol

TAEE: terc-amil-etil-éter

TAME: terc-amil-metil-éter

TBA: terc-butil-alkohol



USEPA: az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala [United States Environmental
Protection Agency]

VOC: illékony szerves vegylilet [Volatile Organic Compound]

WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet [World Health Organization]



1. BEVEZETES

Az els6 autdkat az 1800-as évek végén gyartottak, melyek abban az idGben
meglehetdsen koltségesnek szamitottak. Ezek a jarmiivek nemcsak a kényelmet biztositottak,
hanem a jolét statuszszimbolumaként is szolgaltak, igy a fejlett orszagokban révid idon beliil
elterjedtek, hiszen hasznalatukkal az emberek mobilisabba valtak, szabadabbnak érezhették
magukat. Az autok szamanak novekedésével az utak eleinte tisztabbnak tiintek, hiszen egyre
kevesebb 16tragya keriilt ki rajuk. Nem sokkal késébb azonban sokkal komolyabb problémak
adodtak a gépjarmuivek kipufogd gézainak és az lizemeltetésiikhoz sziikséges lizemanyagok
kitermelésének, szallitasanak, eldallitasanak, felhasznalasanak elére nem latott
kovetkezményei miatt (1). Ebbdl kifolydlag a gépjarmiivek elterjedését szamos szabalyozas
kovette (pl. katalizatorok kotelezd haszndlata, az Olom-tetraetil adagolds megsziintetése,
illetve emisszids hatarértékek, az eurdpai kibocsatasi normak bevezetése), amelyek célja az
emberi egészség €s az dkoszisztémak védelme volt (1, 2).

A Dbenzin 0sszetételével és oktanszamaval szorosan Osszefliggd kopogasos égés
kikiiszobolésére az 1920-as évektdl kezdve alkilezett Olomszadrmazékokat adagoltak az
iizemanyagokhoz. A motor milkddése szempontjabol idedlis oktdnszam beallitdsara tobb
lehetséges modszer koziil - hatékonysaganak és alacsony koltségének koszonhetden - az
6lom-tetraetil adagolast rendszeresitették (3, 4). Azonban a benzinfogyasztas egyre névekvo
felhasznalasanak kovetkeztében drasztikus mértékben megnétt az dlomkibocsatas (3). Ennek
egészségiigyl hatasa vilagméretiivé nétte ki magat; szdmos tanulmany késziilt a gépjarmiivek
altal a kornyezetbe kibocsatott 6lom emberi egészségre €s kornyezetre gyakorolt negativ
hatasair6l, példaul a kdzponti idegrendszert, a hem szintézist és a szaporitd szervrendszert
érintd elvaltozasokrol (5, 6). A fentieken kiviil az 6lom-tetraetil kivaltasaban szerepet jatszott
a haromutas katalitikus konverterek elterjedése is, mivel az 6lomszarmazékokkal kiegészitett
tizemanyagok a katalizator feliiletén Olomtartalmi bevonatot képeztek, amely révidtavon
csokkentette a katalizator hatasfokat, hosszabb tavon pedig tonkre is tette azt (7).

Az o6lom adagoldsanak besziintetése miatt az lizemanyagokban jelentds mértékben
lecsokkent az oktanszam, ami a magas oktanszamu iizemanyagra tervezett autok millidinal
problémat okozott, igy mihamarabb megoldast kellett talalni. Azonnali reakcioként az
masik, sokkal innovativabb o6tlet a magas oktanszamu komponensek egy 1j, korabban nem

hasznalt osztalyanak, az oxigenatoknak a bevezetése volt (8).



Az 1970-es évektdl az olom kivaltasat szolgald iizemanyag-oxigenatok szamos
elényliknek koszonhetdéen gyorsan elterjedtek. Bar az olom kivonasa kornyezetvédelmi
szempontbol igen kedvezdének tekinthetd, azonban a helyettesitésére hasznalt, biologiai uton
nehezen lebonthato éter tipust {izemanyag-adalékok a talajba és talajvizbe keriilve komoly
problémat jelentenek. Ezek a vegyiiletek szerkezetiikb6l adodoan ellenédlléak a kémiai, a
fizikai és a biologiai degradacioval szemben, raadasul evolucids Iéptékben mérve a
mikroorganizmusoknak is csak meglehetésen csekély id6 allt rendelkezésiikre az
adaptaciohoz.

Doktori értekezésem témaja egy diizopropil-éter (DIPE) és etil-terc-butil-éter (ETBE)
felfedése, ismertetése annak érdekében, hogy jobban atlathatova, tervezhetévé és nyomon
kovethetdvé valjon a bioremedidcioval hatékonyan kezelhetd, éter tipusti lizemanyag-

adalékokkal szennyezett talajok €s talajvizek karmentesitése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az oxigenatok

Az oxigént tartalmazd oxigenatok tokéletesen €ég6 szerves anyagok, amelyek
lizemanyagként vagy lizemanyag-adalékként hasznalhatoak, ilyenek példaul az alkoholok és
az ¢éterek. Egyes oxigenatok kopogasgatlo hatasat mar az 1930-as években felfedezték; az
etanolt mar 1935-t61 hasznaltak az tizemanyagok mindségének javitasara. Rovid idén beliil
ismertté valt az is, hogy néhany elagazé lancu dialkil-éter (pl.: a metil-terc-butil-éter (MTBE),
az etil-terc-butil-éter (ETBE) és az izopropil-terc-butil-éter (IPTBE)), tovabba egyes alkil-
fenil-éterek, mint példaul az anizol és a fenetol nagyon kedvezé oktan tulajdonsagokkal
birnak (8).

Azonban az eldnydk ellenére az oxigenatok ipari eldallitisa és hasznalata csak
fokozatosan valosult meg, majd terjedt el. Az éterek, mint kopogéasgatld anyagok az
érdeklodés igazi kozéppontjaba csak az 1970-es évek elején keriiltek. Abban az iddben a
kémiai koztitermékként keletkezd, hasznositasra vard kis szénatomszamu alkoholokat, a
metanolt és az etanolt, mar eldszeretettel hasznaltak az lizemanyagok mindségének javitasara.
Az MTBE ipari méretii eldallitasat kovetéen 1973-t61 megindult az éter tipusu oxigenatok -
mint oktanszamnovelok - adagolasa az iizemanyagokhoz. Az oxigenatok elterjedésének
szintén kedvezett az 1970-es évek eleji olajvalsag, amely alatt nemcsak kopogasgatld, de
térfogatnoveld anyagokként is elészeretettel alkalmaztak éket (8).

A napjainkban széles korben hasznalatos ilizemanyag-oxigenatok kozé sorolhatd az
MTBE, az ETBE, a terc-amil-metil-éter (TAME) és az etanol. Azonban a kozeljovoben a
manapsag még kevésbé ismert diizopropil-éter (DIPE) és terc-amil-etil-éter (TAEE)

™ .
I'™ néven

elterjedése is joggal valoszintsithet6. A korabban elészeretettel hasznalt Oxyno
forgalmazott, terc-butil-alkoholbdl (TBA-bol) és metanolbol alld keverék gyartasa jelenleg
sziinetel (8). Az 1. tablazatban a benzollal Osszehasonlitva Osszefoglaltam a fobb
oxigenatokat, tovabba bemutattam a kornyezeti szempontbol relevans fizikai-kémiai

tulajdonsagaikat.
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1. tablazat: Az oxigenatok és a benzol kornyezeti szempontbél relevans fizikai-kémiai tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa (25 °C-on) ((9-13) alapjan)

Tulajdonsag

Benzol

MTBE

TBA DIPE ETBE TAME Etanol Metanol
Molekulaképlet C5H6 C5H120 C4H100 C5H14O C6H14O C5H14O Cszo CH4O
Molris tomeg (g/mol) 78,11 88,15 74,12 102,17 102,17 102,17 46,07 32,04
Siirtiség (g/cm®) 0,88 0,74 0,79 0,73 0,74 0,77 0,79 0,79
Vizoldhatésag (mg/1) 1780 48 000 korlatlan 2039 12 000 12 000 korlatlan korlatlan
Az iizemanyag fazisbol a vizes
fazisba torténé oldhatosag <100 3393-5500 25000 745-804 1018-3300 1210-2400 57000 n.a.
(mg/1)
s 10-13 33-34 5-6 20 20 9 7-8 16
(kPa)
ABIAFEIEING 0,180-0220 0,012-0,045  0,00048-0,00059  0,195-0,410  0,108-0,110  0,052-0,081  0,00021-0,00026 0,00011
(dimenzid nélkiili)
log Ko 1,5-2,2 1,0-1,1 1,57 1,46-1,82 1,0-2,2 1,3-2,2 0,2-1,21 0,44-0,92
log Kow 2,13 1,24 0,35 1,52 1,74 1,55 0,31 0,77
Kisérleti oktAnszam 123 118 109 110 118 112 108,6 108,7
[zkiiszobérték vizben (mg/l) 500 20-40 n.a. n.a. 47 128 n.a. n.a.
Szagkiiszobérték (ppm) 0,5 0,053 21 n.a. 0,013 0,027 49 n.a.

n.a.: nem all rendelkezésre adat




2.2. Az éter tipusu iizemanyag-adalékok

Az éter tipust lizemanyag-adalékok tobb mint 30 éve kiemelkedd szerepet toltenek be
a globalis lizemanyag felhasznalasban. Az ,.éter tipusi” elnevezés arra utal, hogy ezek a
vegyliletek éterkotés formajaban oxigént tartalmaznak, melynek koszonhetéen fokozzak az
lizemanyagok égésének hatékonysagat, tovabba csokkentik a levegdbe keriild karos anyagok
kibocsatasat (pl.: CO, NOy, illékony szerves vegyiiletek), mindemellett pedig
oktanszamnoveld tulajdonsaggal is rendelkeznek. Megannyi pozitiv tulajdonsagukbol
kifolyolag ezen anyagokat gyakran adagoljak nagy koncentracioban (jellemzéen maximum
15% (v/v)) az tizemanyagokhoz (14).

A leggyakrabban hasznalt éter tipusu lizemanyag-adalékok konstitlicids képletét az 1.
abran tintettem fel. A TBA nemcsak iizemanyag-adalék, de az MTBE és az ETBE
lebomlasanak koztiterméke is, igy biologiai karmentesités soran a biodegradacio egyik

indikatoranak tekinthet6 (15).

CH; CH; CH;
H;C—C—O0—CH, H;C —C—O0—C,H; HyC,—C—O0—CH;  H;C—CH—O—CH-CHj
|
CH; CH;, CH; CH; CH,
metil-rerc-butil-éter etil-rerc-butil-éter terc-amil-metil-éter duzopropil-éter
(MTBE) (ETBE) (TAME) (DIPE)
CH, CH; CH; OH
| |
H;C—C—OH H_;C—C|‘—OH HsC,—C—OH /CH
’ ' N A
CH; CH; CH; Hy CH;
terc-butil-alkohol terc-butil-alkohol terc-aml-alkohol 2-propanol
(TBA) (TBA) (TAA) (IPA)
0] O O O
| I I I
/ ¢ AN 7 ¢ N / C\ / C\
H H H;C H H H H,;C CH;

formaldehid

acetaldehid

formaldehid

aceton

1. abra: Eter tipusi iizemanyag-adalékok és lebontasi koztitermékeik ((15) alapjan). A képleteket a
ChemDraw® Ultra szoftverrel készitettem. A szaggatott nyilak feltételezett lebontasi 1épést jelolnek



Az oxigenatok tizemanyag-adalékként torténd felhasznalasaban kezdetben az MTBE
dominalt, magas oktanszamnoveld tulajdonsaganak, az iizemanyaggal valo tokéletes
keveredésének, tovabba alacsony fazisszeparaciora és peroxidaciora vald hajlamanak
koszonhetéen. Az 1980-as években az MTBE vilagviszonylatban az egyik legnagyobb
mennyiségben gyartott vegyszer volt (8).

2.3. Az éterek kornyezeti hatasai

Az iizemanyagok vizoldékonysaga kicsi, siiriiségiik 1ényegesen alacsonyabb, mint a
vizé, igy a talajba bekeriilve és elérve a talajvizréteget, megfeleléen nagy koncentracio esetén,
onallé fazist hoznak 1étre, melyet az angol betlisz6 alapjan LNAPL-nek (light non-aqueous
phase liquid) neveziink. Ez a tulajdonsag alapvetden meghatarozza a talajban és a talajvizben
torténd mozgasukat. A talajba keriilés sordn az iizemanyag perzisztens modon sokaig
megmarad: a viz felszinén a talajvizzel egyiitt mozogva, lassan, de folyamatosan oldodik be a
viztomegbe (16, 17). A 2. abra szemlélteti az LNAPL anyagok viselkedését, elhelyezkedését

¢s terjedését a talajban ¢€s a talajvizben.

Reészben telitett
z6na Magas LNAPL
telitettségi zona

m - ,_4Csapda'16dottLNAPl' Részlegesen

telitettzona
Kevert (_1 Maradvany LNAPL I ol
kapillaris /
zénaszegély A

Gaz halmazillapotu
csova Talajviz zéna: oldott

LNAPL szennyezoket
tartalmaz

Talajviz
aramlas

Alacsony LNAPL
telitettségii zona

2. abra: LNAPL tipusu anyagok transzportja a talajban és a talajvizben (18)
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Amint az {lizemanyag egyes komponensei feloldédnak az LNAPL-lel mozgo
talajvizben, az Osszetevok megoszlanak a viz- és a talajfazis kozott. Az éterekben talalhatd
éterkotések eldsegitik a vizoldhatosagot. Ennek koszonhetden ezek a vegyiiletek jellemzben a
vizfazisban talalhatoak, azonban kis mértékben kotédnek a talajvizben talalhato egyéb szerves
anyagokhoz is. Tehat a viztomeggel mozgd szerves anyagok egy része a stacionarius, allo
szerves anyag fazisaba kertil, ezaltal csokken a szerves csova szennyezettségi koncentracioja.
A higulas mértéke a szerves vegyiiletek mennyiségétdl, illetve a szennyez6 anyag fazishoz
torténd kotédési hajlamatol figg (17).

A telitetlen zénaban az oxigendtok elsdsorban lefel¢ irdnyuld mozgast végeznek, de
bizonyos geoldgiai tulajdonsagok (pl. torések vagy alacsony ateresztOképességii rétegek)
kovetkeztében mozgasuk oldaliranyu is lehet. Ebben a zénaban az oxigenatok négyféle
fazisban lehetnek jelen: gaz (g6z), vizben oldott formdban, talajhoz vagy iiledékhez kototten
¢és LNAPL fazisban (7).

A telitett zonaban az oxigenatok mozgasa jellemzdéen oldalirdnyd. A porusviz
elmozdulas tapasztalhato. A telitett zonaban az oxigenatok haromféle fazisban fordulhatnak
eld: vizben oldva, a talaj vagy tiledék feliiletéhez szorpcioval kotédve és az LNAPL fazisban
().

A talajvizbe bekeriil6, tizemanyag eredeti LNAPL-tipusi szennyezés esetében a
magasabb vizoldhatosagi fokkal rendelkez6 frakciok nagyobb affinitast mutatnak a kornyezo
vizben torténd oldddasra, mint az alacsonyabb vizoldhatosagi Osszetevok. Az éter tipusu
oxigenatok oldhatosaga (1. tablazat, 2.1 fejezet) széles tartomanyban mozog: 2 000 mg/1-t6l
(DIPE) 48 000 mg/l-ig (MTBE). Az éterek molekularis strukturajuknak kdszonhet6en sokkal
jobban olddédnak a vizben, mint az izemanyagok meghatdroz6 komponensei. Példaul a benzol
(1 780 mgl/l) vizoldhatosaga kozel 27-szer alacsonyabb, mint az MTBE-¢é (48 000 mg/l) (17).
Az MTBE kival6 vizoldhatosaga miatt tekintélyes kiterjedésti csovakat tud képezni, melyek
jelentésen nagyobbak, mint benzol-szennyezés esetében (12).

Az lizemanyag-adalékként hasznalt alkoholok (metanol, etanol és TBA), a hidroxil-
csoportok vizzel kialakitott hidrogén kotéseinek koszonhetden, szobahdmérsékleten
korlatlanul elegyednek vizzel (17). Az egyes oxigenat éterek vizoldhatosaga a benzollal
Osszehasonlitva az alabbiak szerint alakul:

TBA > MTBE > ETBE = TAME > DIPE > TAEE > benzol (7, 9, 10).
A szerves szennyezOk egyes kornyezeti elemekben torténd viselkedésének

elorejelzésére és jellemzésére alkalmazott viszonyszam az n-oktanol ¢és a viz kozotti
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megoszlasi hanyados (Kyy). Egy magas Ko értékkel rendelkez6 szennyezé anyag nagyobb
affinitdst mutat a kornyezetben taldlhatd szerves fazisok iranyaba (19). Altalanossdgban
elmondhat6, hogy az alkoholok kisebb, mig az éterek (kiilonosen az ETBE és a TAME)
magasabb Ko, értékkel birnak (1. tablazat, 2.1 fejezet).

2.4. Az éterek kornyezeti vonatkozasai

Az oxigenatok csokkentik a gépjarmiivek karosanyag kibocsatasat, mivel
oxigéntartalmuknak készonhetden novelik az égés hatékonysagat. Az éter tipusu iizemanyag-
adalékok tovabbi eldnye, hogy kompatibilisek a régebbi karosanyag kibocsatas csokkentd
rendszerrel felszerelt gépjarmiivekkel is (20). Husz évnél idésebb (ezredforduld elébtti)
modellek esetében nem javasoljak az 5% feletti etanol tartalmi lizemanyagok hasznalatat.
Mindazondltal a torvényi szabalyozasban eldirt, megljuld energiaforrdsnak mindsiild,
bioldgiai eredetli 0sszetevok legkisebb 0sszevont mértékének ezekben az autokban felhasznalt
benzinekben is el kell érnie a 8,2%-ot, amelyet Magyarorszag esetében az ETBE
bekeverésével érnek el (21). A 3. abra Osszehasonlitja a kiilonbozé oxigenat tartalmu

tizemanyagok kornyezetre gyakorolt hatasat az oxigenatot nem tartalmazo tizemanyagokkal.
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3. abra: Az E6, E10, MTBE12 és az ETBE22 iizemanyagok kornyezeti hatasai az oxigenatot nem
tartalmazo iizemanyagokhoz képest. Az E6 jelii iizemanyag 6%, az E10 pedig 10% etanolt tartalmaz. Az
MTBE12-es iizemanyagnak 12% az MTBE-, mig az ETBE22-esnek 22% az ETBE-tartalma(22)
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A diagramon feltiintetett 6sszes lizemanyag-oxigenat adalékolasa 10-16%-kal csokkenti
a keletkezé szén-monoxid (CO) mennyiségét, azonban 3-8%-kal fokozza a keletkez6
nitrogén-oxidokét (NOy). Az MTBE és az ETBE a PM;5 (a 2,5 um alatti frakcidhoz tartozo
szallo por), tovabba az illékony szerves szennyezOk emisszidjara elhanyagolhaté hatast
gyakorolnak, viszont az E6 és E10 hasznalata jelentds mértékben noveli az egészségre karos
PM,5 és a VOC kibocsatast. Az oxigéntartalmi oktanszamnovelé anyagok koziil az éter
tipusu iizemanyag-adalékok hasznalata soran keletkezik a legkevesebb 6zon (22).
fazisban is marad. Az lizemanyagokban megtalalhatd szénhidrogének jelent6s része, mint
példaul a benzol, a vizbdl gyakran elparolog a levegdbe. Egy anyag folyadékbol vald
elillanasanak mértéke a Henry-allandoval jellemezhetd. Ez az allandd azt az aranyt fejezi ki,
hogy egy adott hdmérsékleten és nyomason, egyensulyi allapotban az adott koncentracioban
1év6 anyag milyen megoszlasban van jelen a folyadékban (vizben), illetve a géztérben. Minél
nagyobb az értéke, annal illékonyabb az adott vegytilet. 25 °C-on ez az érték MTBE esetében
0,024, benzol esetében pedig 0,220 (1. tablazat, 2.1 fejezet). Egy vegyiilet rendkiviil
illékonynak tekinthetd, amennyiben Henry-allandoja 0,050-6s érték feletti, tehat a
folyadékban mar oldott allapotban jelen 1évé MTBE nem tartozik a kifejezetten illékony
vegyiiletek k6z¢é (23). Az ETBE Henry-allandoja (0,110) egy nagysagrenddel magasabb, mint
az MTBE-¢, azonban csak fele akkora, mint a benzolé. Az oxigenatok koziil a legmagasabb
Henry-allandéval a DIPE bir (0,195-0,410), a legalacsonyabb pedig az alkoholokra (metanol,
etanol, TBA) jellemzd: értékiik megkozelitden harom nagysagrenddel kisebb, mint az étereké.

Az MTBE mas iizemanyag komponensekhez képest nagyfoku oldhatosaga (48 000
mg/1) komoly problémakat vethet fel, amikor a talajvizbe keriil, hiszen ott rendkiviil gyorsan
szallitddhat a talajvizzel, konnyen bekeriilhet a felszini vizekbe vagy akar az ivovizbazisokba
(9). Kornyezeti szempontbol az ETBE oldhatosaga (12 000 mg/l) miatt kedvezGbbnek
tekinthetd, mivel szennyezés esetén jellemzden a BTEX-ek fazisaban marad, nem pedig a
konnyen és gyorsan mozgo, vizes fazisban, mint az MTBE (24-26). Az ETBE alacsonyabb
vizoldhatésaganak kdszonhetéen, a kontaminaciot kovetden kisebb ETBE csova alakul ki a
talajvizben, mint MTBE esetében (27-29).

Az lizemanyag-oxigenatok tulajdonsdgai koziil szdmottevd szerepe van a Reid-
géznyomdsnak (RVP), amely az iizemanyagok illékonysagédnak meghatarozasara szolgalo
index (30). Az RVP értéke kornyezetvédelmi (levegétisztasagi) és gazdasagi szempontbol is
jelentds; minél magasabb az adott folyadék RVP-je, annal inkdbb hajlamos a parolgasra. Az

egyes orszagok kiilonbozo hatarértékek segitségével szabalyozzak, illetve korlatozzak, hogy
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maximalisan milyen magas lehet az tizemanyag RVP-je. A tiszta ETBE-nek 27,6 és 31,7 kPa
kozotti az RVP-je, mig a tiszta MTBE-nek 55,2 kPa (11, 30, 31). A benzinhez ETBE-t
keverve az RVP csokkenést mutat, mig MTBE adagolasnal stagndlds vagy az RVP
kismértékli novekedése tapasztalhatd. Alacsony RVP-ji lizemanyaghoz tobb butan adhato,
ezaltal még jobb mindségii keverék allithato el6 (11).

Az oktanszamokat tekintve az MTBE és az ETBE kisérleti oktanszama (118)
megegyezik, mig a DIPE-¢é (110) valamivel alacsonyabb (1. tablazat, 2.1 fejezet).

Az MTBE hosszantartd, szinte kizarolagos hasznalatat kovetden az utobbi
évtizedekben el6térbe kertiilt a tobbi éter oxigenat, igy a DIPE hasznalata is (32). Az MTBE-
vel Osszehasonlitva, ezek az éterek szamos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek miatt
elénydsebb az lizemanyaghoz torténd adagolasuk, mint az MTBE-¢é (pl. alacsonyabb vizben
val6 oldhatdsag, magasabb forraspont) (33). Az MTBE-t helyettesit6 éter oxigenatok (pl. az
ETBE és a TAME) jellemzéen komoly szerepet és figyelmet kaptak, azonban a DIPE
hasznalata, mint éter oxigenat jelentés mértékben mégsem terjedt el (34). A DIPE-t
Osszehasonlitva egyéb éterekkel azt tapasztaljuk, hogy a hasonlé tulajdonsagok mellett a
DIPE-nek mind az oktanszama, mind pedig a Reid-géznyomasa kicsit alacsonyabb. A DIPE
hajtoereje, valamint égési jellemz6i megegyeznek a tobbi éter komponensével. A DIPE
elénye, hogy propilénbdl és vizbdl egyszeriien eldallithato (34).

Osszehasonlitva az éterek biodegradalhatosagat az lathat6, hogy mind az MTBE, mind
pedig az ETBE bomlasi koztiterméke a nehezen degradalhato TBA, amely raadasul
korlatlanul elegyedik vizzel. Az MTBE biologiai bomlasa soran a TBA mellett formaldehid is
keletkezik, mely mar kis koncentracidoban is igen karos az élovilag szamara, emellett jelentOs
szaghatassal is bir. Az éter tipusu lizemanyag-adalékok koziil a DIPE oldhatosaga (2 000
mg/l) a legalacsonyabb. Szakirodalmi adatok alapjan a DIPE biologiai lebontasa soran
feltételezhetéen 2-propanol €s aceton keletkezik, melyek biodegradacioja megszokottabb az
¢lovilag szamara (35-37), mint a TBA-¢é, hiszen az elébbi vegyiiletek altalanos biologiai
lebontd folyamatok soran is keletkeznek. fgy a fentiek tekintetében valdsziniisithetd, hogy a
kozeljovében a DIPE a jelenlegi helyzeténél joval meghatarozobb szerepet fog betdlteni a

vilagpiacon.
2.5. Az éterek human egészségiigyi vonatkozasai

Az éter tipust lizemanyag-adalékok emberi egészségre gyakorolt hatdsair6l nem

rendelkeziink teljes korti, atfogd ismeretekkel. Bar az MTBE-t igen széleskoriien vizsgaltak,
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azonban az egyes kutatasi eredmények nagyon eltéréek. Mivel az MTBE-t hasznaljak a
legelterjedtebben, igy annak egészségiigyi hatasairol késziilt a legtobb tanulmany is (38). Az
Egészségiligyi Vilagszervezet (World Health Organisation (WHO)) allasfoglalasa és tobb
tudomanyos tanulmany szerint az iizemanyag éterek nem tartoznak a potencialisan rakkelt6
anyagok kozé és nem karositjak az endokrin rendszert sem (22). A WHO-nak ellentmondé
véleményt formalt az National Toxicology Program (NTP), mely szerint az MTBE
karcinogén hatasara mar rendelkeziink bizonyitékokkal (39). Az American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) vizsgalatai pedig azt mutattak ki, hogy az
MTBE az éllatok szamara karcinogén, az emberekre gyakorolt hatdsat pedig egyeldre
ismeretlenként irtak le (38). Az MTBE egészségre gyakorolt esetleges negativ hatasai is
elésegitették, hogy el6térbe keriilt az ETBE {izemanyagokba torténé adagolasa, mivel az
ETBE mutagenicitisanak vizsgalata negativ eredményeket hozott (40). Az Egyesiilt Allamok
Kornyezetvédelmi Hivatala (United States Environmental Protection Agency (USEPA)) altal
meghatarozott egészségiligyi hatarértétk MTBE-re 70 pg/l, azonban mar 20-40 pg/l kozotti

Az emberi szervezetben az MTBE metabolizacioja sordn elsddleges metabolitokként
megjelenhet a TBA és a formaldehid is, amelyek a gerinces allatokra nézve bizonyitottan
karcinogén hatasuak (41). Mindazonaltal a TBA, mint lebontasi koztitermék, nemcsak az
MTBE, de az ETBE biotranszformacioja soran is kimutathatd (42). Az emberi szervezetben
az MTBE ¢és a TAME oxidativ demetilacigjaért, tovabba az ETBE deetilaciojaért a citokrom
P450 (CYP) szupercsaladba tartozd enzimek feleldsek. A metabolizmusban a 6 szerepet a
CYP2A6 enzim jatssza, a folyamathoz kisebb mértékben a CYP3A4 is hozzajarul (43, 44).
Emberekben eddig bar nem sikeriilt azonositani a DIPE-lebontas 1épéseit, azonban az &sszes
rendelkezésre all6 vizsgalati eredmény azt mutatja, hogy az alkil-éterek oxidativ O-
dealkilezése soran egy alkohol és egy karbonilvegyiilet képzddik, amely tovabb oxidalhato.
Emiatt az oxidativ O-dealkilezést kovetéen a DIPE esetében varhatdéan 2-propanolnak és
acetonnak kell keletkeznie, amelyek reaktiv toxikus metabolitok keletkezése nélkiil tovabb
bomlanak (45).
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2.6. Diizopropil-éter (DIPE)

A diizopropil-éter (4. abra), mas néven
izopropoxi-izopropan vagy izopropil éter, H3C\H -~ O\H - CH3
(CH3),CH-O-CH(CH3),, tiszta, szintelen, C C
gyulékony, jellegzetes éter szagu folyadék. |
Vizoldhatosaga alacsonynak tekinthetd, szerves C H 3 C H3
oldoszerekben jol oldodik (46). 4. 4bra: A DIPE Konstitiiciés képlete

A DIPE ipari eléallitasa két kiilonboz6
modszer segitségével valosul meg. Legnagyobb mennyiségben a DIPE melléktermékként
képzddik a 2-propanol szintetizalasa soran. Ez a nyers DIPE, mely bar 2-propanolt és egyéb
melléktermékeket is tartalmaz, iizemanyag-adalékként torténd felhasznalds esetén nem
igényel tovabbi tisztitasi 1épéseket, kivaloan hasznosithatd, kitlind kopogasgatld
tulajdonsagokkal ruhdzza fel az {izemanyagot (36). Nem iizemanyag-adalékként torténd
A masik szintén hatékony, de jelentdsen koltségesebb eldallitasi modszer soran a DIPE-t
kozvetlen uton, egylépcsos eljarassal allitjak elé propilénbdl (46).

Bar a DIPE-t hasznaljak tizemanyag-oxigenatként is, azonban ipari felhasznalasa sokkal
jelentésebb (50). Foként specialis oldoszerként alkalmazzak, segitségével polaris szerves
vegyiiletek (pl. etanol, ecetsav ¢és fenolok) vonhatoak ki a vizes fazisbol (47). A
,Phenosolvan” technologia soran DIPE segitségével tavolitjak el a szennyvizbdl a fenolokat
(51). A DIPE magasabb forrasponttal, alacsonyabb géznyomassal és vizoldhatosaggal bir,
mint a dietil-éter, mely tulajdonsagoknak koszonhet6en ipari jelentdsége meghatarozo, mind
oldoszerként, mind pedig extrahaloszerként torténd felhasznalasa soran (46). A dietil-éterhez
hasonloan, etanollal keverve a DIPE is oldja a nitrocellulézt, igy a DIPE a robbandszer
gyartdsban is szerepet jatszik. Gyogyszergyartas soran, ipari felhasznalasdhoz hasonldan,
extrahéloszerként, tovabba szamos vegyiilet tisztitdsara is hasznaljak, foként szteroidok és
vitaminok eldallitasakor (52, 53, 46). Apolarossaganak ¢és nagyfoku illékonysaganak

koszonhetden a DIPE kitling folteltavolitd szer, hiszen nem hagy maga utan nyomot (46).
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2.7. Etil-terc-butil-éter (ETBE)

Az etil-terc-butil-éter (5. abra), mas néven CH3
2-etoxi-2-metilpropan, (CH3)sC-O-CH,CHj tiszta, l
szintelen, gyulékony, jellegzetes éter szagu, a H3C C O C2H 5
legtobb  lizemanyag komponenssel Szemben |
vizben jol 0ldodo folyadék (54-56). CH3

Az MTBE felhasznalds korlatozasaval, a 5. abra: Az ETBE konstitticiés képlete
DIPE-vel ellentétben, az ETBE-nek, mint
lizemanyag-adaléknak szignifikans szerep jutott. Ipari 1éptékben (bio)etanol és fosszilis alapu
koltsége az MTBE-nél jelentésen magasabb; mig az utdbbihoz sziikséges metanol f6ldgazbol
olcson megszintetizalhatd, addig az ETBE egyik alapanyagaként szolgaldé etanol
fermentacioval és desztillacidval nyerhetd ki. A biotechnoldgiai eljarasok alkalmazéasanak
koszonhetden azonban az ETBE bio-lizemanyag komponensnek mindésiil (57-59).

Az ETBE nyilt rendszerekben relative magas gdéznyomdsanak és illékonysaganak
koszonhetden gyorsan parolog. Bar a szakirodalomban erre vonatkozéan nem talalhatoak
konkrét kisérleti adatok, azonban a fentiek ismeretében joggal feltételezhetd, hogy az ETBE
gyorsan elillan a felszini vizekbdl, illetve a talaj felso rétegébdl (59).

Az éter tipusu lizemanyag-oxigenatok eurdpai piaci részesedését tekintve az ETBE
aranya 8 év alatt 15%-rd6l 60%-ra emelkedett a 2010-es év végére (7). 2020-ban a globalis
ETBE el6allitas éves szinten meghaladta a harommillié tonnat, melynek piaci értéke tobb
mint 2 billié6 eurdra teheté (60, 61). Becslések szerint évente 4%-os emelkedésre lehet
szamitani, tovabba a nyugat-europai (60%) és az amerikai (25%) felhasznalas mellett a

kozeljovében varhato, hogy Japanban is 1ényegesen novekedni fog az ETBE fogyasztas (62).
2.8. Az éter tipusu iizemanyag-adalékok mikrobialis bontasa

2.8.1. A DIPE mikrobialis bontasa

Az MTBE ¢és a hasonl6 kémiai szerkezettel rendelkezd vegyliletek, mint a DIPE és az
ETBE, a mikrobialis transzformaciokkal szemben rezisztensnek tekinthetéek (63-65). Ezek a
vegyliletek perzisztens mivoltukat elsésorban a benniik talalhat6 stabil éterkotésnek, illetve az
MTBE és ETBE esetében annak a tercier szénatomnak koszonhetik, amely az enzimatikus

tamadasokkal szemben rendkiviil ellenallo (66, 67).

20



Az elmult évtizedek adatait figyelembe véve lathato, hogy a DIPE felhasznélasa az
MTBE-hez, vagy az ETBE-hez viszonyitva jelentdsen kisebb mértékii, melybdl logikusan
kovetkezik, hogy szamottevéen Kisebb a DIPE-vel szennyezett teriiletek, talajvizek szama és
kiterjedése is. Emiatt egyrészt kevesebb annak az esélye, hogy a szennyezéssel mar
talalkozott olyan mikroorganizmus, mely képes lehet a DIPE lebontasara, masrészt pedig
alacsonyabb 1éptékii hasznalatinak kovetkeztében a DIPE kevésbé keriilt a kutatok
figyelmének kozéppontjaba. A fentiekbdl és a bioldgiai degradacios folyamatoknak ellenallo
szerkezetébdl kifolyolag napjainkig mindosszesen harom (aerob) DIPE-bonté mikrobat tudtak
izolalni: a Rhodococcus ruber IFP 2001-et (68), a Pseudonocardia sp. ENV478-at (69) és az
Aquincola tertiaricarbonis L108-at (70). A leirt baktériumok kozil az elsé kettd az
Aktinobaktériumok, mig az A. tertiaricarbonis L108, a Proteobaktériumok torzsébe tartozik.

A DIPE degradacios Utvonalarol és a lebontasban szerepet jatszo génekrdl kevés
informacio all rendelkezésre. Az L108 izolatummal végrehajtott aerob DIPE biodegradaciora
iranyuld kutatasok soran a kutatoknak sikeriilt acetont azonositaniuk (70). A vizsgalat soran
keletkez6 aceton tovabb mar nem bomlott. Egy masik kisérlet soran fény dertilt arra, hogy az
L108 torzs képes a 2-propanol bontasra is, a bomlas kdzben szintén aceton felhalmozodast
tapasztaltak (71). A fenti eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a DIPE oxidacidja
feltételezhetéen a DIPE — 2-propanol + aceton utvonalon valdsul meg. A DIPE és egyéb
dialkil-éterek mikrobialis, oxidativ lebontasaban bizonyitottan egy citokrom P450
monooxigenaz, az EthB enzim tolt be kulcsfontossagh szerepet (68, 70, 72). Anaerob DIPE

mineralizaciét mindezidaig még nem sikeriilt megfigyelni (15).

2.8.2. Az ETBE mikrobialis bontisa

Az iizemanyag-oxigenat éterek eurdpai piacat tekintve az ETBE éves megoszlasa
2002-ben 15%, 2010-ben pedig mar 60% volt. Az ETBE széleskori hasznalatanak
kovetkeztében rohamosan megnétt a talajokbol és felszini vizekbdl kimutathato ETBE
mennyisége, amely arra 0Osztondzte a kutatdkat, hogy a témaban atfogé kutatdsokat
végezzenek. Ennek koszonhetéen az ETBE mikrobidlis lebontdsarol lényegesen tobb
ismerettel és tapasztalattal rendelkeziink, mint a sziikebb korben alkalmazott DIPE esetében.

Az MTBE ¢s az ETBE strukturalis kiilonbségeit figyelembe véve az éter kdtésben 1€vo
metil-, vagy etilcsoport gyakorolhatja a legszamottevébb hatast a bioldgiai lebonthatosagra
(73, 74). Tovabba az ETBE etoxi-szénje hajlamosabb a biodegradaciora, mint az MTBE
metoxi-szénje, mivel az ETBE esetében az emlitett szénatom az éterkotést6l tavolabb

helyezkedik el, ezért a kezdeti enzimtamadas sztérikusan kevésbé akadalyozott (75).
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2.8.2.1 Az ETBE aerob bontasa

A 2. tablazatban Gsszefoglaltam az ETBE aerob lebontasara képes mindeddig leirt
torzseket, tovabba az egyes izoldtumokban azonositott, a biodegradacidoban szerepet jatszo
géneket és enzimeket. Elséként az ETBE-bontd6 Rhodococcus ruber IFP 2001 torzsben
izolaltak az ethRABCD gén klasztert. Az operon tagjai kodoljak az AraC-XylS-tipusu EthR
pozitiv transzkripcids regulatort (ethR gén), a ferredoxin reduktazt (ethA gén), a citokréom
P450 monooxigenazt (ethB gén), a ferredoxint (ethC gén) és egy fehérjét, melynek funkcioja
egyelére ismeretlen (ethD gén), azonban jelenléte esszencidlis az ETBE-degradacios
aktivitashoz (70, 72, 76).

Az ethRABCD génklasztert azéta sikeriilt tobb ETBE-bonté mikroorganizmusban (pl.:
A. tertiaricarbonis L108, Gordonia sp. IFP 2009 és Rhodococcus zopfii IFP 2005) is
megfigyelni (70, 72, 76, 77). Az Aktinobaktériumok torzsébe tartozo baktériumoknal leirt
ethB gének magas (99%) szekvencia hasonlosagot mutatnak (77). Az eth gének két, IL
csoportba tartoz6, IS3-tipusu transzpozon kozott talalhatoak. Ezek a transzpozonok ,,hajtii”
(hairpin) struktarat alakithatnak ki, amely homoldég rekombindcidt kovetden, delécios
mutansok Iétrejottét eredményezheti, mely soran az adott torzs elveszti ETBE-bontd
képességét (72, 76). Ez a felismerés arra is enged kovetkeztetni, hogy a kialakult hajtii
struktlira horizontalis transzfere két kiilonbozd torzs kozott a természetben gyakran eléforduld
esemény lehet (70). Fontos megjegyezni, hogy az eth gének jelenléte nem elegendé az ETBE
mineralizacidjahoz. Habar a Rhodococcus ruber IFP 2001, a Rhodococcus zopfii IFP 2005 és
fenti baktérium esetében TBA akkumulaciot figyeltek meg, tehat az eth gének nem jatszanak
szerepet a TBA lebontasaban (78). A Proteobaktériumok torzsébe tartozo A. tertiaricarbonis
L108 torzs képes az ETBE mineralizacidjara, azonban ez nem csak a baktériumban
azonositott ethABCD génklaszternek, hanem a TBA hidroxilazt kédolé mdpJ génnek is
koszonhetd. Ezt a gént a szintén a Proteobaktériumok kozé tartoz6 MTBE-bontdé Methylibium

petroleiphilum PM1 és Methylibium sp. T29 torzsekben is sikeresen azonositottak (79, 80).
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2. tablazat: Az ETBE aerob lebontasaban szerepet jatszé torzsek és gének/enzimek I.

Bontasban szerepet jatszo

Izolatum megnevezése Besorolas (torzs) Megjegyzés Referencia
gén(ek)/enzim(ek)
Achromobacter xylosoxidans MCM2/2/1 Proteobaktériumok citokrom P450 monooxigenaz ETBE mineralizacid (81)
ethABCD operon (citokrom P450
Aquincola tertiaricarbonis L108 Proteobaktériumok monooxigenaz) ETBE mineralizacid (70)
mdpJ gén: a TBA bontasaért felel6s
Betaproteobacteria IFP 2047 lasst ETBE mineralizaci6, TBA akkumulacio
o ) Proteobaktériumok n.a. (58)
(Rubrivivax/Leptothrix/ldeonella) nélkil
Comamonas testosteroni El1 ¢és az ) ) ) ETBE mineralizacié
Proteobaktériumok citokrom P450 monooxigenaz ) o (56)
azonositatlan besorolast E2 MTBE és TAME mineralizacio is
. ) ) ethRABCD operon (citokrom P450 ) o
Gordonia sp. IFP 2009 Aktinobaktériumok ) ETBE mineralizacio 77)
monooxigenaz)
Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 alkB  gének: alkan hidroxilaz
) ) enzimet (AlkB) kodolo gének ETBE mineralizici6, azonban az ETBE
Aktinobaktériumok ) ) ) ] (82-85)
mdp gének: az MTBE és a TBA degradaci6 TBA-ig lassan jatszodik le
bontasaban jatszanak szerepet (82)
ETBE mineralizacio,
. . alkB  gének: alkan hidroxilaz
Mycobacterium austroafricanum IFP 2015 | Aktinobaktériumok gyorsabb  ETBE  bontds, mint a M. (83,85)
enzimet (AlkB) kodold gének ]
austroafricanum IFP 2012-nél
Mycobacterium sp. IFP 2009 Aktinobaktériumok n.a. TBA akkumuléacid (85)

n.a.: nem all rendelkezésre adat




2. tablazat (folytatas): Az ETBE aerob lebontasaban szerepet jatszo torzsek és gének/enzimek 11.

Bontasban szerepet jatszo

Izolaitum megnevezése Besorolas (torzs) Megjegyzés Referencia
gén(ek)/enzim(ek)
Pseudonocardia sp. IFP 2050 Aktinobaktériumok n.a. ETBE mineralizacid (55)
) ethB  gén  (citokrom  P450

Rhodococcus aetherivorans IFP 2017 Aktinobaktériumok ) TBA akkumulacio (84)
monooxigenaz)

Rhodococcus sp. IFP 2040 Aktinobaktériumok n.a. TBA akkumulacid (55)

Rhodococcus sp. IFP 2041 Aktinobaktériumok n.a. TBA akkumulacid (55)
alkB  gének: alkan hidroxilaz

Rhodococcus sp. IFP 2042 Aktinobaktériumok enzimet (AlkB) kodolo gének, TBA akkumulacid (85)
nincsenek ethB és ethR génjei

Rhodococcus sp. IFP 2043 Aktinobaktériumok n.a. TBA akkumulacio (55)

TBA akkumulacio
Rhodococcus ruber IFP 2001 ethRABCD operon (citokrom P450 MTBE és TAME degradaci6, amennyiben az
) Aktinobaktériumok (69,72, 73)
korabban: Gordonia terrae IFP 2001 monooxigenaz) ethR génnel interakcioba keriil az ETBE, ami
aktivalja az ethB expressziojat

Rhodococcus ruber IFP 2007 TBA akkumulacio (MTBE degradacio is, TBA
ethABCD operon: a citokrom P450

a Rhodococcus ruber [IFP 2001-b6l | Aktinobaktériumok felhalmozodassal) (68)
konstitutiv expresszioja

spontan mutacidval 1étrejott torzs

a ethRABCD operon, (citokrom P450 TBA akkumulacio
Rhodococcus zopfii IFP 2005 Aktinobaktériumok (74)

monooxigenaz)

n.a.: nem all rendelkezésre adat




Az éter tipusu oxigenatok kezdd oxidacios 1épését az L108-as torzsben a kiillonbdzo
ETBE-bontdé Rhodococcus térzsekben is izolalt ethB gén homolog altal kodolt citokrom P450
monooxigenaz enzim végzi (72). Azonban a R. ruber IFP 2001 és R. zopfii IFP2005
torzsekben megtalalhatd6 ethRABCD operontdl az 1108 térzs operonja annyiban kiilonbozik,
hogy hianyzik beldle a transzkripcids regulatort kodold ethR gén, ezaltal pedig a citokrém
P450 monooxigenaz expresszidja folyamatos. A szakirodalmi adatok alatamasztjak, hogy a
fenti géneknek feltételezhetden szerepiik van nemcsak az ETBE, de a DIPE és egyéb éterek
bontasaban is (15, 70, 86). Az L108 t6rzsbdl spontan mutacioval 1étrejott, eth operonnal nem
rendelkezd L10 torzs ETBE-bontd képességének elvesztése mellett, a tovdbbiakban az
MTBE, TAME, TAEE, DIPE és dietil-éter degradaciojara sem volt képes (70).

Az ETBE ¢és egyéb éterek aerob bontasdban kiemelkedd szerepe van a
valoszintsithetéen a TAME) degradaciojaért felelés MdpA-nak, azaltal hogy katalizaljak az

oxidativ katabolizmus els6 1épését, az éterkotés bontasat (6. abra) (59).

Regulacio Degradacio
[ N [£ =

MTBE k eth | Citokrém P450 7

T regulator " monooxigendz (ethB) \' MTBE
TAME TAME
ETBE ETBE

i‘: mdp . Monooxigenaz )x(v
MIBE > regulator 7 (mdpA) ‘—\_’ MTBE
TAME -~~~ TSATAME
ETBE \\\\\‘

v ETBE

MTBE B

TN alk . Alkénhidroxiliz | -77 e
TAME ——<—> regulator (alkB) \_"\\

“~a TAME
Szennyezés: / .
QH-OKIE&H \

6. abra: Az ETBE, MTBE és TAME biodegradaciéjaban szerepet jatszé regulatorok és gének

(59). A szaggatott vonallal rajzolt nyilak esetében feltételezhetd, de nem bizonyitott az adott reakcio, az

athazott nyilak esetében nincs kapcsolat a két elem kozott

A fentiekben mar emlitésre keriilt, hogy a R. ruber IFP 2001, R. zopfii IFP 2005 és
Gordonia sp. IFP 2009 torzsekben megtalalhato az EthB jeld citokrom P450 monooxigenaz,

de arra még nem tértem ki, hogy ezek a térzsek nemcsak az ETBE, hanem az MTBE ¢s a
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preferalt szubsztrat, degradacios ratdja kb. 10-szeres az MTBE-jéhez és TAME-jéhez
viszonyitva. Sem az MTBE, sem pedig a TAME nem indukalta az ethB expresszidjat, ami
arra utalhat, hogy ezek az oxigenatok nem Iépnek kapcsolatba az eth regulatorral (ethR) (77).
Amig az MTBE ¢és a TAME lebontasahoz a fent megnevezett harom baktériumnak - az ethB
gén indukcié miatt - szilksége van ETBE-re, addig az ethR regulatorral nem rendelkezd A.
tertiaricarbonis L108 nem igényel ETBE-t, hiszen ebben az izolatumban az Eth
monooxigenaz konstitutiv expresszioja figyelhet6 meg (70). Ezeknek a torzseknek
soran.

Erdemes megemliteni, hogy az éterktések bontasa nem tartozik a citokrom P450
monooxigenazok altalanos tulajdonsagai kozé, pl. a két citokrom P450 monooxigenazt is
(87). Azonban mindenképp figyelemre méltd, hogy a baktériumokhoz hasonldan, az emberi
szervezetben is a citokréom P450 csaladba tartozo enzimek végzik az MTBE, az ETBE ¢és a
TAME oxidativ lebontasat (43, 44).

Az MTBE-vel és ETBE-vel szennyezett talajbol izolalt Achromobacter xylosoxidans
MCM2/2/1 a két étert szintén egy a CYP szupercsaladba tartozo protein segitségével bontja,
amelynek aminosav szekvencidja azonban a R. zopfii EthB-jével csak 23%-ban egyezik meg
(81).

A szennyezett talajvizekbdl izolalt IFP 2047 és IFP 2050 torzsek képesek az ETBE és

crcr

all rendelkezésiinkre (58).
2.9. Az ETBE anaerob bontasa

Az ETBE anaerob lebontasa Kkitlintetett figyelmet kap, hiszen az iizemanyaggal
szennyezett talajvizekben a konnyebben bonthaté szénhidrogének biotikus bomlasakor az
elérhetd oldott oxigén gyorsan elfogy, ezaltal a kontaminalt kézeg rovid idon beliil anaerobba
valik (15, 57). Az éter tipusu lizemanyag-oxigenatok koziil az MTBE és a TAME anaerob
biodegradacidja szamos kevert kultira esetében sikeresen megvaldsult (88-90), azonban az
ETBE anaerob bioldgiai lebontasarol csak kevés informacio all rendelkezésiinkre (15, 57).

Szulfatredukald korilmények kozott, szénhidrogénekkel szennyezett talajokbol

Osszeallitott mikrokozmosz rendszerekben mar sikeriilt megfigyelni az MTBE és a TAME
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talaltak bizonyitékot (91). A szulfatredukald koriilmények kozott lejatszodo MTBE- és
TAME-bomlas soran a kezdd I1épés feltételezhetéen a metilcsoport eltavolitasa (O-
demetilacio), amely folyamat soran TBA, illetve TAA (terc-amil-alkohol) keletkezik. A
keletkezett intermediereket az acetogén baktériumok C-1 vegyiiletekké vagy acetatta
alakitjak, amelyeket a szulfatredukald kozosségek mar szénforrasként tudnak hasznositani
(64, 91, 92).

Habar denitrifikald és metanogén koriilmények kozott igazoltak az ETBE anaerob
nem tudott lejatszodni (65).

Napjainkig az ETBE anaerob mineralizacidjardl semmilyen anaerob korilmény kozott
nem sikeriilt megbizonyosodni, azonban mivel az MTBE és a TAME esetében is lejatszodik a

teljes lebontasi folyamat, igy elméletben ez az ETBE degradacioja esetében is elképzelhetd.
2.10.Mycobacterium-ok altalanos jellemzése

Az Aktinobaktériumok torzséhez tartozo

Mycobacteriaceae csalad (7. abra) Gram-pozitiv, palcika alaka, Actinobacteria ]

aerob mikroorganizmusokat foglal magaba (93). A csaladhoz (6rzs
kozel 200 faj tartozik (94, 95). A mikobaktériumokra

Actinomycetales
legtobb baktériumé, hidrofob, viaszos és jelentds mikolinsav rend

egységesen jellemz0 sajatsag, hogy sejtfaluk vastagabb, mint a

tartalommal rendelkezik (96). A mikobaktériumokra jellemzd
tovabba, hogy a DNS-iik G+C-aranya magas (62-70%) (97).

— .

Corynebacterineae
Az Okologiai niche, amelyben e nemzetség tagjai alrend

megtalalhatéak kiilondsen valtozatos. A mikobaktériumok

Mycobacteriaceae

csalad

rendkiviil eltér6 ndvekedési mintazattal, morfologiaval ¢&s

alkalmazkodasi képességgel rendelkeznek (98-101). Ezek a

mikroorganizmusok széles korben elterjedtek, megtalalhatéak
. . 7. abra: A mikobaktériumok
folyokban, tavakban, mocsarakban, talajokban, raadasul mivel a

rendszertani besorolisa
csalad tagjai kozott tobb human patogén faj is szerepel, igy

mindezeken feliil az emberek kdzvetlen kornyezetében, példaul szennyvizkezeld telepeken is
eléfordulhatnak (101-105). Egy vizsgalat szerint a mikobaktériumok atlagosan a talajban

megtalalhato 6sszes mikroba 2,6%-at teszik ki (111).
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Korabbi rendszerezésiik, mely két csoportra osztotta ezeket a mikrobakat, ndvekedési
ratajuk szerint tortént. Azokat a mikobaktériumokat, amelyeknek tobb mint hét napra van
sziikségiik lemezen a telepek képzéséhez, a lassan novok (slow-growing) csoportjaba
soroltak, mig amelyeknek ehhez kevesebb, mint hét nap is elegendének bizonyul, a gyorsan
novok (rapid-growing) csoportjaba tartoztak (106, 107). A lassan név6 mikobaktériumok
jellemzéen egy, mig a gyors ndvekedést mutatok két 16S rRNS génkopidval rendelkeznek
(108). Feltételezik, hogy az egy vagy két 16S rRNS génkopia nemcsak a ndvekedés
gyorsasagat befolyasolja, de a metabolikus aktivitas sebességére, illetve az 0j kornyezethez
torténd adaptaciohoz sziikséges idore is hatast gyakorolhat (109).

A genomszekvenalas fejlodése, a baktériumok genetikai kapcsolatainak egyre szélesebb
korben torténd megismerése egy 1j, genetikai markereken alapul6 rendszerezés kialakulasat
tette lehetové (110, 111). Az atfogd molekularis biologiai vizsgalatoknak koszonhetéen a
korabban elfogadott Mycobacterium nemzetséget 6t monofiletikus kladra osztottak (8. abra).
fgy sziilettek meg a “Tuberculosis-Simiae,” a “Terrae,” a “Triviale,” a “Fortuitum-Vaccae” és
az “Abscessus-Chelonae” elnevezésii kladok, amelyek rendre megfelelnek a Mycobacterium,
a Mycolicibacter, a Mycolicibacillus, a Mycolicibacterium és a Mycobacteroides
nemzetségeknek (93).

A mikobaktériumok kornyezetvédelmi és bioremediacidos szempontbol kiilondsen
jelentdsnek tekinthetok. A csalad tagjai kozil tobb izolalt torzs képes alifas szénhidrogének és
policiklikus aromas szénhidrogének (PAH-ok) metabolizacidjara (112-114). A
Mycobacterium sp. SNP11 tobbek k6zo6tt mineralizalja a pirént, a fluorantént, a fenantrént és
a fluorént is (115). Sok mikobaktérium, mint példaul a M. vanbaalenii sp. PYR-1 és a M.
hodleri segitett a naftalin, a fenantrén, az antracén, a pirén, a fluorantén, a benz[a]antracén
vagy a benz[a]pirén degradacios utvonalanak feltérképezésében (96, 116, 117). Ezek az
eredmények kiemelkedd fontossaggal birnak, hiszen eldsegitik a PAH-ok baktériumok altal
torténd enzimatikus bontdsanak megértését és tisztazasat. Mindemellett a mikobaktériumok
részt vesznek. Példaul a Mycolicibacterium austroafricanum IFP 2012 és IFP 2015 aerob

koriilmények kozott képesek az MTBE-t egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani (83,
118).
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8. abra: A mikobaktériumok csoportositasa (93)

2.10.1. A Mycolicibacterium-ok altalanos jellemzése

A Mycolicibacterium-ok

(,,Fortuitum-Vaccae”  klad)

a

gyorsan

"oy
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mikobaktériumok kozé sorolhatoak. A klad tagjainak tobbségére jellemzd, hogy szaprofitak

¢s nem human patogének (108, 119). A Mycolicibacterium-ok a tobbi mikobaktériumtol 14
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molekula marker segitségével kiilonboztethetok meg, melyek koziil négy konzervalt jelolési
indel (conserved signature indel, CSI) és tiz konzervalt jelolésti fehérje (conserved signature
proteins, CSP). A CSI-k és a CSP-k olyan markerek, amelyek segitik a prokaridta taxonok
koriilhatarolasat ¢és a kiilonb6zo fajok csoportositasanak pontositasat, tisztazasat és
feltérképezését (120). A CSI-k a filogenetikai kapcsolatok megértése szempontjabol
meghataroz6 jelentségi, ritka genetikai valtozadsok. A CSI-k a konzervalt régidkon beliil
filogenetikai markerként szolgald inszercidk (0 bazisparok beépiilése a DNS lancba) vagy
deléciok (bazisparok kitorlédése, kiesése a DNS lancbol) (93, 121, 122). A CSP-k csoportjaba
kiilonleges, egyedi eredetli, specifikus, konzervalt, egy adott kladra jellemzd fehérjék
tartoznak (123-125). A Mycolicibacterium-oknal a Lacl transzkripcios regulator csalad
inszercio. Ez specifikusan jellemz6 a kladra, mas mikobaktériumban nem talalhat6 meg (93).
Tovabbi harom CSI, a ciklaz (két aminosav inszercio), a CDP-diacilglicerin-glicerin-3-foszfat
3-foszfatidiltranszferaz (egy aminosav inszercid) és a CDP-diacilglicerin-szerin O-
foszfatidiltranszferaz (egy aminosav inszercio), jellemzi a Mycolicibacterium-ok csoportjat. A
négy egyedi CSI-n kiviil tovabbi tiz, egyediilalloan a Mycolicibacterium-okra jellemez6 CSP
is talalhato. A Mycolicibacterium-ok genom mérete 3,95-8,00 Mbp kozotti, atlagos G+C
tartalmuk 65,4-70,3% (93).

2.11. Mesterséges konzorciumok a biodegradacio szolgalataban

Egy természetes mikroba kozosségben nehéz meghatarozni azt, hogy valdjaban mely
fajok vesznek részt a szennyezd anyagok lebontasaban (126). A mesterségesen létrehozott
mikrobialis konzorciumok elénye az endogén mikrobapopulaciéval szemben, hogy in situ
hasznalatukkal a talajban lejatszodo folyamatok - a mikroorganizmusok alapos laboratoriumi
vizsgalatanak koszonhetden - széleskorlien tanulméanyozhatdva, jol ismertté és tervezhetdveé
valnak. Ez jelentds mértékben elOsegitheti a talajban jatsz6dd lebontasi folyamatok
megértését, ezaltal gyorsithatja a bioremediacio sebességét. Emellett pontosabban
megtervezhetévé valik az injektaland6é anyagok koncentracidja; csak a valoban sziikséges
mennyiségeket kell kijuttatni, igy egy kornyezetbaratabb, raadasul koltséghatékonyabb
technologia valdsulhat meg. A molekularis bioldgia fejléddésének koszonhetéen a mar ismert
gének is konnyen monitorozhatova valtak, segitségiikkel gyorsan és pontosan
meghatarozhato, hogy az adott szennyezd komponens lebontdsdhoz sziikséges kiilonbdzo

gének milyen mértékben valtoztak a remedidcid soran. A mesterséges konzorciumok terepi
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elonyei mellett tudomanyos jelentéségiik sem elhanyagolhat6, mivel ezek a baktérium
kozosségek a lebontdsi utvonalak és a degradacioért felelés gének felfedezésében is
meghatarozd szerepet jatszhatnak. Mikobaktériumokbol allé konzorciumok tanulmanyozasa
soran mar szamos degradacios Utvonalat sikeriilt feltérképezni, kiemelt tekintettel a PAH-ok
degradacios 1épéseire (96, 116, 117).

A természetbe szennyez0 anyagként kikeriilt kiilonb6zé  xenobiotikumok
egyetlen torzs, hanem szamos baktérium altal alkotott konzorcium viszi véghez (127-130).
Hasonloan a klorozott alifas vegyiiletek konzorciummal torténd lebontasahoz (131, 132), az
sem egy torzs végzi el, hanem altalaban a talajban megtalalhaté mikroba kozosség (67, 133—
135). Habar az A. tertiaricarbonis L108 képes az ETBE mineralizacidjara (73), azonban a
génkészlettel (2. tablazat, 2.8.2.1 fejezet). Az esetek jelentOs részében az ETBE bakterialis
degradacioja soran TBA akkumulacio tapasztalhatdo, ez a jelenség a Rhodococcus
nemzetségben kifejezetten gyakorinak tekinthet6 (58, 72, 136).

A mesterséges konzorciumok eldnyeinek egy tokéletes mintapéldaja a 2008-ig hasznalt
fenitrotion (O,O-dimetil O-(3-metil-4-nitrofenil) foszfortioat) rovar6lé biologiai lebontasa.
Azt kovetben, hogy a japan kutatok egy talajjal Osszeallitott, fenitrotionnal kezelt
mikrokozmosz rendszerben megfigyelték a rovar6ld szer bomlasat, a mintabol két
mikroorganizmust sikeriilt izolalniuk. A Sphingomonas sp. TFEE bar degradalta a
fenitrotiont, azonban a bontas soran felhalmozodo 3-metil-4-nitrofenolt (3M4N-t) nem volt
képes tovabb hasitani. A masik izolatum, a Burkholderia sp. MN1, bar nem tudta a
fenitrotiont szénforrasként hasznositani, de a Sphingomonas sp. TFEE fenitrotion bontasa
kozben intermedierként akkumulalodott 3M4N-t hatékonyan bontotta. A két baktériummal
egyiittesen beoltott mintak esetében mar megfigyelhetd volt a perzisztens fenitrotion
mineralizacioja (137).

Az éter oxigenatok mineralizacidjara is létrehoztak mar tobb mesterséges konzorciumot.
2009-ben két MTBE-degradalé mikroorganizmussal, a Methylibium petroleiphilum PM1-gyel
és az A. tertiaricarbonis L108-cal kialakitott konzorciumban azt vizsgaltdk, hogy az
iizemanyagokkal szennyezett teriiletekre jellemzd oxigén limitdcido hogyan hat a torzsekre
kiilon-kiilon és konzorciumként (138). Egy masik kisérlet soran 2013-ban francia kutatok két
éterbontd torzzsel megalkottak egy olyan konzorciumot, amely segitségével megvalosulhatott

az ETBE-mineralizacio (139). A Rhodococcus sp. IFP 2042 az ETBE-t TBA-ig bontotta, mig
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a Bradyrhizobium sp. IFP 2049 a keletkezett TBA-t biomasszava és szén-dioxidda alakitotta
(ethB, ethR, alkB, mdpA, mpdB, mpdC) koziil a Rhodococcus sp. IFP 2042 torzs esetében csak
az alkB gént sikeriilt detektalni, a Bradyrhizobium sp. IFP 2049-nél pedig nem talaltak meg az
ismert gének egyikét sem. Az alkB gén expresszalodasahoz sziikség van az alk regulator
aktivalasahoz, amely ETBE-vel nem indukalhato (6. abra, 2.8.2.1 fejezet). Emiatt
elképzelhetd, hogy a degradacidért egy masik, eddig nem ismert gén tehetd feleldssé (139).
Tovabba érdemes még azt is megemliteni, hogy az alkB gén expressziojat a Mycobacterium
austroafricanum IFP 2012 torzsben nemcsak n-propan, n-hexan és n-hexadekan, hanem a
TBA is kivalthatja (85).

2.12.Uj baktériumfajok azonositisa

Napjainkban az egyes baktériumok azonositaisa a 16S rDNS szekvencidk
meghatarozasan alapul. Az 0j fajok azonositasara ¢s meghatarozasara hasznalt protokollok
kozott 1étezik egy olyan szisztematikus modszer, amely a 16S rDNS hasonlosagan és az
OGRI-n (Overall Genome Related Index) alapul (137).

A korabban altalanosan alkalmazott eljarasrend szerint (54, 140, 141) azok az
1zolatumok voltak kiilon fajnak tekinthetéek, melyek 16S rDNS-ei k6zotti szekvencia egyezés
kisebb volt 97,0%-nal. Az 0j, 2018-ban leirt protokoll (9. abra) alapjan akkor tekinthet6 egy
baktériumtdrzs 0j fajnak, ha a mar leirt fajokkal a 16S rDNS egyezése kisebb, mint 98,7%.
Amennyiben a vizsgalt mikroorganizmus 16S rDNS szekvencidjanak hasonldsaga eléri, vagy
meghaladja a 98,7% kiiszobérteket, akkor a baktérium teljes genomszekvenciaja alapjan kell
kiszamolni az adott torzs egyé€b szekvencia adatbazisokban elérhetd rokon mikrobakhoz
viszonyitott OGRI értékét, melyre a legszélesebb korben alkalmazott viszonyszam az Average
Nucleotide Identity (ANI). Az ANI egy mérdszam, amely a prokariota szervezetek kozotti
kiilonbségeket €s hasonldsagokat vizsgalja a genomban taldlhatdo kodold régiok egymashoz
viszonyitasdval. Amennyiben az ANI értéke alacsonyabb, mint 95-96%, akkor a vizsgalt torzs

szintén Uj fajnak tekinthetd (142).
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9. dbra: A 16S rDNS szekvencidk hasonlésagan és az OGRI-n alapulé protokoll (137)
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3. CELKITUZESEK

Doktori értekezésem célja volt olyan egyedi baktériumtorzs izolalasa és kornyezeti

szempontbol relevans leirasa, amely képes a DIPE ¢és az ETBE hatékony biologiai

lebontasara.

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatokat is figyelembe véve az alabbi célkitizéseket

fogalmaztam meg:

1.

Hazai, DIPE-vel szennyezett teriiletr6l szarmazé talajvizmintak felhasznalasaval a
DIPE, illetve az ETBE bontasara képes baktériumtdrzs izolalasa.

Az izolalt, egyedi torzs rutinszeri laboratoriumi fenntartdsa, tovabba szubsztrat
spektrumdnak ¢és kornyezeti, illetve bioremedidcids szempontbol alapvetd
fontossdgu tulajdonsdgainak megismerése. Céljaim kozott szerepelt az izolalt,
DIPE- ¢és ETBE-bontésra képes mikroorganizmus rendszertani besorolésa, illetve a
torzs genetikai allomanyaban megtalalhatd, bioremedidciés szempontbdl fontos
gén azonositasa, melyek a jovobeli in situ karmentesitési beavatkozasok soran
lehetdvé tehetik majd a torzs terepi nyomon kovetését.

Az izolalt térzs DIPE-bontd potencialjanak Osszehasonlitasa a szakirodalmi
adatokkal. Kontaminalt teriilet szennyezési csovajabol szarmazo talajvizek
felhasznalasaval  Osszeallitott, bioaugmentalt mikrokozmosz kisérletekkel
alatamasztani az izolalt torzs DIPE-bont6 képességét.

A DIPE lebontési utvonalanak feltérképezése.

A torzs tovabbi kometabolikus képességének vizsgalata, kiilonos tekintettel az éter
tipusu oxigenatokra.

Karmentesitési technologia tervezése és modellezése
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. DIPE-bont6é mikroorganizmus izolalasa talajvizbol

A DIPE-bonté6 mikroorganizmus izolaldsdhoz egy gyogyszergyar teriiletén talalhato
monitoring kutakbol vett, DIPE-t tartalmaz¢ talajvizmintakat hasznaltunk. A mintakbol 5-5
ml-t (10%) pipettaztunk 250 ml-es teflonbetétes kupakkal 1égmentesen zarhatd iivegekbe,
melyekbe el6z6leg 45 ml DM minimal tapoldatot (3. tablazat) mértiink (10. abra).

3. tablazat: A DM tapoldat, a DMA taplemez és a készitéséhez hasznalt mikroelem oldat dsszetétele

DM tapoldat és DMA taplemez:

K,HPO, 0,425¢9
KH,PO, 0,350 g
(NH4),S0, 0,124 g
MgSO4+*7H20 0,050 g
CaCl2*2H:20 0,0125¢g
Mikroelem oldat 1mil
Agar (DMA taplemezhez) 15¢g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,7
Mikroelem oldat:
FeSO,*7 H,O 1,009
CoCl2*6 H20 1,009
MnSO,*H,0 1,00g
ZnSO,*7 H,0 1,00g
Na,Mo00,*2 H,O 1,00g
Na,W0,*2 H,O 1,009
NiCl2*6 H20 0,25¢g
H3;BO;3 0,10¢g
CuSO0+*5 H20 0,10¢g
Desztillalt viz 1000 ml

Egyediili szén- és energiaforrasként 200 mg/l koncentracidban DIPE-t pipettaztunk a
rendszerekbe, majd két hétig 25 °C-on, 150 rpm-mel razattuk éket. Ezt kovetéen ezekbdl a
dusitasokbol 1000 ul-t (2%) friss DM tapoldatba oltottunk tovabb, majd 200 mg/l DIPE
hozzaadasa utan a rendszereket ismét a fenti koriilmények kozott inkubéltuk. Azokbdl a
mintakbol, amelyekben 600 nm-en mérve szamottevo optikai denzitasbeli (ODgo) novekedést
tapasztaltunk, higitasi sorokat készitettiink, majd a tizezerszeres higitasokbol 100 ul-t

szélesztettink DMA lemezre. A Petri-csészéket egy olyan exszikkatorban taroltuk, melynek

35



aljadba 10 ml desztillalt vizben oldott 100 pl DIPE-t tartalmazo6 iivegedényt helyeztiink. A

DIPE paérolgasa soran telitette az exszikkator légterét, ahonnan a mikrobak felvehették és

hasznosithattak az étert. A fenti koriilmények kozott a lemezeket tiz napig, 25 °C-on

inkubaltuk.

Szennyezett
talajviz

DM minimal
tapoldat

DIPE

DM minimal
tapoldat

DIPE

25°€C DM minimal
10% 150 rpm 08% tapoldat
90% 2% 200 mg/l DIPE
Jelent6s OD Szélesztés
2 / 600
200 mg/l novekedés utan: DMA-ra
10000x higitas
25°C
150 rpm 25°C
10 nap
DIPE-vel
telitett
Egyedi telepek léeterii
izoldldsa exszikkator
200 mg/l
Szamottevo
novekedést mutato
minta

Szélesztés
gazdag taptalajra

Egyedi telep
izolalasa: CH28

10. abra: DIPE-bonté mikroorganizmus izolalasa talajvizbél

A lemezeken megjelent kevert kultirakban 6 kiilonb6z6 morfoldgiaja telepet tudtunk

elkiiloniteni, melyek mindegyikébdl egyet-egyet TSA lemezre (4. tablazat) szélesztettiink at,

hogy tiszta tenyészeteket kapjunk. Ezekbol egy-egy telepet 50-50 ml DM minimal tapoldatba

oltottunk, melybe egyediili szén- és energiaforrasként 200 mg/l koncentracioban DIPE-t

pipettaztunk. Két hetes razatast kovetden (25 °C, 150 rpm) az egyetlen novekedést mutatod

tenyészetet TSA lemezre szélesztettiik és egy hétig 25 °C-on inkubaltuk. Az izoldtum 16S

rDNS-en alapuldé meghatarozasahoz az egyedi telepek koziil haromnak kolonia PCR
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segitségével felsokszoroztuk a 16S rDNS-ét, majd a PCR termékek tisztitasa utdn azokat

megszekvenaltattuk.

4. tablazat: A TSB taptalaj, illetve a TSA taplemez 6sszetétele

Kazein pepton (pankreasz hidrolizatum) 179
Szdja pepton (papain hidrolizatum) 39
NaCl 59
K,HPO, 25¢g
D-(+)-gliikk6z-monohidrat 25¢g
Tween” 80 (TSB tapoldathoz) 1ml
Agar (TSA taplemezhez) 15¢
Desztillalt viz 1000 ml
pH=7,3+£0,2

4.2. Az izolalt torzs altalanos novesztési koriilményei

4.2.1. Az izolalt torzs fenntartasa
A mindennapi munkahoz a CH28 jell izolatumot TSA lemezen tartottuk fent. Az
inokulalt TSA lemezt egy hétig 32 °C-on inkubaltuk, majd ezt kovetden 4 °C-on taroltuk.
Torzslinket a BAY-BIO torzsgylijteményében, illetve a MezOgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében (azonosit6 NCAIM: B.02558) is letétbe
helyeztiik.

4.2.2. Oltékultara eléallitasa TSB tapoldatban

Az oltokultura (starter kultura) eldallitaisahoz egy TSA lemezen felndtt CH28 telepet
TSB tapoldatba oltottunk at, majd a rendszert 6t napig, 32 °C-on 150 rpm sebességgel
razattuk. A felnOvesztett starter kultrat 15 °C-on, 5500 rpm sebességgel, 12 percig
centrifugaltuk, majd kétszer fiziologias sooldattal mostuk. Ezt kovetden allitottuk be az adott

kisérlethez sziikséges optikai denzitas (ODggg) értéket.

4.2.3. DIPE-vel indukalt oltékultura eléallitasa

A DIPE-vel indukalt oltékultira eldallitasdhoz egy TSA lemezen feln6tt CH28 telepet
DM vagy SMM tapoldatba (5. tablazat) oltottunk at, melybe egyediilli szén- ¢és
energiaforrasként DIPE-t pipettaztunk 200 mg/l koncentracidban. Ezutdn a szorosan lezart
kupakkal ellatott rendszert hét napig, 32 °C-on, 150 rpm sebességgel razattuk. A felnovesztett
starter kulturakat a TSB-n eclénovesztett kultaraval (4.2.2 fejezet) megegyez6 modon
készitettiik el kisérleteinkhez.
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5. tablazat: Az SMM tadpoldat és a hozza sziikséges mikroelem oldat dsszetétele

SMM tapoldat:
NazHPO4 0,7098 g
KH2P04 0,4083 g
NH4H,PO, 0,2301¢g
(NH4)QSO4 0,2643g
MgSO+*7H,0 0,0482 g
CaCl2*2H,0 0,0147 g
Mikroelem oldat 1ml
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,9
Mikroelem oldat:
FeSO,*7 H,O 1,1121 g
CoS04*7 H20 0,2249¢g
MnSO4*H,0 0,1339¢
ZnSO4*7 H,0O 0,1151¢g
Na,Mo0O,*2 H,O 0,0484 g
CuSO+*5 H20 0,0313¢g
NiSO,*6 H20 0,0263 g
HsBO; 0,0050 g
Desztillalt viz 1000 ml

A forro, sterilizalt tapoldatokat kézmelegre hiitottiik, majd ezt kovetden pipettaztuk
hozzajuk a megfeleld mennyiségii 0,22 um porusméretii fecskenddsziirvel elozetesen sterilre
sziirt mikroelem oldatot (5. tablazat), ezaltal el tudtuk keriilni az egyes mikroelem

komponensek kicsapodasat.
4.3. A CH28 jelii izolatum homérséklet optimumanak meghatarozasa

A baktérium szaporodasat TSB tapfolyadékban és TSA lemezen, 3-3 parhuzamosban
vizsgélatuk az alabbi hodmérsékleteken: 6 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 28 °C, 30 °C, 32 °C,
35 °C, ¢és 37 °C. Kisérleteinket két korben, egy magasabb (25-37 °C) és egy alacsonyabb (6-
30 °C) hoémérsékleti intervallumon végeztiikk el, referencia hdémérsékletnek a 30 °C-ot
valasztottuk, melyet mindkét teszt soran vizsgaltunk.

A starter kultura eldallitasa TSB tapoldatban tortént a modszerleirasban (4.2.2 fejezet)
ismertetett modon. A folyadékkultards hémérsékleti tesztek sordn az elénevelt, magas
sejtszamu oltokulturabol steril, 3 ml TSB-t és 0,1% Tween 80-at tartalmazé muanyag

kémcsovekbe 30-30 pl-t (a vizsgalt rendszerek 1%-a) oltottunk at. Ezt kdvetéen a megfeleld
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homérsékleten razatva a magasabb homérsékleti tartomany vizsgalata sordn egy, mig az
alacsonyabb esetében harom hétig inkubaltuk a tesztrendszereket, majd végiil meghataroztuk
az ODgy értékeket az egyes mintdkbol. A lemezes vizsgalatokndl az oltokulturat TSA
lemezekre szélesztettik (3-3 lemez/hémérséklet), majd a megfelel6 homérsékleten harom

hétig inkubaltuk a Petri-csészéket, folyamatosan nyomon kdvetve a baktérium novekedését.
4.4, A CH28 jelii izolatum pH toleranciajanak vizsgalata

A CH28 torzs pH tiirését DIPE-t tartalmazé (200 mg/l) rendszerekben pH=3,0-10,0
kozott vizsgaltuk, 3-3 parhuzamosban. A lugos kozeget (pH=7,5-10,0) DM ¢és 5 normalos
kalium-hidroxid oldat segitségével alakitottuk ki. A savas koriilményeket, a tapoldat
pufferkapacitasa miatt, nem tudtuk a lagos tartomény logikajat kovetve a DM-hez adott erds
sav (sosav) adagolasaval el6allitani. Emiatt a savas pH tartomany (pH=3,00-7,00)
vizsgalatahoz citrat-foszfat puffert (Mcllvaine-puffert) hasznaltunk (143, 144). Az eredeti
citrat-foszfat puffer recepturdjan annyit valtoztattunk, hogy higitasnal a desztillalt vizet egy
olyan DM tapoldattal helyettesitettiik, amelybdl a pufferelésért felelds vegyiileteket (KoHPO,
¢s KH,PO,) kihagytuk, a tapoldatban talalhatd6 kaliumot pedig kalium-klorid (KCI)
forméajaban potoltuk.

Ehhez a kisérlethez a CH28 starter kultarat a modszerleirasban (4.2.3 fejezet)
ismertetettek szerint, 200 mg/l DIPE-vel kiegészitett DM minimal tapoldatban novesztettiik
eld. Az adott pH-n torténd novekedési képességet az ODggp valtozasan keresztiil kovettiik
nyomon. Kétheti, 32 °C-on torténé inkubaciot kovetden a Kkisérleti rendszerekben

spektrofotométer segitségével megmértiik az ODgg értékeket.
4.5. A CH28 jelii izolatum sotiiré képességének vizsgalata

A Mycolicibacterium sp. CH28 sotiir6 képességének vizsgalata soran 0%, 5% és 10%
sokoncentraciokat vizsgaltunk. A rendszerek 0sszedllitisahoz a megfeleld mennyiségli NaCl-
ot DM tapoldatban oldottuk fel, majd 50-50 ml-t jol zar6do, teflonkupakos tivegekbe mértiink.
Ezt kovetden inokulaltuk a CH28-as torzset, végiil pedig szén- és energiaforrasként 200 mg/1
DIPE-t adtunk a rendszerekhez. A tesztrendszereket 3-3 parhuzamosban vizsgaltuk. A

mintakat négy hétig 32 °C-on, 150 rpm-mel razattuk.
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4.6. A CH28 jelii izolatum antibiotikum rezisztenciajanak vizsgalata

A kisérletek soran folyadékban, illetve taplemezhez keverten, tovabba korong
diffuzios modszerrel vizsgaltuk a torzs antibiotikumokkal szembeni ellenalldo képességét. A
tesztekhez DIPE-vel kiegészitett DM tapoldatban felndvesztett tenyészeteket hasznaltunk
(4.2.3 fejezet).

Az antibiotikumos lemezek kiontése soran a még folyékony, kézmelegre hiilt 25 ml
TSA-hoz pipettaztuk a megfeleld mennyiségli, sterilre szlrt antibiotikumot tartalmazé
oldatokat, ezutan Petri-csészékbe oOntottik azokat. A dermedést kovetben az elOnevelt
tenyészetbdl 5-5 ul-eket cseppentettiink az antibiotikumos lemezekre. Pozitiv kontrollként az
eléndvesztett tenyészet novekedését antibiotikummentes TSA lemezeken is figyelemmel
kisértiik.

A folyadékkultaras tesztek soran az antibiotikumos rendszereket magas sejtszamu
CH28 oltokultaraval inokulaltuk (1% v/v). Pozitiv kontrollként antibiotikummentes TSB
tapoldatot hasznaltunk. A teszteket 3-3 parhuzamosban végeztiik el. A kisérleti rendszereket
32 °C-on egy hétig razattuk, majd ezt kovetden értékeltilk az egyes antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia mértékét.

A lemezes €s a folyadékkulturas kisérletek soran az alabbi antibiotikumokat vizsgaltuk
3-3 parhuzamosban (a tesztelt koncentraciokat zardjelben tiintettem fel): ampicillin (50 és 100
ug/ml), apramicin (25 és 50 pg/ml), gentamicin (20 és 40 pg/ml), higromicin (50 és 100
ug/ml), kanamicin (25 és 50 pg/ml), karbenicillin (50 és 100 pg/ml), kloramfenikol (15 és 30
pg/ml), neomicin (6,25 és 12,5 pg/ml), sztreptomicin (12,5 és 25 pg/ml), tetraciklin (6,25 és
12,5 pg/ml) és tobramicin (6,25 és 12,5 pg/ml). A lemezeket 32 °C-on egy hétig inkubaltuk,
majd ezutan értékeltiik Ki az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat és toleranciat.

A korong diffuzids antibiotikum rezisztencia teszthez a CH28 jelt izolatumbol 200 pl-
t szélesztettiink TSA lemezekre, amelyekre ezt kovetéen adott mennyiségili antibiotikumokkal
atitatott korongokat (3 db korong/lemez) (Thermo Scientific™) helyeztiink. A vizsgalatokat
az alabbi antibiotikummal végeztikk el (a tesztelt mennyiségeket zardjelben tiintettiik fel):
amikacin (30 pg), karbenicillin (100 pg), klindamicin (2 pg), oxitetraciklin (30 pg),
rifampicin (50 pg). A lemezeket 32 °C-on egy hétig inkubaltuk, majd ezt kdvetden értekeltiik

az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia mértékeét.
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4.7. A CH28 jelii izolatum novekedési tesztjei kiilonb6z6 szubsztratokon

A CH28 jelii izolatum altal egyediili szén- ¢s energiaforrasként hasznosithato
vegyliletek vizsgalatit DM tapoldatban végeztiik el. Az egyedi szubsztratokat 200 mg/l
koncentracioban teszteltiik, kivéve a formaldehidet, amelynél 40 mg/l-es kisérleti
rendszereket allitottunk dssze.

Minden szubsztratot 3-3 parhuzamosban teszteltiink, 250 ml-es, teflonbetétes kupakkal
légmentesen zarhatd iivegekben. Az aldbbi egyedi szubsztratok vizsgalatara keriilt sor:
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, etilén-glikol, glicerin, formaldehid, propionaldehid,
aceton, hangyasav, ecetsav, pirosz6ldsav, citromsav, n-pentan, n-hexan, n-dekan, n-undekan,
n-dodekan, n-hexadekan, n-oktadekan, n-eikozan, n-dokozan, prisztan, ciklohexan, benzol,
toluol, etilbenzol, o-xilol, m-xilol, p-xilol, fenol, naftalin, dietil-éter, MTBE, ETBE, TAME,
DIPE, TBA, TAA, anizol, 1,4-dimetoxibenzol, bifenil, difenil-éter, tetrahidrofuran, Tween 80,
PEG 200, PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000 és PEG 20000.

Az DIPE-vel indukalt eléndvesztett sejtekbdl (4.2.3 fejezet) az 50 ml végtérfogata
tesztrendszerekbe annyit inokulaltunk, hogy a kiindulasi ODggo érték 0,020 legyen. A
mintakat 32 °C-on, két hétig, 150 rpm-mel razatva inkubaltuk. A torzs adott szubsztraton
torténd novekedési képességét az inkubacios id6 végén, az abszorbancia valtozasaval (ODggp)
vizsgaltuk, igy ennél a vegyiiletnél az optikai denzitas vizsgalaton kiviil a Merck MQuant®
formaldehid gyorsteszt eredményeire is tamaszkodtunk. Az esetleges elillanas kovetkeztében
fellép6 koncentraciocsokkenés kimutatasara a formaldehides tesztek soran harom abiotikus
kontroll rendszert is Gsszeallitottunk, melyek DM minimal tapoldatot, higany-szulfatot (240
mg/l) és formaldehidet (40 mg/l) tartalmaztak.

4.8. ,,Resting cell” (nyugvo sejtes) Kisérlet

A ,resting cell” vagy mas néven ,,nyugvo sejt” kifejezés olyan metabolikusan aktiv
(indukalt enzimeket hordozd) sejteket jelent, amelyek olyan kozegben vannak
felszuszpendalva, ami a szaporodasukat, illetve 0 fehérjék szintetizalasat nem teszi lehetdvé.
Ily médon nagyszamu baktériumsejt vizsgalhato kis térfogatokban, ezért gyakran alkalmazzak
az eljarast példaul a biodegradaciora képes torzsek bontasi sebességének Osszehasonlitd
elemzésére.

A CH28 jelii izolatum degradéacios potencialjat 6ssze kivantuk hasonlitani a mar leirt

DIPE-bontasra képes mikroorganizmusokéval. A teszthez a CH28 sejtjeit 200 mg/l DIPE-vel
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kiegészitett SMM tapoldatban, 32 °C-on neveltik el6. A minél pontosabb
Osszehasonlithatosag érdekében a kisérletet az Aquincola tertiaricarbonis L108 torzsnél leirt
(70) vizsgalat szerint valdsitottuk meg. A DIPE-n felndvesztett sejteket a modszerleirasban
ismertetettek szerint centrifugaltuk (4.2.3 fejezet), majd kétszer MSM tapoldattal (70) mostuk.
Az elokészitett sejtek OD7qp értékét MSM tépoldattal 2,5-re allitottuk be. (Az értekezésemhez
végzett Osszes kisérletben 600 nm-en mértiik az optikai denzitast, kivéve ezt a tesztet, mivel
az L108 torzs esetében is ODyqp értékeket adtak meg. Az eredmények Osszehasonlithatosaga
érdekében ennél a vizsgalatnal indokoltnak tartottam az azonos, 700 nm-en torténd
méréseket.) Az L108 torzsnél leirt eljarason csak egy ponton valtoztattunk: a nitrogénmentes
MSM minimal tapoldat pH-jat a cikkben szerepld 7,5 helyett 6,0-ra Aallitottuk be. A
nitrogénmentes tapkoézegnek koszonhetden a sejtek nem tudnak szaporodni, igy a kisérleti
rendszerekben a vizsgalat teljes id6tartama alatt allandonak tekinthetd a sejtszam.
A harom parhuzamosban Gsszeallitott kisérleti rendszereket (100 ml-es tivegekben 30
ml végtérfogatban) jol zarddo, teflonbevonatii szeptummal ellatott kupakokkal zartuk le. A
mintavételezés a szurhatd szeptumokon keresztiil, Hamilton-fecskenddvel, az illékony
komponensek meghatarozasanal leirt modon (4.14.1 fejezet) elokészitett headspace-es
iivegekbe, koncentraciotol fliggden 5-szOrds vagy 50-szeres higitasban tortént. A levett
analitikai modszerleirasban részletezett 1épések (4.14.1 fejezet) szerint zajlott.
A tesztrendszerek az Gsszeallitasukat kovetéen azonnal sikrazoba keriiltek (150 rpm),
majd 30 perc razatdas utan kiindulasi mintakat vettiink bel6lik. Ezt kovetdéen a
mikrokozmoszok a tovabbi mintavételig ismét visszakeriiltek a 30 °C-os razdgépbe
inkubalodni. A tesztrendszerekbol oranként tortént a mintavételezés, a kisérlet idotartalma 11

ora volt.

4.9. A DIPE lebontasi utvonalaban szereplé intermedierek azonositasa a

CH28 jelii izolatummal

A DIPE degradacios utvonalanak feltérképezéséhez a CH28-at TSB tapoldatban
novesztettilk fel. A starter kultirat a modszerleirasban (4.2.2 fejezet) ismertetettek szerint
készitettiik el6. 250 ml-es tivegekben, 50-50 ml SMM tapoldatban a kiindulasi ODggo értéket
0,050-ra allitottuk be, majd a rendszerekbe 1 mM (102,18 mg/l) DIPE-t juttattunk, végiil 25
°C-on, 150 rpm-mel razatva inkubaltuk oket. (Doktori értekezésemben a mért koncentracidkat

minden esetben mg/l-ben adtam meg, kivéve ennél a kisérletnél, mivel a lebontasi utvonal
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feltérképezése soran  meghatdrozé szerepe lehet a  keletkezd  koztitermékek
anyagmennyiségének.) A CH28 torzset nem tartalmazo6, higany-szulfattal (240 mg/l)
kiegészitett abiotikus kontrollokat, illetve a beoltott kisérleti rendszereket harom-harom
parhuzamosban vizsgaltuk. A rendszerek 0Osszedllitdsat kovetdé 30 perces razatasnak
koszonhetden a DIPE beoldddott, igy az analitikai mddszerleirdsban ismertetett modon
(4.14.1 fejezet) kiindulasi mintat tudtunk venni annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az

srer

mintavételezések 20 oranként torténtek a DIPE mineralizécidjanak eléréséig.

4.10. A CH28 jelii izolatum mikrokozmosz tesztjei DIPE-vel mesterségesen

szennyezett talajvizekkel

A mikrokozmosz tesztekhez gazolajjal szennyezett teriilet szennyezési cso6vajabol
szarmazo talajvizeket (1. szami melléklet) hasznaltunk. A kisérlet soran kétféle DIPE
koncentraciot (75 és 300 mg/l) vizsgaltunk. A mikrokozmosz rendszerek beoltasat TSB-n
felnott CH28 tenyészettel valositottuk meg (4.2.2 fejezet), a kiindulasi ODgqp érték 0,050 volt.
Az alabbi kisérleti rendszereket allitottuk 6ssze, 3-3 parhuzamosban, 250 ml-es iivegekben,
50 ml végtérfogatban:

- Abiotikus kontroll: Higany-szulfattal (240 mg/l) kiegészitett rendszer

- Biotikus kontroll: Csak talajvizet, illetve DIPE-t tartalmazott

- Biostimulalt: Asvanyi so keverékkel kiegészitett

- Biostimulalt és bioaugmentalt: CH28 inokulummal és asvanyi s6 keverékkel

kiegészitett

Az abiotikus mikrokozmoszokhoz adott higany-szulfat célja, hogy eldlje a talajvizben
¢lémikroorganizmusokat. A biostimulaci6 soran az aldbbi makro- ¢és mikroelemeket
hasznaltuk: nitrogén (ammoénium-foszfatok és karbamid formajaban, 120 mg/l), foszfor
(ammoénium- és kalium-foszfatok formdajaban, 113 mg/l), kalium (kalium-monofoszfat és
kalium-szulfat formajaban, 43 mg/1), kén (kalium-szulfat formajaban, 9 mg/l), vas (1,4 mg/l),
réz (0,7 mg/l), mangan (0,7 mg/1), cink (0,7 mg/1), bor (0,3 mg/1) és molibdén (0,01 mg/1).

A talajviz eredeti allapotdban nem tartalmazott DIPE-t, igy azt a megfeleld
koncentracioban (75 és 300 mg/l) mi adtuk hozza a rendszerekhez.

A mikrokozmoszok az Osszeallitasukat kovetéen azonnal sikrazoba kertltek (150

rpm), majd 30 perc razatas utan kiindulasi mintakat vettiink bel6lilk. A mintavételezés a
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nyugvo sejtes kisérletben (4.8 fejezet) ismertetettek szerint tortént. A levett mintak
modszerleirasban (4.14.1 fejezet) részletezett 1épések szerint zajlott. Az elsé mintavételt
kovetden a rendszerek a tovabbi mintavételig ismét visszakeriiltek a 30 °C-os razogépbe
inkubalodni. A DIPE-vel szennyezett talajvizekkel Osszeallitott mikrokozmosz rendszerek

esetében 6 oranként tortént a mintavételezés.

4.11. ETBE-bonté mesterséges konzorcium létrehozasa a CH28 jeli

izolatum és a Hydrogenophaga sp. T4 torzsekkel

El6kisérleteinkbdl mar tudtuk, hogy a CH28 jelii izolatum bar képes az ETBE-t TBA-ig
bontani, azonban a keletkezd alkoholt mar nem tudja tovdbb hasznositani. Kordbbi
kutatdsaink eredményeként kutatointézetiink rendelkezik egy olyan izolatummal
(Hydrogenophaga sp. T4), amely az ETBE-t nem, de a TBA-t képes rendkiviil hatékonyan
bontani. A T4 jelii baktériumtorzset lizemanyaggal szennyezett talajvizbél izolaltuk, a CH28-
nal ismertetett dusitasos-szélesztéses modszer szerint (4.1 fejezet) egyediili szén- és
energiaforrasként TBA-t (200 mg/l) alkalmazva. A T4 torzs nem képes egyik éter tipusu
lizemanyag oxigenat biologiai lebontasara sem, azonban a TBA-t 1000 mg/l feletti
koncentracidban is képes mineralizalni.

A mesterséges konzorcium teszteléséhez, a DIPE-s mikrokozmosz kisérletekhez
hasonldan, gazolajjal szennyezett teriilet melldl vett talajvizeket hasznaltunk (1. szamu
melléklet). A haromféle ETBE-koncentracidé (50, 200 és 500 mg/l) vizsgalatdhoz mas-mas
mintavételi kutbol szarmazo talajvizekkel dolgoztunk. A CH28 torzset TSB tapoldatban
szaporitottuk fel. A T4 torzs elondvesztése 100 ml SMM tapoldatban, 200 mg/l TBA-n, mint
egyediili szén- és energiaforrason, 25 °C-on, 150 rpm-en torténd razatassal tortént, az
inkubacios id6 egy hét volt. A tenyészeteket 12 percig 20 °C-on 5500 rpm-en lecentrifugaltuk
és a feliiluszokat leontottiik. Ezutan 1000 ul SMM tapoldattal mostuk a kiiilepedett sejteket,
ezt kdvetden 3 percig 12000 rpm-en centrifugaltuk a mintakat. A feliiluszokat eltavolitottuk,
végiil 1000 ul SMM tapoldatba felvettiik a mintakat.

Az alabbi kisérleti rendszereket allitottuk 6ssze, 250 ml-es tivegekben, 50 ml végtérfogatban:
- Abiotikus kontroll: Higany-szulfattal (240 mg/l) kiegészitett rendszer
- Biotikus kontroll: Csak talajvizet tartalmazé mikrokozmosz
- Biostimulalt: Asvanyi sé keverékkel adalékolt rendszer

- Bioaugmentalt 1.: CH28 torzzsel beoltott, asvanyi so keverékkel kiegészitett
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- Bioaugmentalt 2.: Mindkét térzzsel beoltott, 4svanyi so keverékkel kiegészitett
- Bioaugmentalt 3.: Hydrogenophaga sp. T4 torzzsel beoltott, asvanyi s6 keverékkel

kiegészitett

Az Abiotikus, Biotikus és Biostimulalt mikrokozmoszok célja és dsszeéllitasanak modja
megegyezik a DIPE-vel kiegészitett talajvizes mikrokozmoszoknal (4.10 fejezet) leirtakkal.

A Bioaugmentalt 1. és a Bioaugmentalt 3. rendszerekben a CH28, illetve a
Hydrogenophaga sp. T4 kiindulasi ODggo értékét 0,050-ra allitottuk be. A Bioaugmentalt 2.
rendszerekben ez az érték 0,025 volt mind a CH28, mind pedig a Hydrogenophaga sp. T4
esetében, ezaltal el tudtuk érni, hogy az 6sszes mikrokozmosz ugyanarrol a kiindulasi optikai
denzitas értékrdl induljon.

A biostimulacié soran a DIPE-s mikrokozmoszoknal leirt makro- és mikroelemeket
(4.10 fejezet) hasznaltuk. A talajviz eredeti allapotaban nem tartalmazott ETBE-t, igy azt a
megfeleld koncentracioban adalékoltuk a rendszerekhez. Minden Gsszeallitast 3-3
parhuzamosban vizsgaltunk, a rendszereket a nyugvo sejtes kisérletnél mar ismertetett,
szurhaté kupakos iivegekben allitottuk 0Ossze. A mintavétel moddja és az éterek
szerint valdsult meg.

Az osszeallitott mikrokozmoszokat sikrazoba helyeztiik (150 rpm, 25 °C), majd 30 perc
razatast kovetden kiinduldsi mintdkat vettiink bel6liik. Ezutdn a tovabbi mintavételig a

rendszereket visszahelyeztiik a razégépbe inkubalodni.
4.12. A CH28 jelii izolatum kometabolikus képességeinek vizsgalata

A kometabolizmus vizsgalatahoz a CH28 jeli izolatumot DIPE-n ndvesztettikk eld
(4.2.3 fejezet) és a DIPE-vel kiegészitett mikrokozmosz teszteknél leirt modszerrel (4.10
fejezet) készitettiik eld. A tesztrendszereinket a korabbi kisérletekben is hasznalt szhrhato
kupakos, jol zarodo {iivegekben allitottuk 0Ossze 0,050-0s kiinduldsi ODggo értékkel. A
mintavételezés az analitikai modszerleirasban (4.14.1 fejezet) ismertetettek szerint tortént.
mikrokozmosz tesztrendszert allitottunk 6ssze 250 ml-es iivegekben, 50 ml végtérfogatban,
harom-harom parhuzamosban:

- Abiotikus kontroll: Higany-szulfattal (240 mg/l) kiegészitett DIPE-t, MTBE-t és

TAME-t tartalmaz6 kontroll rendszerek
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- DIPE-t tartalmazo rendszer

- MTBE-t tartalmazo rendszer

- TAME-t tartalmaz6 rendszer

- DIPE-t és MTBE-t is tartalmaz6 rendszer
- DIPE-t és TAME-t is tartalmazo rendszer

A mikrokozmoszokat tartalmazo tivegeket 32 °C-on, 150 rpm-en razattuk. A

crer

MS-sel hataroztuk meg (4.14.1), a mikroorganizmusok szaporodasat pedig spektrofotométer

segitségével (ODggp) kovettitk nyomon.
4.13.Laboratoriumi oszlopkisérletek

Az oszlopreaktorokban folytatott
vizsgalatok a folyamatos anyagaramok

révén  kozelebb dllnak a  terepi

megvalositasokhoz, mint a
laboratoriumban Osszeallitott
mikrokozmosz tesztrendszerek.
Hasznalatukkal pontosabban

modellezhetd, hogy a kezelendd
kdézegben varhatéan milyen reakciok és
kolcsonhatasok fognak lejatszodni (145,
146).

A batch mikrokozmosz tesztek
mellett megvizsgaltuk a CH28 torzs
DIPE-, illetve a  mesterségesen

1étrehozott, CH28 és Hydrogenophaga

sp. T4 torzsekb6l allo  konzorcium
ETBE- ¢és  TBA-bont6 potencialjat 11. abra: A laboratériumi Kisérletek soran hasznalt
atfolyos rendszerekben (11. abra). oszlopreaktorok

Toltetként tobbféle homokot (0,5-
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2,0 mm szemcseméret), kétféle perlit (P2, illetve P3) és tézeg keverékét (tomegre
vonatkoztatva 1:4 aranyban), tovabba agyaggranulatumot (Szemcseatméré: 8 mm)
vizsgaltunk.

A kisérletek soran 730 ml-es rozsdamentes acél oszlopokat alkalmaztunk (belsé atméro:
53 mm, hossz: 300 mm), amelyek egymassal akar 6ssze is illeszthetéek. A DIPE-degradacios
tesztekben 2-2 oszlopot (kb. 1460 ml egyesitett térfogat) csatlakoztattunk egymassal, mig az
ETBE-bontast egyetlen oszlop segitségével vizsgaltuk.

Az oszlopok beoltdsahoz 250 ml TSB-n novesztett CH28 tenyészetet, tovabba az
ETBE-s oszlop esetében még 250 ml 200 mg/l TBA-n SMM tapoldatban felszaporitott T4
kultarat hasznaltunk. A tenyészeteket 12 percig 5500 rpm-en centrifugaltuk, majd két mosast
kovetden, 50 ml tapoldatba vettiik fel a sejteket. Ehhez a DIPE-s oszlopok hatékonysaganak
teszteléséhez kezdetben DM minimal tapoldatot, majd késébb ennek modositott valtozatat
(MDM tapoldat) hasznaltuk (6. tablazat).

6. tablazat: Az MDM tapoldat/taplemez 6sszetétele

K;HPO, 0,115¢
KH,PO, 0,591 ¢
(NH4),SO, 0,124 g
MgSO+*7H20 0,050 g
CaCl2*2H20 0,0125¢g
Mikroelem oldat 1ml
Agar (amennyiben sziikséges) 15¢
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,0

A DM kémbhatasat, valamint a pufferkapacitasat a benne 1év6 foszfatok (KoHPO, és
KH2PO,), mennyisége ¢és ardnya hatarozza meg. Mivel elézetes eredményeink arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a CH28 enyhén savas kornyezetben aktivabb, és jobban képes
szaporodni, mint semleges vagy lugos korilmények kozott, igy a DM tapoldatot ugy
modositottuk, hogy megvaltoztattuk a foszfatformak aranyat a Cold Spring Harbor Laboratory
foszfatpuffer receptje (143) alapjan. A tapkozegben a foszfat anyagmennyisége, valamint a
tobbi 0sszetevd valtozatlan maradt, csak a dikalium-hidrogén-foszfat és a kalium-dihidrogén-
foszfat egymashoz viszonyitott aranya méodosult. A DM tapoldatnak 6,70-es a pH-ja, mig az
MDM 6,00-0s pH-ra pufferelt, ezaltal a CH28 szamara optimalisabb kozeget biztosit. A

mesterséges konzorciumot vizsgald oszlopnal ETBE-vel (~25 mg/l) és TBA-val (~4 mg/l)
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szennyezett talajvizet alkalmaztunk, a szennyezett viz paramétereit az 1. szamt mellékletben
tiintettem fel.

Az oszlopok beoltasat steril flilkében egy perisztaltikus pumpa (aramlasi sebesség: 5
ml/perc) segitségével valositottuk meg (12. abra). A tomény oltokultarak megtapadasat
kovetéen az oszlopokat légtermosztatba (25 °C) helyeztiik, ahol csatlakoztattuk Oket az

oszlopokra felmené folyadékaramhoz (befoly6 ag), tovabba a kifolyd agak bekotésére is sor

kerilt.

12. abra: Az oszlopreaktorok beoltasa (bal oldali foté), illetve a mintavételi pont (befoly6 ag) kialakitasa
(jobb oldali foto)

Kisérleteink soran magnézium-peroxiddal és hidrogén-peroxiddal, mint ,,oxigén-leado”
vegyiiletekkel, illetve sterilre szlirt 1égkori levegd beinjektalasaval (80 ml/ora) biztositottuk a
megfeleld mennyiségli oxigént. A magnézium-peroxidot az oszlopreaktorok ,felvizi”
részében elhelyezett rétegében alakitottuk ki, a megfeleld6 mennyiségii hidrogén-peroxid
adagolasat, perisztaltikus pumpa segitségével valositottuk meg.

A DIPE-s kisérletekben DIPE-vel mesterségesen szennyezett MDM minimal tapoldatot,
mig az ETBE-s oszlopoknal 0,22 um-es steril sziirén atsziirt ETBE-vel és TBA-val
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kontaminalt talajvizet (1. szamu melléklet, GW-6 jelti talajviz) hasznaltunk. A pontos
koncentraciok bekeverését, illetve a megfelelé mennyiségli folyadékok oszlopra torténd
feljuttatasat minden oszlopreaktor esetében egy-egy HPLC pumpa biztositotta.

A hatékonyan miikodé DIPE-s oszlopok esetében a vizsgalat elsé szakasza (perlit-t6zeg
keverékes oszlop: 4-40. nap, agyaggranulatumos oszlop: 9-32. nap) alatt az oszlopokra
szakaszban (perlit-tézeg keverékes oszlop: 41-60. nap, agyaggranulatumos oszlop: 33-60.
nap) a 85 mg/l DIPE koncentraciét fenntartva az oszlopra felmené szennyezett viz aramlasi
sebességét fokoztuk. A kezdeti aramlasi sebesség minden oszlop esetében 500 ml/nap volt,
amelyet 100 ml/nap-pal emeltiink. A legnagyobb aramlasi sebesség a perlit-tézeges oszlop
esetében 800 ml/nap, mig az agyaggranulatumos oszlopnal 1300 ml/nap volt. A porustér
alapjan szadmitott tartozkodasi idé 500 ml/nap dramlési sebesség esetén a DIPE tesztek soran a
perlit-tézeg keverékes oszlopnal 16,8 6ra, mig az agyaggranulatumos oszlopnal 21,6 6ra volt.
Az ETBE-s tesztnél 8,4 6ra volt a tartozkodasi 1d0.

Az ETBE-s oszlopteszt soran egyetlen oszlopbol all6 (szimpla), mesterséges
konzorciummal beoltott oszlopreaktort vizsgaltunk. Ennél az oszlopnal a szennyezést a
talajviz (1. szamu melléklet, GW-6 jelii talajviz) biztositotta egészen a 49. napig, majd az 50.
napon annyi ETBE-t és TBA-t adalékoltunk a talajvizhez, hogy az ETBE koncentracidja a
szennyezett vizben talalhatdé ETBE-vel egyiitt 50 mg/l, a TBA mennyisége pedig 15 mg/l
legyen. Az ETBE-s oszlop aramlasi sebessége a kisérlet 112 napos iddtartama alatt allando
volt (500 ml/nap).

A bioaugmentalt oszlopok mellett két abiotikus, higany-szulfattal (0,5 g higany-
szulfat/ oszloptoltet kg) csiratlanitott oszlopot is teszteltiink, hogy felmérjiik a DIPE
parolgasat, tovabba megkotédését a kiilonbozo tolteteken. Ezekben a tesztekben is 2-2
oszlopot csatlakoztattunk egymassal. Az egyik abiotikus oszloptoltet P3 perlit és tézeg
keverék (tomegre vonatkoztatva 1:4 ardnyban), a masiké pedig agyaggranulatum
(szemcseatmérd: 8 mm) volt. Az abiotikus rendszerek a bioaugmentélt oszlopokkal azonos

feltételek mellett, azokkal megegyez6 paraméterekkel mitkodtek.
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A VOC komponensek nyomon kdvetése soran minden mintavételezés alkalmaval a
Hamilton-fecskend6 segitségével tortént, az oszlopok aljan (az oszlopra felmend, kezelendd
mintabol) és tetején (az oszloprol tavozo, tisztitott mintabol) kialakitott, szeptumokkal ellatott
mintavételi pontokbdl (13. abra). A mintavételezéshez jégbe hiitott HS iivegeket hasznaltunk.
Az illékony szerves komponensek meghatarozasa az analitikai modszerleirasban (4.14.1

fejezet) ismertetettek szerint tortént.

13. abra: Mintavételezés

A magas bioldgiai aktivitast mutatd oszlopok (14. abra) kifolyd agaibol kéthetente
vettiink mintat, hogy megbizonyosodjunk afelél, hogy az oszlopokon tovabbra is jelen vannak
az altalunk felhasznalt torzsek. A kéthetes mintavételek alkalméaval a CH28 és a T4 jelenlétét
a CH28 esetében TSA, mig a T4 torzsnél Luria-Bertani Agar (LBA) lemezeken
telepmorfologia alapjan, illetve DIPE-vel vagy TBA-val kiegészitett minimal tapoldatban is
monitoroztuk. Tovabba a torzsek jelenlétét havonta egyszer, kolonia PCR segitségével is
nyomon kovettiik (4.15.4 fejezet). Ezen feliil az ETBE-s oszlop kifolyd agabdl kéthetente 40-
100 ml mintat vettiink DNS tisztitasra, hogy meghatarozzuk a tavozo minta DNS-
segitségével is analizaltuk (4.15.2 fejezet), hogy megvizsgaljuk, az oszlopon megtelepedett
mikroba k6z0sségbdl kimutathato-e a CH28 és a T4.
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14. abra: Oszlopreaktorok miikodés kozben
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4.14. Az analitikai mérések modszertani leirasa

meghatarozasa

A mintavételezés a mikrokozmosz iivegek kinyitdsa nélkiil, szrhatd, teflonbevonata
szeptummal ellatott kupakokon keresztiil, Hamilton fecskenddvel tortént. A mintak higitasa a
mérni kivant komponensek varhaté koncentracidinak megfeleléen tortént, ~4 °C-0s vizet
tartalmazo, jégben allo, mintavevd automata altal kezelhetd HS tivegekbe. A mintékat teflon
bélésii, csavaros kupakokkal zartuk le, majd -80 °C-on taroltuk 6ket a mérés megkezdéséig.
meghatarozasahoz a -80 °C-on megfagyasztott HS livegekbe kimért mintakhoz 2 g natrium-
kloridot, 2 ml ~4 °C-0s vizet, és bels6 standardként 100 pl, metanolban oldott, jelzett
anyagmintakat (1,2-dikloretan-dg4, fluorbenzol, toluol-dg és p-bromfluorbenzol; 5 ml mintara
vonatkoztatva koncentracidjuk ~1000 pg/l) adtunk. Az igy el6készitett mintakat a késziilék
meghatarozasahoz ugyanezt a protokollt kovettiik, de belsé standardként csak az 1,2-
dikloretan-ds oldatat hasznaltuk. E komponensek analizis¢hez fejleszteniink kellett egy
kevésbe¢ intenziv felfiitési programmal rendelkez6 modszert.

Az automata mintaadagol6 az tivegeket egyenként 85 °C-on, 15 percen at razta, majd
ezt kdvetden vett a gazfazisbol 250 ul mintat, és a gazkromatografba (Agilent Technologies
6850GC) injektalta. Az injektor 250 °C-os volt, split lizemmddban (1:20) miikodott. Az
elvalasztast Rxi-624 Sil MS (20 m x 0,18 mm x 1,00 pum) kolonndn végeztiik, a mozgo6fazis
6.0 tisztasaga hélium volt.

A detektalast a géazkromatografthoz csatlakoztatott Agilent 5975C VL MS
tomegspektrométerrel végeztiik BFB tune modban, elektroniitkoztetéses ionizacioval (EI),
szelektiv ion monitoring (SIM) és pasztazd (SCAN) tizemmodban. A vivogaz hélium volt
(Linde, 6.0). A mérések elvart pontossdga £10% volt. A VOC mérések kalibralt tartomanya
10-6000 pg/l, alsd6 méréshatara pedig 10 pg/l volt. Az éterek, 2-propanol és aceton mérés
kalibralt tartomanya 200-10000 ng/l, alsé méréshatara az éterek esetében 10 ng/l, mig a 2-

propanolnal és az acetonnal 20 pg/1 volt.

4.14.2. Ecetsav mérése vizes matrixi mintakbol HS-GC/MS-sel
Az ecetsav mérésénél a mintavételezés, illetve higitas az éterek, 2-propanol és aceton

komponensek eldkészitésénél ¢és mérésénél leirtak szerint tortént. Az eljards sordn
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észterképzést alkalmaztunk: a minta 3 ml-éhez 2 g NaCl-ot, tovabbi 1 ml ultratiszta vizet,
majd a belsé standard oldatanak 100 ul-ét, 300 ul HPLC mindségli metanolt és 5 ul cc.
kénsavat adtunk. A mintakat 85 °C-on, 15 percig razattuk, majd gaztomor fecskendével 1 ml-t
injektaltunk a gazkromatografba. A méréseknél az illékony komponensek méréséhez is
hasznalt mérdberendezést hasznaltuk. Belsd standardként ecetsav-ds-et, 4-metil-valeriansavat
¢és p-bromfluorbenzolt hasznaltunk. Az ecetsav-metilészter kalibralt tartomanya 0,5-50,0 mg/I,

als6 méréshatara 0,5 mg/1 volt.

4.14.3. Anionok koncentraciéjanak meghatirozasa

A mintak eldkészitésekor a mintdkat 3 percig 13000-es fordulatszamon centrifugéltuk,
majd a feliiluszobol 1 ml-t vialokba (Agilent Technologies, AMBER, 2 ml, 9 mm S/T)
pipettaztuk, és a lezarast kovetden a késziilék mintatartojaba helyeztiik.

Az automata mintaadagold (Agilent Technologies 1260 ALS) 5 pul-t injektalt a
mintakbol. A mérést izokratikusan végeztiik, az eluens 1,8 mM Na,CO3 / 1,7 mM NaHCO;
puffer oldat, az aramlasi sebesség pedig 1,5 ml/perc volt. Az elvélasztast szobahdmérsékleten
Phenomenex STAR ION A300 kolonnaval végeztiik, SeQuant SAMS anion IC szupresszor
alkalmazasaval. A detektor Sykam S3111 CD volt. A mérés sordn az alabbi anionok
koncentracioit vizsgéltuk: klorid, szulfat, nitrat, nitrit, foszfat és bromid. A mérés alsod

méréshatara 1 mg/1 volt.

4.14.4. Szerves savak és alkoholok koncentraciojanak meghatarozasa

A mintakat az analizis kezdetéig lefagyasztottuk (-20 °C). Felolvasztas utan 3 percig
13000-es fordulatszamon centrifugaltuk ket, majd a felsziniikrél 1-1 ml-t vialokba (Agilent
Technologies, AMBER, 2 ml, 9 mm S/T) pipettaztunk, és a lezarast kovetden a késziilék
mintatartdjaba helyeztiik.

Az automata mintaadagold (Agilent Technologies 1260 ALS) 50 pl-t injektalt a
mintakbol. A mérést izokratikusan végeztiik, az eluens 0,01 N-os kénsav, az aramlasi
sebesség 0,6 ml/perc volt. Az elvalasztast Rezex Monosaccharide H+ (300 x 7,8 mm) kolonna
végezte, a kolonna homérséklete 50 °C volt. A detektalast Agilent UV és RID detektorral
végeztiikk. Az analizis id6tartama 30 perc. A mérés soran az alabbi vegyiiletek koncentracioit
vizsgéltuk: oxalsav, citromsav, piroszOlésav, tejsav, hangyasav, ecetsav, propionsav,
izovajsav, vajsav, metanol, etanol, 2-propanol és aceton. A mérés alsé6 méréshatara 5 mg/l

volt, kivéve a metanolt (50 mg/1), az etanolt (20 mg/1) és az acetont (15 mg/l).
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4.15.Molekularis bioldgiai vizsgalatok

4.15.1. DNS-izolalas és a DNS-koncentracié mérése
A genomi DNS izolalasa a Mo Bio PowerSoil® DNA Isolation Kit felhasznalasaval
Qubit® 2.0 Fluorometerrel (Invitrogen), dSDNA HS Assay Kit felhasznalasaval, a mintak 2

ul-ébol, a gyartd eldirasai szerint hataroztuk meg.

4.15.2. DGGE (denaturaldé gradiens gélelektroforézis) médszer a baktériumok nyomon
kovetésére

A 16S rRNS-t kodolo régiot eubaktériumokra specifikus primerekkel (EubA [5° AAG
GAG GTG ATC CAN CCR CA 3°] és EubB [5” AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’])
végzett PCR-rel (Polymerase Chain Reaction: polimeraz lancreakcid) amplifikaltuk, melyhez
templatként a mintakbodl izolalt DNS 10 ng-jat hasznaltuk fel. Negativ kontrollként olyan
reakcid szolgalt, ahol a templatként bemért DNS-t viz helyettesitette.

A reakcidk 15 pl térfogatban KOD polimerdz (Novagen) felhasznalasaval, PTC 200
Thermal Cycler (MJ Research) késziilékben zajlottak a kovetkezé programmal: denaturacid
(95 °C, 5 perc), majd 30 ciklus: denaturaci6é (95 °C, 20 masodperc), annealing (55 °C, 10
masodperc), extenzio (70 °C, 40 masodperc) és végsé extenzio (70 °C, 5 perc). A termékeket
1%-os agar6z gélen ellendriztiik.

A DGGE-hez sziikséges GC-clampet tartalmazé DNS fragmenteket egy tjabb PCR-
ben Aallitottuk eld. Ebben a reakcioban a kovetkezd két primerpart hasznaltuk: 341F-GC
[5'(CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G) CTACGG
GAG GCA GCA G 3"7és 907R [5' CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT 37, valamint 8F-GC
[5'(CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G) AGAGTT
TGA TCC TGG CTC AG 3'] és 519R [S'ATT ACC GCG GCT GCT GG 3'], templatként
pedig az el6z06, a teljes hosszusagu 16S rDNS-t amplifikalo PCR-ek 1 pl-e szolgalt. A PCR
reakciok 30 pl-es térfogatban a kovetkezd program alkalmazéasaval késziiltek: denaturacid
(95°C, 2 perc); 9 ciklus: denaturaci6 (95 °C, 20 masodperc), annealing (63 °C,
10 masodperc), extenzio (70 °C, 15 masodperc), ciklusonként az annealing homérséklet 1 °C-
kal csokkentve; 26 ciklus denaturacio (95 °C, 20 masodperc), annealing (55 °C, 10
masodperc), extenzid (70 °C, 15 masodperc) és végso extenzio (70 °C, 3 perc). A termékeket

1%-o0s agar6z gélen ellendriztiik, majd 15 pl-t valasztottunk el denaturald gélen.

54



A denaturdlo gradiens gélelektroforézist VS20WAVE-DGGE késziilékkel (Cleaver
Scientific Ltd) végeztikk. A fragmenteket 6%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el, amely
40-60% denaturald gradienst tartalmazott. A gélelektroforézis soran folyamatosan 60 °C-on
tartott homérséklet mellett 100 V-os fesziiltséggel 12-14 oran at végeztiik az elvalasztast. A
savokat GelRed festéssel tettiik lathatova és UV-transzilluminatort tartalmazo Vilber Lourmat

INFINITY VX2 képalkotd rendszerrel dokumentaltuk.

4.15.3. Szekvencia azonositas

Futtatds utdn az azonositani kivant DNS fragmenteket az akrilamid gélbdl kivagtuk,
egy ¢éjszakan at 50 pl AccuGENE™ (LONZA) vizben inkubaltuk 4 °C-on, majd ujra
amplifikaltuk a megfelel6 primerparral. A PCR amplifikaciohoz 5 pl-nyi, az akrilamid gélbol
vizbe oldodott DNS-t haszndltunk templatként, a reakciokoriilmények és primerek a fent
leirtak voltak. A PCR termékeket EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kittel (Bio
Basic) tisztitottuk, majd az igy kinyert DNS fragmentek nukleotidsorrendjének meghatarozasa
Sanger-féle szekvenalassal tortént. A kapott szekvencidkat a BLAST (National Center for

Biotechnology Information, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nukleotid adatbazisaval

hasonlitottuk dssze és azonositottuk.

4.15.4. Kolénia PCR

A lemezen nétt egyedi baktériumtelepekbdl  oltokacsnyi  mennyiséget
felszuszpendaltunk 20 pul AccuGENE™ (LONZA) vizben, majd 95 °C-on 10 percig
inkubaltuk. A feltart sejtek 1 pl-ét hasznaltuk templatként a baktériumok 16S rDNS-ét
amplifikdlo PCR-ben 50 pl végtérfogatban. A reakciok KOD polimerdz (Novagen)
felhasznalasaval, PTC 200 Thermal Cycler (MJ Research) késziilékben zajlottak a kdvetkez6
programmal: denaturacio (95 °C, 5 perc), 30 ciklus: denaturacio (95 °C, 20 masodperc),
annealing (55 °C, 10 masodperc), extenzid (70 °C, 40 masodperc), majd végsé extenzid (70
°C, 5 perc). Az eubaktériumokra specifikus primerek az EubA [5° AAG GAG GTG ATC
CAN CCR CA 3°’] és EubB [5° AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’] voltak. A
termékeket 1%-os agardéz gélen ellendriztik, tisztitottuk, megmértik a DNS

koncentraciojukat, majd tovabbitottuk Sanger-féle szekvenciameghatarozasra.

4.15.5. A CH28 de novo genomszekvenalasa
A DIPE-bont6 CH28 genetikai hatterének atfogobb megismerése érdekében
megszekvenaltattuk a térzset. A DNS izolalasahoz a moddszerleirasban ismertetettek szerint

DIPE-vel indukalt oltokultarat allitottunk elé (4.2.3 fejezet). A genomi DNS izolalasat az
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UltraClean® Microbial DNA Isolation Kittel (MO BIO Laboratories, Inc.) a gyarto eléirasait
kovetve hajtottuk végre.

A genomi konyvtar készitéséhez a SureSelect®™ (Agilent) konyvtarkészitd reagenst
hasznaltuk a gyartoi protokollnak megfeleléen. Az Gjgeneracids szekvenalas Illumina MiSeq
késziiléken =zajlott (250-bp paired-end szekvenalas). Els6ként a nyers, paired-end
szekvencidkban el6forduld szekvenalasi hibdkat a Lighter (v1.1.1) programmal korrigaltuk
(147). Mivel a szekvenciaparok az inszertméret miatt atfednek, ezért mesterséges hosszu read-
eket lehet beldliik épiteni. Az ilyen megoldas javitja az 0sszeszerelés hatékonysagat. Ezt a
fuzios miveletet a FLASH programmal (v1.2.11) végeztik (148). A vektor eredetii
szekvenciakat a DeconSeq (v0.4.3) programmal tavolitottuk el (149), melyhez referenciaként
az UniVec adatbazisat hasznaltuk. A program nem tud parositott read-ekkel dolgozni, ezért az
eredeti parositds elvész, ami jelentds informdacidveszteséget jelent. Az eredeti parositast a
fastg-pair (v0.1) programmal helyre lehet allitani, de nem minden esetben, mivel a tisztitas
soran egyes parositott read-ek egyik fele elvész (150). Az el6készitési miiveletek soran igy
végll harom read-csoportunk lesz: Osszeillesztett hosszu read-ek, parositott, illetve
parositatlan read-ek. A héarom szekvenciacsoport felhasznalasdval a vézlatos genomot a
MIRA genom-Gsszeszereld programmal (v5rc2) épitettik meg. A teljes bioinformatikai

pipeline megtalalhato az alabbi linken: https://github.com/gyulap/CH28 genome_assembly.

A vazlatos genom 4altal kodolt géneket az NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
segitségével azonositottuk.

A torzs rokonsagi viszonyainak megallapitasa soran a nukleinsav adatbazisokbol elérhetd
genomszekvenciakkal torténd Osszehasonlitd analizishez a JSpeciesWS-t (v3.1.2) (151)
hasznaltuk. A szekvenciak illesztését a ClustalW program, a filogenetikai fa készitését pedig a
MEGA X (152) programban a szomszédosszevond vagy neighbor-joining moédszer (NJ
method) (153) segitségével végeztiik el. Az evolucids tavolsagok kiszamitasa a LogDet

(Tamura-Kumar) moédszerrel (154) tortént.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. DIPE-bontasra képes egyedi baktériumtorzs izolalasa talajvizbol

Célkitizéseink  megvalositdsahoz,  vagyis, hogy izoldljunk egy olyan
mikroorganizmust, mely alkalmazhato DIPE-vel szennyezett teriiletek bioldgiai
karmentesitése soran, DIPE-vel szennyezett talajvizmintakbol végeztiink dusitasi, izolalasi
Iépéseket. A dusitasok soran DIPE-n, mint kizardlagos szénforrason jelentés novekedést
mutaté mintat, a CH28-nak elnevezett torzset egy gyogyszergyarhoz kozeli teriiletrél
szarmazo szennyezett talajvizmintabol, 200 mg/l DIPE-n torténd dusitassal izolaltuk. Ehhez
az eljarashoz azért a 200 mg/l1 DIPE koncentraciot valasztottuk, mert az éterbontok disitdsara
¢s izolalasara ez a legaltalanosabban hasznalt mennyiség (58, 155). A tovabbiakban az izolalt
baktérium rutinszer(i fenntartasat, a gazdag tapkozeg (TSB) mellett, DIPE-n, mint egyediili
szén- ¢s energiaforrason végeztiik.

A CH28 a 16S rDNS szekvenciaja alapjan az Aktinobaktériumok torzsébe, a
Mycobacteriaceae csaladon beliil a Mycolicibacterium nemzetséghez (,,Fortuitum-Vaccae”
klad) sorolhato (93, 156, 157). Az altalunk izolalt baktériumtorzs a gyors novekedésii, nem

patogén mikobaktériumok kozé tartozik.
5.2. A Mycolicibacterium sp. CH28 de novo genomszekvenalasa

A DIPE-bont6 Mycolicibacterium sp. CH28 genetikai hatterének atfogdbb megismerése
érdekében megszekvenaltattuk a torzs teljes genomjat. A de novo genomszekvenalasbol nyert
1214702 db szekvenciarészletbdl 43 kontigot (minden kontig 500 bp-nal hosszabb)
allitottunk Ossze, amelyek egyiittes hossza 6 046 830 bp (48x lefedettség). Az Nsy érték
426 266 bp volt. A genom G+C tartalma 66,7%, mely érték a nemzetségen beliil atlagosnak
tekinthetd.

A genomszekvencia adatok alapjan sikertiilt azonositanunk az EthB enzimet kodolo ethB
gén jelenlétét, amely 99%-os hasonlosagot mutatott a R. ruber IFP 2001 és az A.
tertiaricarbonis L108 azonos génjével. A gén altal kodolt citokrom P450 monooxigenaz
enzim bizonyitottan részt vesz az ETBE, a DIPE ¢és mas dialkil éterek lebontasaban is (68, 70,
72).

A CH28 genomjaban az ethB regulatora, az ethR gén szintén detektalasra keriilt. A gén

jelenléte miatt feltételezhet6 az eth operon specifikus szabalyozasa a CH28-ban.
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A teljes genom shotgun projekt a DDBJENA/GenBank-ba keriilt feltoltésre
SRLQO0000000 azonosité szammal (BioProject azonosité: PRINA520790, BioSample
azonositdo: SAMN10867835). A nyers szekvenciaadatok letolthetéek az NCBI SRA
adatbazisabol (azonositdé: SRR8797416). A szekvenalasi adatok kiértékelését a Microbiology

Resource Announcements folyoéiratban publikaltuk (158).
5.3. A Mycolicibacterium sp. CH28, mint 1j faj

A baktérium teljes hosszsagi 16S rDNS-ének a SILVA nem redundans (nr)

adatbazisaval (https://www.arb-silva.de/) torténd Osszehasonlitdsa soran harom olyan

baktériumot talaltunk, amelyek legalabb 98,7%-0s azonossagot mutattak az altalunk vizsgalt
torzzsel. E harom baktérium koziil kettének (Mycobacterium sp. DL592 /javasolt név:
Mycolicibacterium sp. DL592, NCBI azonosité: NZ_CP050192.1/ és a Mycolicibacterium
anyangense sp. JCM30275 /NCBI azonosito: NZ AP022620.1/) elérhetd a teljes

genomszekvencidja, igy ezeket a torzseket mélyrehatdbban 6ssze tudtuk hasonlitani a CH28
torzzsel. Mivel a JSpeciesWS adatbazisaban nem talalhato meg a két 6sszehasonlitani kivant
baktérium, igy ezek adatait, a CH28 torzzsel egyiitt, feltoltottiik a szerverre, majd a
MUMmer algoritmussal kiszamoltuk az ANI-t. A Mycobacterium sp. DL592 esetében
84,76%-0s (45,73%-os nukleotid illeszkedés), mig a Mycolicibacterium anyangense sp.
JCM30275-nal 84,56%-0s (41,11%-o0s nukleotid illeszkedés) egyezést talaltunk. Tehat a
genomoknak kevesebb, mint a fele illeszkedett, és ami illeszkedett, az is kevesebb, mint
85%-o0s azonossagot mutatott.

A JSpeciesWS az ANI meghatirozasan kiviil tetranukleotid-Osszetételen alapulo
Osszehasonlitasra is lehet6séget nyujt (Tetranucleotide Signature Correlation Index,
(TETRA)) (151). A TETRA-n alapuld Osszehasonlitas soran hat baktériumot talaltunk,
amelyek az elfogadhato szinten (>0,989%) beliili, de a kiiszobérték (<0.999%) (159) alatti
értékekkel rendelkeztek. E hat mikroorganizmus genomszekvencidjat is Osszevetettiik a
CH28 torzsével. Az Osszes, eredményként kapott ANI érték alapjan valamennyi vizsgalt
torzs genomszekvencidja csak 85% koriili azonossagot mutatott a CH28 torzsével (7.

tablazat).
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7. tablazat: A Mycolicibacterium sp. CH28 tetranukleotid-osszetételen alapulé 6sszehasonlitasa a kozeli

rokon mikobaktérium torzsekkel

Vizsgalt baktérium ANI Nukleotid illeszkedés
Mycolicibacterium rhodesiae JS60 84,80% 44,14%
Mycolicibacterium aromaticivorans JS19b1 84,74% 42,17%
Mycolicibacterium sphagni ATCC 33027 84,74% 43,92%
Mycobacterium sp. EPa45 84,71% 42,34%
Mycolicibacterium rhodesiae DSM 44223 84,62% 43,60%
Mycolicibacterium aichiense NCTC 10820 84,56% 44,01%

A fenti értékek mindegyike jelentdsen a 95-96%-os kiiszobérték alatti (142), amibél az
kovetkezik, hogy az éltalunk izolalt térzs valdszinisithetden j fajnak tekinthetd.

A CH28 torzs (NZ_SRLQO00000000.1) rokonsagi viszonyainak abrazolasara a 16S

rDNS szekvencidk alapjan elkészitettiik a torzs legkozelebbi rokonainak filogenetikai

56 Mpycolicibacterium duvalii strain ATCC 43910 Mycolicibacterium
Jl——z Mycolicibacterium agri strain DSM 44515 "Fortuitum-Vaccae"clade
Mycolicibacterium flavescens strain ATCC 14474
Mycobacterium sp. strain DL592

{ Mycolicibacterium anyangense JCM30275
I: Mycolicibacterium madagascariense strain P2
Myecolicibacterium moriokaense strain DSM 44221
Mycolicibacterium sp. strain CH28
Mycolicibacterium monacense strain B9-21-178
7'_? Mycolicibacterium vaccae strain ATCC 15483
99 Mycolicibacterium austroafricanum strain ATCC 33464

— Mycolicibacterium tusciae strain CIP 106367
[ Mycolicibacterium komossense strain Ko2

torzsfajat (15. abra).

_99|: Mycolicibacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum strain NCH
Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum DSM 46621 ATCC 6841
Mycolicibacterium boenickei strain W5998

89

—98|: Mycolicibacterium septicum DSM 44393 strain W4964
————————— Mycolicibacterium pallens strain czh-8
Mycobacterium rhodesiae strain 1S60
ﬁE Mycolicibacterium rhodesiae strain DSM 44223
92 Myecolicibacterium aromaticivorans strain JS19b1
— Mycolicibacter terrae strain CIP 104321 Mycolicibacter
99{ Mycolicibacter kumamotonensis strain CST 7274 "Terrae"clade
75 Mycolicibacter senuense strain 05-832
499: Mycobacteroides abscessus strain DSM 44196 Mycobacteroides
Mycobacteroides franklinii strain CV002 "Abscessus-Chelonae"clade
99 Mycolicibacillus trivialis strain ATCC 23292 Mycolicibacillus
—: Mycolicibacillus koreensis strain 01-305 "Triviale"clade

51 _|: Mycobacterium bouchedurhonense strain 4355387 Mycobacterium
99 Mycobacterium marseillense strain 5356591 "Tuberculosis-Simiae"clade
Dietzia sp. E1

15. abra: A mikobaktériumok 16S rDNS szekvenciakon alapulé filogenetikai torzsfaja
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5.4. A Mycolicibacterium sp. CH28 novesztésének altalanos jellemzoi

Mikroszkoppal megvizsgalva a CH28 sejtjei atlagosan 2,0 um x 0,8 pm nagysaguak, a
mikobaktériumokra jellemzdéen palcika alaktiak. TSA lemezen, 32 °C-on, 7 napig torténd

e

inkubaciot kdvetden a torzs atlagosan 1-2 mm atmérdji telepeket képzett (16. abra), melyek

szine kezdetben enyhén sargas, majd par nap elteltével narancssargassa, kissé barnassa valtak.

16. abra: A Mycolicibacterium sp. CH28-rél késziilt TEM foto. A képeket FEI TECNAI G2 20 X-Twin

transzmisszios elektronmikroszképpal, 100 kV gyorsitéfesziiltség alkalmazasa mellett készitettiik

A torzs érdekes novekedési tulajdonsaga volt, hogy fényen torténd inkubdacié hatasara
a telepek egy arnyalatnyival narancssargasabbak lettek (17. abra). A genomszekvenciabodl
nyert adatok alapjan feltételezhetd, hogy a CH28-ban a narancssarga szinért karotinoid

pigment(ek) felelos(ek).

17. abra: A fény hatasa a Mycolicibacterium sp. CH28 torzs novekedésére: az inkubacié a bal oldali Petri-

csésze esetében fényen tortént, mig a jobb oldalinal sététben
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5.5. A Mycolicibacterium sp. CH28 homérséklet optimuma

A késobbi kisérletekhez, vizsgéalatokhoz célszeri megallapitani, hogy az altalunk izolalt
mikroorganizmus milyen hdmérsékleti toleranciaval rendelkezik, illetve hogy azon beliil is mi
szamara az optimalis hémérsékleti tartomany. A CH28 hdmérséklettiirését 6 °C és 37 °C
kozotti tartomdnyban vizsgaltuk, a tesztet - a vizsgalni kivant nagyszdmu kisérleti
hémérséklet folytan - két részletben hajtottuk végre. A kisérlet elsé felében a magasabb
hémérsékleteket, a 25-37 °C kozotti tartomanyt tanulmanyoztuk. A tapoldatban (18. abra) és
a lemezeken (20. abra) tapasztalt eredmények kivalo 6sszhangban voltak: a TSA lemezeken
megfigyelt novekedési intenzitas hasonl6 tendenciat mutatott, mint amit a folyadékkulturak
esetében lattunk. Az eredményeknek koszonhetden mar az egy hetes inkubacidt kdvetden
sikeriilt megallapitanunk, hogy az izolatumunk szamara optimalis hémérsékleti tartomany:
30-32 °C. Az optimalis tartomanyban inkubalt lemezek esetében a telepek a vizsgalt egyéb
hémérsékleti értéktdl eltérést mutattak: a csontszinii telepek az egy hetes inkubacié soran
fokozatosan narancssarga szinivé valtoztak. A vizsgalatot a 35 °C és 37 °C-os mintak
esetében tovabbi két hétig folyatattuk, azonban szamottevd nodvekedést mar egyik
hémeérsékleten sem tudtunk megfigyelni. A 35 °C hémérséklet jelentésen, a 37 °C pedig
teljesen gatolja a CH28 szaporodasat.

1,2

1,0

0,8

0,6 I

ODGOO

04

0,2

0,0 | "4

25°C 28 °C 30 °C 32°C 35°C 37°C

Homérséklet

18. abra: Hémérséklet tolerancia teszt 25-37 °C-on TSB tapoldatban, egyhetes inkubaciot kovetéen. A

hibasavok a harom parhuzamos minta szérasat jelolik

A vizsgalat masodik felében az alacsonyabb hdémérsékleti tartomanyon (6-20 °C)

kovettiik figyelemmel a CH28 torzs novekedését (19. abra). Az adatok Osszehasonlitasa
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érdekében kontrollként 30 °C-on ismét teszteltiik a novekedést. A kontrollként hasznélt 30
°C-nal mért ODggy értékek eltérnek a magasabb és az alacsonyabb homérsékleti
vizsgalatoknal, mivel az alacsonyabb hémérséklet vizsgalatakor az inkubécios idé (hdrom hét)
haromszor hosszabb volt, mint a magasabb homérsékletek tesztelése soran. A 25-37 °C
tartomanyhoz hasonldan, ennél a vizsgalatnal is azonos tendenciat tudtunk megfigyelni a torzs
novekedési intenzitdsdban a kiilonbozé homérsékleti értékeknél inkubalt folyadék

tenyészetek, illetve szélesztések esetében.

2,0
I
1,6 |
I

1,2 |
a 0,8 —
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[
0,0
6 °C 10 °C 15°C 20 °C 30 °C
Homérséklet

19. abra: Hémérséklet tolerancia teszt 6-30 °C-on TSB tapoldatban, haromhetes inkubaciot

kovetden. A hibasavok a hirom parhuzamos minta szérasat jelolik

6 °C-on a haromhetes inkubaciot kovetden sem tudtunk novekedést megfigyelni a
tapoldatokban és a lemezeken sem. 10 °C-on a kéthetes inkubacional kis telepek jelentek
meg, amelyek a harmadik hétre még jobban lathatova valtak. 15 °C-on sok kicsi, jellemzden
1, maximum 2 mme-es telep nétt fel a lemezeken. 20 °C-on az els6 hét végére sok 1,5 mm-es
telep valt lathatova, amelyek a masodik hétre 3-4 mm-esek, majd a harmadik hét végére akar
5-6 mme-esek is lehettek. A 30 °C-on inkubalt lemezek esetében jelentek meg legkorabban a

telepek, amelyek mar az elsd hét végére narancssargava valtak.
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20. abra: A CH28 6-30 °C-on torténd inkubaciéja soran képzett telepei hirom hetes inkubaciét

kovetoen

5.6. A Mycolicibacterium sp. CH28 pH toleranciajanak vizsgalata

A CH28 pH optimumanak meghatarozdsa soran a savas tartomany pH értékeit
(pH=3,0-7,0) citrat-foszfat puffer segitségével allitottuk be és vizsgaltuk. A pufferoldatot 200
mg/l DIPE-vel, mint egyediili szén- és energiaforrassal, tovabba K;HPO,4- és KH,PO4-mentes
DM tépoldattal egészitettiink ki. A szubsztrathasznositasi tesztek eredményeibdl tudtuk, hogy
a CH28 a citratot (citromsavat), mint egyediili szén- és energiaforrast nem képes hasznositani,
emiatt a savas ¢és a ligos rendszerekben is egyenlé mennyiségii felhasznalhato szénforras (200
mg/l) allt izolatumunk rendelkezésre. A lagos pH tartomany értékeit (pH=7,5-10,00) DM
tapoldat és 5 normalos kalium-hidroxid oldat megfeleld aranyban torténd keverésével
allitottuk el6, szén- és energiaforrasként ezekhez a rendszerekhez is DIPE-t (200 mg/l)
adagoltunk. A kéthetes, 32 °C-on torténd inkubaciot kovetden mért ODggp eredményekbdl
(21. abra) lathato, hogy az altalunk izolalt torzs savas kozegben (pH=4,6-6,6) gyorsabb
szaporodasra képes. A legmagasabb ODggo értékeket 5,00-6s (ODggo= 0,218) és 6,00-0S
(ODgpp=0,222) pH értékek mellett tapasztaltuk.
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21. abra: A CH28 pH-tiiré képessége. A hibasavok a harom parhuzamos minta szérasat jelolik

5.7. A Mycolicibacterium sp. CH28 sotiiré képessége

A Mycolicibacterium sp. CH28 sotiiré képességének vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy a NaCl-ot nem tartalmazo6 rendszerekben a baktérium mar 5 nap elteltével szemmel jol
lathatd szaporodast mutatott. Azonban az 5 és 10% (m/m) NaCl-ot tartalmaz6é mintakban
novekedés még egy honap utdn sem volt megfigyelhetd. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a Mycolicibacterium sp. CH28 rosszul toleralja a magasabb sokoncentraciot, tehat nem

tartozik a sotiird fajok koze.

5.8. A Mpycolicibacterium sp. CH28 antibiotikum rezisztenciajanak

vizsgalata

A molekuldris biologiai vizsgalatok, tovabba a terepi alkalmazasok soran célszert, ha
ismerjiik a kijuttatni kivant torzs antibiotikumokkal szembeni tiirését, illetve rezisztenciajat,
ezért vizsgalatokat végeztink a Mycolicibacterium sp. CH28 lehetséges antibiotikum
rezisztenciainak megallapitasara. A lemezes és a folyadékkulturas antibiotikum rezisztencia
tesztek soran kapott eredményeket a 8. tablazatban, a korongos teszt eredményeit pedig a 9.
tablazatban foglaltuk ossze.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Mycolicibacterium sp. CH28 szenzitiv az
amikacinra, az ampicillinre, az apramicinre, a gentamicinre, a higromicinre, a kanamicinre, a

klindamicinre, a kloramfenikolra, a neomicinre, az oxitetraciklinre, a rifampicinre, a

64



sztreptomicinre €s a tetraciklinre. A tesztjeink eredményei alapjan a Mycolicibacterium sp.
CH28 kismértékii toleranciat mutat a tobramicinnel szemben, tovabba rezisztens a
karbenicillinre.

8. tablazat: Antibiotikum rezisztencia teszt I: A lemezes és a folyadékkultiras kisérletek soran kapott

eredmények dsszefoglalasa. A ,,+” jel arra utal, hogy a tesztelt rendszerben tapasztalhato6 volt a CH28
novekedése, a ,,-” jel esetében az adott rendszerben nem tudtuk megfigyelni a CH28 szaporodasat

Lemezen Folyadékkulturaban
AT 1 A vizsgalt A vizsgalt A vizsgalt A vizsgalt
GEEIGZED alacsonyabb magasabb alacsonyabb magasabb
koncentracio koncentracio koncentracio koncentracio

ampicillin - - - - - - - - - - - -
apramicin - - - - - - - - - - - -
gentamicin - - - - - - - - - - - -
higromicin - - - - - - - - - - i _
kanamicin - - - - - - - - - - - _
karbenicillin + + + + + + + + + + + +
kloramfenikol - - - - - - - - - - - _
neomicin - - - - - - - - - - - -
sztreptomicin - - - - - - - - - - - -
tetraciklin - - - - - - - - - - - -
tobramicin + + + - - - + + + - - -

9. tablazat: Antibiotikum rezisztencia teszt I1: A korongos antibiotikum teszt eredményeinek
osszefoglalasa. A ,,+” jel arra utal, hogy a tesztelt rendszerben tapasztalhaté volt a CH28 novekedése, a ,,-
” jel esetében az adott rendszerben nem tudtuk megfigyelni a CH28 szaporodasat

Antibiotikum
Mennyiség 1. parhuzamos 2. parhuzamos 3. parhuzamos

megnevezése
amikacin 30 ug - - -
karbenicillin 100 pg + + +
klindamicin 2 g - - -
oxitetraciklin 30 ug - - -
rifampicin 50 pug - - -
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5.9. A Mycolicibacterium sp. CH28 novekedése kiilonb6z6 szubsztratokon

A CH28 jell izolatum kiilonb6z6 szubsztratokon torténd ndvekedési tesztje sordn a
torzs bontoképességét az egyes szubsztratok esetében 200 mg/l koncentracidban teszteltiik
(kivéve a formaldehidet, amelynél 40 mg/l-es kisérleti rendszereket allitottunk Ossze). A
szubsztratspektrum meghatarozasara a vonatkozd szakirodalomban az egyik legszélesebb
korben alkalmazott koncentracio a 200 mg/l (63, 160), ezen a koncentracion tesztelték példaul
a DIPE lebontasara szintén képes Pseudonocardia sp. ENV478 szubsztratspektrumat is (69).
A 200 mg/l szubsztrat koncentracié két szempontbdl is elényds: jellemzéen még nem toxikus
a mikrobak szamadra, tovabba esetében mar jol mérhetd és értékelhetd optikai denzitasbeli
novekedés varhato.

Amennyiben egy adott szubsztrat vizsgalata sordn szdmottevd optikai denzitasbeli
novekedést (ODgoo>0,075) tudtunk megfigyelni, abban az esetben Ugy tekintettiik a
szubsztratot, hogy a torzs hasznositani tudja. Annak ellenére, hogy a torzs novekedési
képességét ODgoo valtozassal kovettilk nyomon, nem tartottuk célszerlinek bemutatni a mért
ODegoo értékeket, mivel a kiilonb6z6 szubsztratok esetében a bemért anyagmennyiségek nem
voltak azonosak. A mért ODggo értékek csak azt mutatjak meg, hogy a torzs a 200 mg/l
koncentracioban jelen 1évo vegyliletbdl mekkora sejtnovekedést tudott produkalni, nem pedig
azt, hogy a torzs esetlegesen melyik szubsztraton nd jobban, vagy melyiket részesiti elényben.

A DM minimal tapoldatban torténé nevelése alapjan a Mycolicibacterium sp. CH28
torzs az alabbi vegyiileteket képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani: metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, etilén-glikol, glicerin, formaldehid, aceton, hangyasav,
ecetsav, pirosz6ldsav, n-dodekan, n-hexadekan, n-oktadekan, prisztan, m-xilol, p-xilol, dietil-
éter, ETBE, DIPE, Tween 80, PEG 200, PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000, PEG 20000.

Vizsgélataink szerint a CH28 izolatum az aldbbi vegylileteket a vizsgalt
koncentracidban nem képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani: propionaldehid,
citromsav, n-pentan, n-hexan, n-dekan, n-undekan, n-eikozan, n-dokozan, ciklohexan, benzol,
toluol, etilbenzol, o-xilol, fenol, naftalin, MTBE, TAME, TBA, TAA, anizol, 1,4-

dimetoxibenzol, bifenil, difenil-éter és tetrahidrofuran.
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5.10.A DIPE lebontasi itvonalaban szereplo intermedierek azonositasa

Az oltokultura eldndvesztéséhez TSB tapoldatot hasznaltunk, mivel eldkisérleteink
soran megbizonyosodtunk arrél, hogy a gazdag tdpoldatban eléndvesztett CH28 tenyészetet
DIPE-re atoltva Iényegesen tobb koztitermék detektalhatd, mint ha DIPE-n, mint egyediili
szén- ¢€s energiaforrason novesztenénk eld a torzset. Feltételezéseink szerint ez annak
aktivalasdhoz ETBE vagy DIPE sziikséges. A DIPE-n eldndvesztett sejtekben emiatt az
enzimrendszer mar aktivalt llapotban van és ,,készen all” a DIPE lebontasara. Ezzel szemben
a gazdag tipoldatban nevelt sejtekben a lebontasban szerepet jatsz6 enzimrendszer
indukdlodéasahoz és a lebontd folyamatok 6sszehangoldsdhoz a torzsnek idére van sziiksége,
ami lehetdvé teszi a koztitermékek atmeneti felhalmozodasat.

A DIPE-vel kiegészitett, SMM tapoldattal 6sszeallitott mikrokozmosz rendszerekbdl
mintat vettiink, majd azokat az analitikai modszerleirasban (4.14.1 fejezet) ismertetett moédon
vizsgaltuk. A kapott retencios idok és tomegspektrumok alapjan az adatbazisbol (NIST Mass
Spectral Search Program, verzid: 2.0, 2008) azonositani tudtuk a komponenseket. A 22/a
abra szemlélteti az altalunk mért egyik ismeretlen komponenst, a 22/b abra pedig az
adatbazisban szerepl6 acetont. A 22/c abra az altalunk mért masik ismeretlen komponens, a
22/d abra pedig az adatbazisban szerepld 2-propanol.

A kisérlet eredményeként kapott tomegspektrumok - az aceton és a 2-propanol
esetében is - az anyagmintdk altal alatdmasztott adott retencids idOknél talalhatok, kivalo

egyezéssel.
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22. abra: A kiértékel6 programban kapott ismeretlen komponensek (a és c), tovabba az adatbazisban

szereplé aceton (b) és 2-propanol (d)

A 23. abran bemutatott kromatogramon lathatoak a detektalt aceton (tg=2,578 perc) és

2-propanol (tg=2,829 perc) csucsok. A tr= 4,073 percnél megjelend csucs az n-hexan, amely a

mintdban azért jelenhetett meg, mert az analitikai laboratoriumban, ahol a méréseket végeztiik

napi szinten hasznaljak ezt a rendkiviil illékony vegyszert. Mivel az abiotikus kontroll

mintakban is azonos koncentracioban detektaltuk az n-hexant, igy kizarhato, hogy az a DIPE

lebomlasabdl szarmazott volna. A tg= 7,938 percnél a méréshez belsd standardként hasznalt

1,2-dikloretan-d, figyelhetd meg.
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23. abra: A DIPE biodegradacidja soran detektalt intermedierek (2-propanol és aceton), illetve a

mintakban kimutatott szennyezé (n-hexan) és a bels6 standard (1,2-dikléretan-d,)

A DIPE lebontasi utvonaldnak feltérképezéséhez elvégzett kisérlet soran detektalt
illékony vegyiiletek koncentracioit a 24. abran tiintettiik fel. Mivel az abiotikus kontroll
rendszerekben nem tapasztaltuk a DIPE fogyasat, vagy koztitermékek keletkezését, igy a jobb
attekinthet6ség érdekében az abiotikus mintakbol mért koncentraciokat nem éabrazoltuk. A
diagramon harom parhuzamos rendszer atlagat abrazoltuk a szorassal egyiitt. A bontas soran a
szakirodalomban feltételezetten keletkezd6 2-propanolt, tovabba az acetont is, mint
koztitermékeket sikeriilt detektdlnunk. A 2-propanol kimutatisa jelentds eredmény, hiszen
ezaltal egyértelmien ala tudjuk tdmasztani a DIPE feltételezett aerob lebontasanak elsé két
1épését (25. abra).
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24. abra: A DIPE aerob mineralizaciéja soran keletkezé koztitermékek és koncentracioik
valtozasanak nyomon kovetése GC-MS analizissel. A hibasavok a harom parhuzamos minta szérasat

jelolik
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25. abra: A DIPE aerob lebontasi titvonalanak fels6 szakasza a CH28 jelii izolatumban

5.11.,,Resting cell” (,,nyugvo sejtes™) kisérlet

A resting cell kisérlet soran aktiv, de - a nitrogénmentes tapoldat miatt — szaporodasra

képtelen CH28 baktériumtenyészet DIPE-bontd képességét vizsgaltuk. A tesztet 200 mg/l
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DIPE-vel inditottuk, amely a 11. 6rara degradalodott (26. abra). A kapott eredményekbdl
kiszamitottuk, hogy a lebontds sebessége 1,63 + 0,03 nmol/perc/mg biomassza
(szaraztomegre vonatkoztatva) volt. A teszt soran sikeriilt intermedierként acetont és ecetsavat

detektalnunk. Utobbi komoly tudomanyos értékkel bir, mivel korabban az ecetsavat, mint a

crer
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26. abra: A Resting cell kisérlet eredményei. A hibasavok a harom parhuzamos minta szérasat

jelolik

A DIPE bioldgiai bontdsa jelentds eredmény, hiszen napjainkig, az altalunk izolalt
torzson kiviil, mindosszesen harom DIPE degraddciora képes izolatumot irtak le. A
szakirodalomban megtalalhaté torzseket és DIPE-degradaciojuk fobb paramétereit a 10.
tablazatban foglaltuk Ossze. Osszehasonlitva a R. ruber IFP 2001, az A. tertiaricarbonis
L108 és a CH28 DIPE-degradacios ratajat elmondhatd, hogy a harom torzs esetében ez az
érték nagysagrendileg megegyezd. Habar e kisérleti kortilmények kozott az  A.
tertiaricarbonis L108 torzs bir a legnagyobb degradacios sebességgel, azonban az L108
izolatum esetében a DIPE degradaciojakor aceton, mint végtermék halmozodik fel. Ezzel
szemben a CH28 torzs az acetont kivaléoan tudja egyediili szén- és energiaforrasként
hasznositani, tehat a bontas soran szén-dioxid és biomassza keletkezik. Ez egyrészt abbol a
szempontbol felettébb elonyds, hogy a kornyezetben nem halmozodik fel egy olyan
intermedier, amely a mikrobdk jelentds részére toxikus. Masrészt pedig a lebontasi
folyamatbol a CH28 torzs tobb energiat nyerhet, mint az L108, tehat valdszinisithetéen a
szennyezett koézegben is hatékonyabban tud elszaporodni, amely meggyorsithatja a

bioremediacios folyamatokat.
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10. tablazat: A szakirodalomban leirt DIPE-bont6 torzsek fobb biodegradacios paraméterei

Tesztelt DIPE

Torzs Szarmazasi hely Degradacios rata Hém Koncentricié Megjegyzés  Referencia
Aquincola Szennyezett talajviz,  Resting cell kisérlet 30°C 2,5 mM Azonositott (70)
tertiaricarbonis L108 Németorszag (MTBE-indukalt sejtek): (~255 mg/l) végtermék:
Degradacios sebesség: 1,9 £ 0,20 aceton
nmol/perc/mg biomassza
Mycolicibacterium sp. Szennyezett talajviz,  Resting cell kisérlet 30 °C 200 mg/I Azonositott sajat
CH28 Magyarorszag (DIPE-indukalt sejtek): koztitermékek:  eredmény
Degradacios sebesség: 1,6 + 0,03 aceton és ecetsav (161)
nmol/perc/mg biomassza
Batch teszt talajvizzel: 30 °C 75 mg/l és Azonositott sajat
Kiindulasi sejt koncentracio: 2,5 300 mg/l koztitermékek:  eredmény
mg/l (ODgpo=0,050) 2-propanol és (161)
Elsérendii bomlasi allando: aceton
k=10,74
Felezési 1d6 (nap): 0,06
Lebontasi hatasfok: ~100%
Pseudonocardia sp.  Tetrahidrofuranon Novekedési teszt 30°C 200 mg/I Ennél a torzsnél (69)
ENV478 novesztett kultura, A DIPE-t egyediili szén- és eddig csak
USA energiaforrasként hasznositja a novekedési
baktérium. teszten vizsgaltak
Ennél a torzsnél a degradécios a DIPE
rata egyelére nem ismert. biodegradaciojat.
Rhodococcus ruber  Varosi Resting cell kisérlet 30°C 100 mg/I (68)
IFP 2001, korabban szennyviztisztitd (ETBE-indukalt sejtek):
Gordonia terrae IFP  teleprdl szarmaz6 Sejt koncentracio: 0,5 g/l
2001 eleveniszap, Lebontasi hatasfok: 78% (24 6ras
Franciaorszag inkubaci6 utan)
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5.12.DIPE mikrokozmosz tesztek talajvizzel

A CH28 DIPE-bont6 potencialjanak atfogdbb megismerésére DIPE-vel mesterségesen
szennyezett talajvizekb6l mikrokozmosz kisérleteket allitottunk 6ssze. Az intermedierek
kimutathatdsaga érdekében a kisérletekhez TSB tapoldatban neveltiik el torzsiinket.

A CH28 széleskortibb vizsgalatahoz eltérd mintavételi kutakbdl szdrmazé talajvizeket
hasznaltunk (1. szamu melléklet) a mikrokozmoszok Osszeallitasdhoz, mivel fel szerettiik
volna mérni, hogy a CH28 képes-e haté¢kony DIPE-bontasra egy szamara ,,idegen”
mikrobialis kozosségben is, mintegy modellezve egy terepi kezelést. Altalanossagban
elmondhat6, hogy bioaugmentacid sordn az exogén mikroorganizmusok aktivitasa sokszor
alacsony marad a kornyezet, illetve leggyakrabban az endogén mikroflora gatld hatasai miatt.

Az egyes vegyiiletek kiilonboz6 mértékii elillanasanak, illetve az esetleges abiotikus
folyamatok nyomon kovetése érdekében minden mikrokozmosz kisérlet esetében higany-
szulfattal csiratlanitott Abiotikus kontroll rendszereket is dsszeallitottunk. A Biotikus mintak
csak talajvizet tartalmaztak, ezeket a rendszereket nem egészitettik ki semmivel, csak
megfeleld koncentracidban adagolt DIPE-vel. A Biotikus és Biostimulalt kontroll mintak
Osszeallitasat azért tartottuk fontosnak, mert meg szerettiik volna tudni, hogy megtalalhatoak-
e endogén DIPE-bonté mikroorganizmusok a talajvizekben.

Mivel a rendelkezésiinkre allo vizmintdk eredeti allapotukban nem tartalmaztak DIPE-
t, igy azt 75 és 300 mg/l koncentracioban adalékoltuk a rendszerekhez. A két kiilonbozo
koncentraci6 vizsgalatat azért tartottuk sziikségesnek, hogy széleskortien be tudjuk mutatni
torzsiink eldnyeit, illetve hogy tobb ponton is ald tudjuk tdmasztani a feltételezett lebontési
utvonal soran keletkezett intermediereket. Az alacsonyabb tartomany tesztelésénél
igyekeztiink olyan éter koncentracidt valasztani, melynél gatlo hatast feltételezhetéen még
nem fogunk tapasztalni. Ennek koszonhetéen a DIPE mineralizacidja varhatéan viszonylag
gyorsan (48 oran beliil) lejatszédik majd, azonban nem annyira gyorsan, hogy a keletkezd
intermediereket ne tudnank nyomon koévetni. A 300 mg/l-es koncentracio kivalasztasanal az
vezérelt minket, hogy bemutassuk torzsiink kiemelkedd éterbontd-képességét és éter-
tolerancigjat. A szakirodalomban leirt mikrokozmosz vizsgélatok soran jellemzden a
legnagyobb tesztelt koncentracié a 200 mg/l volt (162-164), azonban el6fordult, hogy 200
mg/l-nél nagyobb koncentraciokkal is inditottak kisérleti rendszereket. Az altalunk
alkalmazott 300 mg/l koncentracioban vizsgaltak korabban a torzsiinkkel kozeli rokonsagi

viszonyban all6 Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 éterdegradald potencialjat is (63).
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A talajvizekkel végzett mikrokozmosz tesztek soran megprobalkoztunk az optikai
denzitas valtozasanak nyomon kovetésével, de a mintdkban megtalalhato apré talajszemcsék,
illetve a kiilonbozd szervetlen vegyiiletek kicsapddasa miatt a mérési eredmények nem
tekinthetéek megbizhatonak. Mindazonaltal azt érdemes megjegyezni, hogy a Biotikus
kontroll rendszerekkel 6sszehasonlitva a Bioaugmentalt rendszerek mindegyikében szemmel
jol lathato bakterialis ndvekedést tapasztaltunk.

A 75 mg/l DIPE-t tartalmazé kisérlet (27. abra) soran a DIPE koncentracidja mar az
els6é mintavételi pontban (6. 6ra) csokkenést mutatott, tovabba - bar Kis koncentracioban - de
megjelentek a DIPE-bontas intermedierei is, a 2-propanol és az aceton. A tovabbi
mintavételezések sordan a DIPE fokozatosan, minden mérési pontban egyre alacsonyabb
koncentracioban volt kimutathatd. A kisérlet 12. o6rajaban a 2-propanolt a harom parhuzamos
mintabol atlagosan 9 mg/l, mig az acetont 24 mg/l koncentraciéban tudtuk kimérni a CH28
torzzsel inokulalt mikrokozmosz rendszerekbdl. A 30. éraban a 2-propanol elérte maximalis
volt. Az aceton koncentracioja az inkubacios id6 24. drajaban érte el maximumat (51 mg/1), a
42. orara azonban teljesen degradalodott. A kisérlet 42 6ras id6tartama alatt sikeriilt elérniink
a DIPE mineralizacidjat. Hasonléan az Abiotikus kontroll mintdkhoz, a Biotikus és a
A Kkisérlet teljes idGtartama alatt az Abiotikus, a Biotikus és a Biostimulalt rendszerekben 2-
propanol és aceton sem volt kimutathat6. A konnyebb attekinthetdség érdekében a Biotikus és

a Biostimulalt mikrokozmoszokbd6l mért koncentracidkat nem tiintettiik fel a 27. abran.
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27. abra: Mikrokozmosz kisérlet 75 mg/l DIPE-vel szennyezett talajvizzel. A hibasavok a harom
parhuzamos minta szorasat jelolik

A 300 mg/l DIPE-vel szennyezett, CH28 t6rzzsel beoltott mikrokozmoszokban is
megfigyelhetd volt a DIPE biodegradacioja (28. abra). A Bioaugmentalt rendszerekben az
inkubacio soran a DIPE koncentraciok erételjes csokkenését és katabolikus intermedierek (2-
75 mg/l-es mikrokozmoszok esetében is megfigyeltiik. A 2-propanol és az aceton
legmagasabb koncentracioit (156 mg/l és 152 mg/l) a 66. 6raban mértiikk. A kisérlet végére
(90. 6ra) a DIPE teljes lebontasa lejatszodott. Az alacsonyabb DIPE koncentracioval inditott
mikrokozmosz teszthez hasonloan, ebben a kisérletben sem tapasztaltuk az Abiotikus, a
Biotikus ¢€s a Biostimulalt mintdkban a DIPE koncentraci6 szamottevé mértékii csokkenését.
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28. abra: Mikrokozmosz kisérlet 300 mg/l DIPE-vel szennyezett talajvizzel. A hibasavok a harom
parhuzamos minta szorasat jelolik
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A 75 mg/l és 300 mg/l DIPE-vel mesterségesen szennyezett talajvizekkel 6sszeallitott,
CH28 torzzsel inokulalt mikrokozmoszok mindegyikében DIPE-mineralizaciot tapasztaltunk.
Mindkeét kisérlet soran koztitermékként 2-propanol €s aceton keletkezett, melyek az ideiglenes
felhalmozodast kovetéen teljes mértékben lebomlottak. Legjobb tudomasunk szerint mi

publikaltunk elészor DIPE-vel végzett mikrokozmosz teszteket (161).

5.13. ETBE-bonté mesterséges konzorcium létrehozasa a Mycolicibacterium

sp. CH28 és a Hydrogenophaga sp. T4 torzsekkel

Szubsztrathasznositasi kisérleteink eredményeibdl tudjuk, hogy a CH28 torzs az
lizemanyag-oxigenatként alkalmazott éterek koziil nemcsak a DIPE, de az ETBE lebontésara
is képes, azonban a folyamat soran TBA akkumulalédik. Kutatéintézetiink rendelkezik egy
TBA-bont6 torzzsel, a Hydrogenophaga sp. T4 jelii izolatummal. Az ETBE teljes
lebontasanak elérése érdekében mesterséges konzorciumot hoztunk létre a CH28 és a T4
torzsekkel. A konzorcium teszteléséhez gazolajjal szennyezett teriiletekrél szarmazod
talajvizekbdl (1. szamu melléklet) mikrokozmosz kisérleteket allitottunk 6ssze. Héarom
kiilonboz6 ETBE koncentraciot (50 mg/l, 200 mg/l, 500 mg/l) vizsgaltunk haromféle

talajvizben, 3-3 parhuzamosban.

5.13.1. 50 mg/l ETBE-vel dsszeallitott mikrokozmoszok

Az 50 mg/l-es rendszerekben mért VOC értékekbdl (29. abra) lathat6, hogy a
Mycolicibacterium sp. CH28-at tartalmaz6 Osszes rendszerben (Biostimulalt 1. és 2.) az
ETBE gyors biodegradacioja jatszodott le. Mivel a rendszereket azonos ODgg értékrol
inditottuk, igy a Bioaugmentalt 2. mikrokozmoszokban, amelyek a T4-et is tartalmaztak, fele
annyi volt a CH28 kiindulasi sejtszama, mint a Bioaugmentalt 1. mikrokozmoszokban,
amelyekben csak CH28 volt az oltokultara. Emiatt a Bioaugmentalt 2. mintdkndl az ETBE

lebontasa kissé lassabb volt, mint a Bioaugmentalt 1. rendszerekben.
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29. abra: Mesterséges konzorciummal végzett mikrokozmosz kisérlet 50 mg/l ETBE-t tartalmazoé
talajvizzel. A Bioaugmentalt 1. mikrokozmoszok kizarélag a CH28 torzset, mig a Bioaugmentalt 2.
mikrokozmoszok a mesterséges konzorciumot (CH28 és T4 torzsek) tartalmaztak. A hibasavok a hirom

parhuzamos minta szorasat jelolik

Az ETBE biodegradacioja soran minden CH28 torzzsel inokulalt minta estében a bontas
kovetden a Bioaugmentalt 1. rendszerekben nem vartunk tovabbi biologiai lebomlast mivel —
korabbi kisérleteinknek koszonhetéen — tudtuk, hogy a CH28 nem bontja a TBA-t. 18 6ra
inkubacios id6 elteltével a Bioaugmentalt 1. rendszerekb6l 27,2 mg/l TBA-t tudtunk
kimutatni, mely a kisérlet végéig szamottevé mértékben nem valtozott. A Hydrogenophaga
sp. T4-et is tartalmazo Bioaugmentalt 2. mikrokozmoszokban szintén mar az elsé mintavételi
pontban (6. 6ra) kimutathaté volt a TBA, melynek maximalis koncentracidja 10,8 mg/l (12,
6ra) volt. A Bioaugmentalt 2. mikrokozmoszokban a TBA koncentracioja a 18. érara mar
jelentds csokkenést mutatott, a 24. o6ra végén pedig mar a kimutatasi hatarérték alatt volt. A
TBA ideiglenes felhalmozoddasabol arra kovetkeztetiink, hogy ezek kozott a kisérleti
koriilmények kozott a TBA degradacios sebessége alacsonyabb volt, mint az ETBE-é.

A mesterséges konzorciummal &sszeallitott rendszerekbdl a 24. ora végére mind az
ETBE, mind pedig az abbdl keletkezett TBA biodegradalddott, tehat az ETBE teljes
mineralizaciojat tudtuk megfigyelni. A kisérletben az Abiotikus és a Bioaugmentalt 3.
mikrokozmoszok egyikébdl sem tudtunk TBA-t kimutatni. Az ETBE koncentracidoja az
Abiotikus, Biotikus és a Bioaugmentalt 3. rendszerekben a kisérlet teljes id6tartalma alatt

szorasi hibahataron beliil nem valtozott, tovabba e mintak egyikében sem detektaltunk TBA-t.
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A fentieket figyelembe véve a konnyebb attekinthetdség érdekében az Abiotikus mintdk TBA,
illetve a Biotikus és a Bioaugmentalt 3. mikrokozmosz rendszerek ETBE és TBA
koncentracioéit nem tiintettem fel a diagramon.

A mi mesterséges konzorciumunkhoz hasonlé ETBE-bontdé mikrobak6zosséget hoztak
1étre az ETBE-bontdé Rhodococcus sp. IFP 2042 és a TBA-bontdé Bradyrhizobium sp. IFP
2049 torzsek segitségével (139). Ennek a konzorciumnak 204,36 mg/l (2 mM) ETBE
lebontasahoz 250 orara volt sziiksége. Egy masik mesterséges ETBE-bonté konzorciumot,
amelyet a Rhodococcus erythropolis ET10 és a Pseudonocardia benzenivorans No. 8 torzsek
alkottak, 102,18 mg/l (1 mM) kezdeti ETBE koncentracion vizsgaltak (165). Az ETBE teljes
mineralizaciéjahoz a konzorciumnak 25 napra volt sziiksége, ami 0,46 nmol/perc/mg
biomassza degradaciés ratanak felel meg. Az éaltalunk 1étrehozott mesterséges
mikrobak6zosség degradacios rataja 2,30 nmol/perc/mg biomassza. Eredményeink
tobbszordosen meghaladtdk az irodalomban eddig leirt kozosségek biodegradécios

hatékonysagat.

5.13.2. 200 mg/l ETBE-vel ésszeallitott mikrokozmoszok
A 200 mg/l-es mikrokozmosz tesztek soran kapott eredmények remek Osszhangban
voltak az 50 mg/l-es rendszerekben korabban tapasztaltakkal: mar a 48. o6ra végére a

Bioaugmentalt 1. és 2. rendszerekben is 0,5 mg/l ala csokkent az ETBE koncentracidja (30.

abra).
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30. abra: Mesterséges konzorciummal végzett mikrokozmosz kisérlet 200 mg/| ETBE-t tartalmazo
talajvizzel. A Bioaugmentalt 1. mikrokozmoszok kizarolag a CH28 torzset, mig a Bioaugmentalt 2.
mikrokozmoszok a mesterséges konzorciumot (CH28 és T4 torzsek) tartalmaztak. A hibasavok a harom

parhuzamos minta szorasat jelolik
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Hasonléan az 50 mg/l ETBE koncentracioval végzett kisérletekhez, ezekben a
tesztrendszerekben is TBA-akkumulaciot tudtunk megfigyelni. A TBA teljes degradacidja a
T4 torzset tartalmazo Bioaugmentalt 2. rendszerekben 60 ora alatt kovetkezett be. A kizarolag

CH28 torzzsel inokulalt Bioaugmentalt 1. mikrokozmoszokban a 200. 6ratdl megfigyelhet6 az

crer

s

volt(ak) jelen olyan endogén aerob mikroorganizmus(ok), amely(ek) bar nem képes(ek) az
ETBE lebontasara, azonban a degradacio soran keletkezé6 TBA-t képes(ek) voltak lebontani.
A mesterséges konzorciumot tartalmazé Bioaugmentalt 2. mikrokozmoszok esetében kb. fele
annyi volt a legnagyobb mért TBA koncentracio (58 mg/l), mint a csak a CH28 torzzsel
beoltott Bioaugmentalt 1. rendszerekben (106 mg/1).

Hasonloan az 50 mg/l-es rendszerekhez, az ETBE koncentracidja sem az Abiotikus, sem
a Biotikus, sem pedig a Bioaugmentalt 3. rendszerekben nem valtozott jelentds mértékben a
kisérlet soran. Emiatt a konnyebb attekinthetdség érdekében az Abiotikus mintdk TBA-,
illetve a Biotikus és a Bioaugmentalt 3. mikrokozmosz rendszerek ETBE és TBA

koncentracioit nem tiintettem fel a diagramon.

5.13.3. 500 mg/l ETBE-vel dsszeallitott mikrokozmoszok

A legnagyobb ETBE koncentracioval (500 mg/l) inditott mikrokozmosz rendszerekben is
megfigyelhet6 volt a DIPE biodegradacidja (31. abra). A mesterséges konzorciumra sem az
500 mg/l ETBE, sem a keletkez intermedierek nagy koncentraciéi nem voltak toxikus
hatassal. A 200 mg/l-es rendszerekkel ellentétben, de az 50 mg/l ETBE-s rendszerekhez
hasonldan, ebben a talajvizben nem kovetkezett be a Bioaugmentalt 1. rendszerekben a TBA
degradacioja. Ennek egyik oka a magas ETBE vagy TBA koncentracio lehet, mely mar
toxikus mértékiinek bizonyulhatott az Gshonos mikroorganizmusok szamara, illetve
elképzelhetd az is, hogy ebben a talajvizben nem voltak megtalalhatéak olyan mikrobak,
melyek képesek lettek volna a TBA-t egyediilli szén- és energiaforrasként, vagy

kometabolizmus soran ko-szubsztratként hasznositani.
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31. abra: Mesterséges konzorciummal végzett mikrokozmosz kisérlet 500 mg/| ETBE-t tartalmazé
talajvizzel. A Bioaugmentalt 1. mikrokozmoszok kizaréolag a CH28 torzset, mig a Bioaugmentalt 2.
mikrokozmoszok a mesterséges konzorciumot (CH28 és T4 torzsek) tartalmaztak. A hibasavok a hirom

parhuzamos minta szorasat jelolik

A Bioaugmentalt 2. rendszerekben a 60. ora (2,5 nap) végére jatszodott le az ETBE
lebontasa. A koztitermékként keletkezett TBA degradacidja azonban lassabb lefolyasu volt, a
252. é6rai (10,5 nap) mintavételnél a kimutatdsi hatarérték kozelében volt. Hasonldéan az 50
mg/l és 200 mg/l ETBE-vel szennyezett rendszerekhez, az ETBE koncentracioja sem az
Abiotikus, sem a Biotikus, sem pedig a Bioaugmentalt 3. rendszerekben nem valtozott a
kisérlet soran (vizsgélati eredményeinket befolyasold mértékben). Az Aattekinthetdség
érdekében az Abiotikus mintak TBA-, illetve a Biotikus és a Bioaugmentalt 3. mikrokozmosz

rendszerek ETBE- és TBA-koncentracioit nem tiintettem fel a diagramon.

5.13.4. A mesterséges konzorciummal végzett mikrokozmosz kisérletek eredményeinek
osszefoglalasa

A konzorciummal végzett mikrokozmosz tesztek segitségével megvizsgaltuk, hogy a
kiilonb6zé koncentracioji (50-500 mg/l) ETBE-vel szennyezett talajvizek toxikusak-e a
kisérletbe bevont mikrobdk szamdara, a vizekben torténik-e bioldgiai lebontas, illetve hogy
tartosan halmozodik-e fel intermedier (TBA), mely egy in situ remediacié soran akar komoly
egészségligyi €s kornyezeti kockézatot is rejthet magaban.

A Kisérletek 6sszegzéseként elmondhatd, hogy a mesterséges konzorcium tagjai kivaldoan

tudtak egylittmiikddni, hiszen az 0Osszes beoltott mikrokozmoszban, a TBA ideiglenes

80



felhalmozodasat kovetden, az ETBE mineralizacidjat tapasztaltuk. Az altalunk vizsgalt
legmagasabb ETBE koncentracié és a bomlas soran keletkezé intermedierek koncentracioja
sem bizonyult toxikusnak a konzorcium tagjai szamara.

Mindhéarom talajvizzel végzett kisérlet eredménye azt tdmasztotta ald, hogy az altalunk
1étrehozott mesterséges konzorcium kiemelked6 hatékonysaggal képes bontani az ETBE-t,
minimalis, atmeneti TBA-akkumulacié mellett. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy e
két baktérium konzorciuma jelentds potencialt hordoz magaban, mind az aerob In situ és ex
situ (pl.: bioreaktorok) talaj- és talajvizkezelésben, illetve akar ipari szennyvizek tisztitasa

soran is.
5.14. A CH28 jelii izolatum kometabolikus képességeinek felmérése

Az {lizemanyag-oxigenatként alkalmazott éterek CH28 altali hatékony bontasat
igazoltuk a DIPE és az ETBE esetében. A szubsztrat hasznositasi vizsgalatokban (5.9 fejezet)
megbizonyosodtunk afeldl, hogy a CH28 jeli izolatum nem képes az MTBE-t és a TAME-t
egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani. Azonban az ETBE mikrobialis bontasanak
szakirodalma (2.8.2 fejezet), kiilonds tekintettel a 6. abrara (2.8.2.1 fejezet) kérdéseket vetett
fel benniink. Az ethABCD géneket hordozd, az MTBE, az ETBE, a DIPE és a TAME
bontasara képes L108 torzsbél spontan mutacioval létrejott L10 torzs elveszitette eth
operonjat, igy a tovabbiakban nem volt képes egyik lizemanyag-oxigenat éter bontasara sem
(70). Az L108 torzsbol hianyzik az IFP 2001 és a CH28 torzsekben azonositott ethR
szabalyoz6 gén, ezaltal az ethB gén folyamatosan kifejez6dik (68, 70, 72). A fentieknek
koszonhetd, hogy az L108 nemcsak az ETBE ¢és a DIPE, hanem a TAME ¢s az MTBE
bontasara is képes. Az eth operon esetében bizonyitottak, hogy ETBE-vel torténé indukcio
hatasara tapasztalhato az MTBE és a TAME kometabolikus bontasa (77). Mivel az ethR gén
nemcsak az ETBE-vel, de DIPE-vel is indukalhato, igy felvet6dott benniink az a kérdés, hogy
vajon DIPE-vel torténd indukcio hatasara is lejatszodik-e az MTBE és a TAME
kometabolizmusa. Annak érdekében, hogy ezt megvizsgaljuk mikrokozmosz kisérleteket
allitottunk 6ssze a CH28 torzzsel.

A kisérlet eredményei azt mutattak, hogy amennyiben az MTBE, vagy a TAME
mellett jelen van a DIPE, akkor a CH28 képes ezeket az étereket is atalakitani. A bontas soran
mindkét esetben sztochiometrikus aranyban keletkeztek intermedierek: az MTBE-b6l TBA, a
TAME-bol pedig TAA. Hasonléan az ETBE degradacidjanal tapasztaltakhoz, a keletkezett
koztitermékek (TBA és TAA) tovabb mar nem bomlottak, akkumulalodtak.
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32. abra: Az MTBE és a TAME kometabolikus bontisa. A masodlagos tengelyen a bal oldali diagram
esetében a DIPE-vel és MTBE-vel, a jobb oldali esetében pedig a DIPE-vel és TAME-vel kiegészitett
mikrokozmoszokban mért ODygy, értékeket tiintettiik fel. A hibasavok a harom parhuzamos minta

szorasat jelolik

A 32. abran talalhaté diagramokon lathato, hogy az MTBE-vel és a TAME-val
kiegészitett rendszerekben a DIPE degradacidja mar a 60. ora végére lejatszédott. A
diagramokon feltiintetett MTBE-s és TAME-S rendszerekben a mért végsé ODgo értékek (32.
abra) is csaknem teljesen azonosak voltak, raadasul kozelit6leg teljesen megegyeztek a csak
DIPE-vel inditott mikrokozmoszokban mért ODgy értékekkel. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a degradacio soran az MTBE és a TAME nem, vagy csak igen kismértékben hasznosul
egyediili szén- és energiaforrasként. Az 1. abran (2.2 fejezet) lathato, hogy az MTBE és a
TAME degradacioja soran nemcsak TBA és TAA, hanem formaldehid is keletkezik, amelyet
a CH28 képes egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani. Ezen a szubsztraton a CH28
csak minimalisan képes szaporodni, igy ebbdl a bontéasi reakciobdl szdmottevd ODggg
novekedés nem varhatd. A lebontasi folyamat soran keletkezett formaldehidet egyik
mikrokozmosz rendszerbdl sem sikeriilt detektalnunk, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a
CHZ28 esetében a degradacios folyamatok soran nem varhatd formaldehid akkumulécio.

Habar a DIPE lebontasdhoz mindkét esetben 60 ora volt sziikséges, azonban a kezdeti
szakaszban a TAME esetében sokkal gyorsabb tempdban degradaldédott a DIPE, mint az
MTBE-vel kiegészitett mikrokozmoszokban. A 36. 6raban az MTBE-s mikrokozmoszokban
57 mg/l volt a DIPE koncentracidja, a TAME-s rendszerekben ezzel szemben mar csak 31

mg/l. A kisérlet teljes iddtartalmat tekintve a 2-propanol koncentracidja mind az MTBE-s,

valtozasa azonban jelentésen eltért a kétféle rendszer kozott: az MTBE-s mintakban a
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maximalis koncentraciot a 60. oOraban mértiik, mig a TAME-s mikrokozmoszokban a
legmagasabb értéket a 24. oraban detektaltuk. Raadasul nemcsak idébeli, de jelentds
koncentraciobeli kiilonbséget is meg tudtunk figyelni: a DIPE-vel és MTBE-vel kiegészitett
rendszerek esetében a legnagyobb koncentracié 63 mg/l, mig a DIPE-vel és TAME-val
kiegészitett mikrokozmoszokban csak 23 mg/l volt.

A kisérlet kdzben megfigyelt ODgoo értékek valtozasai is a fenti trendet kovették, tehat
a TAME-s tesztrendszerekben gyorsabban szaporodtak a baktériumok, mint az MTBE-S
mintakban. Az aceton lebomlasa utan azonban a kétféle rendszerben kozel azonosak, mérési
hibahataron beliiliek voltak a mért ODgqq értékek.

Az MTBE ¢s a TAME eltér6 bontasi sebességének az okat egyeldre nem tudtuk teljes
mértékben megfejteni, valosziniileg a két vegyiilet kozotti eltérd szerkezeti tulajdonsagokbol
eredhet, nem pedig a koztitermékek (TBA és TAA) megjelenésébdl és akkumulaciojabol. Ezt
a feltételezésemet arra alapozom, hogy az értekezésemben be nem mutatott eldkisérleteink
soran az ebben a kisérletben keletkez6 TBA és TAA mennyiségénél jelentdsen nagyobb TBA
¢s TAA koncentracio (akar 300 mg/l) esetében sem tapasztaltunk gatlo hatast. Habar a kezdeti
koncentraciot a tesztrendszerekben egységesen 75 mg/l-re allitottuk be, ez anyagmennyiségre
vonatkoztatva tobb MTBE-nek (0,0425 mmol) felel meg, mint TAME-nak (0,0367 mmol).
Valoszintisithetéen ez a magyarazata annak is, hogy a 75 mg/l DIPE (0,0367 mmol) nem
bizonyult elegendének a 75 mg/l MTBE lebontdsahoz.

Az Abiotikus, a csak MTBE-vel és a csak TAME-val adalékolt mikrokozmoszok

esetében nem tapasztaltuk egyik éter bomlésat, illetve koztitermékek keletkezését sem.

5.15.Laboratériumi oszlopkisérletek DIPE ¢és ETBE bontasanak

modellezésére

A batch mikrokozmosz tesztek mellett megvizsgaltuk a Mycolicibacterium sp. CH28
torzs DIPE-, tovabba a mesterségesen létrehozott konzorcium ETBE- és TBA-bontd
potencialjat atfolyos, a terepi koriilményekhez a batch rendszereknél jobban hasonlitd
korilmények kozott is. Az oszlopkisérletek egyik elsddleges célja volt, hogy az altalunk
izolalt torzsek szamadra talaljuk egy olyan feliiletet, hordoz6t, amelyen képesek hatékonyan
megtapadni és sejtszamndvekedést produkalni. A megfeleld toltet megtaldlasa a késdbbi
terepi kezelés soran, példaul permeabilis reaktiv barrier (PRB) telepitésekor meghatirozo

jelentdségli.
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5.15.1. Oszlopkisérletek DIPE-vel kiegészitett minimal tapoldattal

5.15.1.1 Elokisérletek

A tesztelendd oszloptoltetek kivalasztasakor f6 szempontjaink kdzott szerepelt, hogy a
toltet ne adszorbedlja szamottevé mértékben sem az étereket, sem bomlastermékeiket. Az
elokisérletek soran szamos hordozoét kiprobaltunk, melyek koziil a tobbféle (szemcseméretit)
homok, illetve a P2-es perlit nem bizonyult megfelelének, ugyanis a CH28 nem tudott kell6
tomegben megtapadni az adott feliileteken, igy az ezekkel a toltetekkel Osszeallitott
oszlopreaktorok biodegradacios potencialja is a varakozasunkon aluli maradt. Elékisérleteink
alapjan a P3 perlit és t6zeg 1:4 tomegaranyu keverékén, tovabba az agyaggranulatumon képes
volt a CH28 megtapadni és szaporodni, igy tovabbi vizsgalataink soran is ezeket a tolteteket
hasznaltuk.

A CH28 aerob mikroorganizmus, ezért sziikséges volt megoldani az oszlopreaktorok
folyamatos iizemben torténd oxigénellatidsat. Az oszloptesztek sordn a lebontashoz sziikséges
megfeleld mennyiségli oxigént magnézium-peroxiddal, hidrogén-peroxiddal, tovabba sterilre
szurt levegdvel biztositottuk.

A szakirodalomban a magnézium-peroxidot naftalinnal és toluollal szennyezett
talajvizek bioremedidcidjaban sikeresen alkalmaztdk a PRB kialakitdsait megel6z6
oszlopkisérletekben (166). Azonban mi a kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a toltet
»felvizi” részében elhelyezett magnézium-peroxidos réteg ugyan képes volt a kelld
mennyiségll oxigén leadasara, azonban a kialakult életfeltételek (valoszinilileg a pH eltolodasa
kovetkeztében) kedvezdtlennek bizonyultak a CH28 jelii izolatum szamara.

Karmentesitési eljarasok soran a hidrogén-peroxidot, nemcsak mint oxidalé agenst
(167, 168), de mint oxigénleadd vegyiiletet is alkalmazzak (169, 170). Oszlopreaktorban
kiprobalva a vegyiiletet, az eredményeket vizsgdlva egyértelmiivé valt szdmunkra, hogy a
hidrogén-peroxid mar Onmagaban oxidalja a DIPE-t, igy ezt a vegyiiletet tovabbi
tesztjeinkben nem kivantuk felhasznalni, mivel az oszlopkisérleteket a CH28 biodegradacios
potencialjanak felmérésére végeztiilk. Azonban azt érdemes megemliteni, hogy torzsiinket az
oszloprol tavozd vizbdl ezekben a vizsgédlatokban is ki tudtuk mutatni, rdadasul a
baktériumsejteket DM tapoldatba visszaoltva DIPE-bontast tapasztaltunk, ezaltal igazolodott,
hogy a CH28 képes toleralni a hidrogén-peroxidos kozeget. Izolatumunk e tulajdonsaga
bioremediacios szempontbdl kedvezdnek tekinthetd, hiszen egy kémiai karmentesitéssel
elosegitett biodegradacidval, kiilondsképpen nagy szennyezOanyag koncentracidju

tertileteken, jelentds mértékben novelhetd a lebontas sebessége. Kashir ¢s munkatarsai MTBE
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hidrogén-peroxiddal torténd kémiai oxidacioja esetében megfigyelték, hogy az oxidald agens
nanovas vagy citromsav jelenlétében képes jelentés mértékben regeneralodni (167, 168). Egy
esetleges kémiai-bioldgiai karmentesités reményében a késébbiekben érdemes lenne a DIPE-
vel is hasonlo kisérleteket végezni és megvizsgalni azt, hogy a CH28 milyen koncentraciéban
képes toleralni a hidrogén-peroxidot. Ezaltal az in situ kémiai oxidacidé (ISCO) soran teljes
mar toxikus talajvizek is kezelhetéek lennének. Jovdbeli terveink kozott szerepel, hogy
torzsiink e képességét jobban megismerjilk egy lehetséges kémiai-biologiai kombinalt
karmentesitési technoldgia reményében.

A kémiai (magnézium-peroxidos, illetve a hidrogén-peroxidos) kisérleteket kdvetden
fizikai eljarassal kiséreltiik meg a megfeleld mennyiségli oxigént biztositani az aerob bioldgiai
lebontashoz. Az eljaras sordn az oszlopok oxigénnel torténd ellatasat alacsony térfogatarama,
sterilre szlirt 1égkori levegd beadagoldsaval (80 ml/6ra) oldottuk meg. A bejuttatott levegd
mennyiségét az alapjan hataroztuk meg, hogy az még biztosan ne okozza a szennyezés
elillanasat. A felmend folyadékaramba egy perisztaltikus pumpa segitségével injektaltuk a
levegébuborékokat.

A rendszerekben a DIPE illékonysagat két abiotikus oszlop segitségével vizsgaltuk.
Mivel ezek egyikében esetében sem tapasztaltunk parolgast, tovabba az egyes tolteteken
torténé DIPE megkotddést, igy az ETBE-s oszlopnadl mar nem alakitottunk ki abiotikus
rendszereket, mivel a DIPE vizoldhatdsaga alacsonyabb, Henry-allandoja pedig magasabb az
ETBE-énél.

5.15.1.2 Hatékonyan miikodé oszlopreaktorok

A DIPE-vel, mint szennyezOanyaggal végzett oszlopkisérletek soran sikeriilt két
oszlopreaktort is hatékonyan mikdodtetniink. Mindkét oszlopreaktorban a lebontashoz
sziikséges oxigént perisztaltikus pumpa segitségével biztositottuk. Oszloptoltetként az egyik
kisérleti rendszerben P3 perlit és tézeg 1:4 tomegaranyt keverékét, mig a masikban
agyaggranulatumot alkalmaztunk. A kisérlet sordn az oszlopokra felmend tapoldatban
koncentracié (85 mg/l) mellett, az aramlasi sebesség novelésével folyamatosan emeltiik az
oszlopokon tisztitandd MDM minimal tdpoldat mennyiségét. A modositott DM tapolda
hasznalatat azért tartottuk sziikségesnek, mivel a CH28 enyhén savas kornyezetben aktivabb,

¢s jobban képes szaporodni, mint semleges vagy lugos koriilmények kozott.
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I. szakasz

A levegdvel oxigenalt oszlopok az els6 napokban (perlit-tézeg keverékes oszlop: 1-4.
nap, agyaggranulatumos oszlop: 1-9. nap) folyamatosan és zavartalanul iizemeltek, a
Mycolicibacterium sp. CH28 sejtjei megtapadtak és felszaporodtak a télteten, beallt két stabil,
jol miikddd rendszer. A sejtek exponencidlis szaporodasi fazisaban (a kisérletsorozat {6
szakasza: perlit-tézeg keverékes oszlop: 4-40. nap, agyaggranulatumos oszlop: 9-32. nap)
egységes (500 ml/nap) aramlasi sebesség mellett a kezelend6 MDM minimal tapoldatban
fokozatosan emeltiik a DIPE koncentracidjat egészen 85 mg/l-ig.

Az oszlopokra 6sszesen felmend, illetve tdvozo DIPE mennyiségeket a 33. és 34. abrak
mutatjak be. A tesztrendszerek atlagolt hatékonysaga a kisérlet teljes idGtartamat tekintve a

perlit-tézeg toltetes oszlop esetében 94%, az agyaggranulatumos reaktornal pedig 99% felett

volt.
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33. abra: A P3-as perlit és tozeg keverékével toltott oszlop DIPE-bonto potencialja (I. szakasz)

Osszes DIPE terhelés az oszlopon
(mg)
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34. abra: Az agyaggranulatum toltetii 0szlop DIPE-bont6 potencialja (I. szakasz)
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Il. szakasz

A 85 mg/l koncentraciéban alkalmazott DIPE mineralizacidojanak sikeres elérését
(85 mgl/l), de 1épcsdzetesen emelkedd aramlasi sebesség mellett. EQy-egy aramlasi sebesség
novelésnél 100 ml/nap-pal noveltiik a tisztitandd tédpoldat mennyiségét. Mindkét oszlop
kiindulasi aramlasi sebessége 500 ml/nap volt.

A perlit-tézeges oszlop nagyon hamar, mar 700 ml/nap aramlasi sebességnél elérte a
teljesitoképessége hatarat, 800 ml/nap sebességnél pedig a hatékonysaga 60% ala esett (35.

abra).
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35. abra: A P3-as perlit és tozeg keverékével toltott oszlop DIPE-bont6 potencialja (I1. szakasz)

Az agyaggranulatumos oszlop lebontasi hatékonysaga 800 ml/nap aramlasi
sebességnél (36. nap), még meghaladta a 98%-ot, 900 ml/nap-ra emelve (43. nap) viszont mar
69%-ra esett vissza (36. abra). Ezt kovetéen 3 naponta tovabbi 100 ml/nap-pal emeltiik az
oszlopon kezelendé DIPE-vel kiegészitett minimal tdpoldat mennyiségét, mely ndveléseket
kovetéen az oszlop hatékonysaga jelentés mértékben nem valtozott, minden esetben kdzel

50%-o0s volt.
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36. abra: Az agyaggranulatum toltetii 0szlop DIPE-bonté potencialja (II. szakasz)

A CH28 jelenlétének igazolasdra az oszlopokrol tavozd mintdkbol rendszeresen
szélesztettiink TSA lemezekre, ahonnan kolonia PCR-eket is végeztiink, mely tesztek soran
minden alkalommal ki tudtuk mutatni a CH28 torzset.

Az oszlopkisérletek soran keletkezd intermedierek (2-propanol ¢és aceton)
koncentracioja a kisérletek teljes id6tartama alatt a kimutatasi kiiszobérték (20,0 pg/l) alatt
maradt. Ezek az eredmények a jovobeli terepi karmentesitésekre nézve biztatonak
tekinthetdek, hiszen hasonloan koriilmények kozott varhatoan az in situ kezelések soran sem
fog toxikus koncentracidban intermedier felhalmozodni.

A DIPE-vel végzett oszlopkisérletekrél Osszességében elmondhatd, hogy a
Mycolicibacterium sp. CH28 mind a tézeg-perlites, mind pedig az agyaggranulatumos
oszloptolteteken megtapadt, szaporoddst mutatott és kiemelkedd DIPE-biodegradaciot
produkalt, intermedierek felhalmozodasa nélkiil. A sikeres oszlopkisérletek megerdsitik azt a
feltételezésiinket, hogy az altalunk izolalt DIPE-bontd baktérium terepi koriilmények kozott,

akar nagy (85 mg/l) DIPE koncentracié mellett is komoly potencialt rejt magaban.

5.15.2. Oszlopkisérlet ETBE-vel és TBA-val szennyezett talajvizkezelés modellezésére
A sikeres DIPE-bont6 oszlopreaktorok létrehozasa és fenntartasa kozben szerzett

tapasztalatokat kamatoztattuk az ETBE-bontd oszlopreaktor tervezése, Osszeallitasa és
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tizemeltetése soran. A DIPE-s oszlopreaktorok esetében két Osszeépitett oszloptagot, az
ETBE-s tesztnél egyetlen oszlopot hasznaltunk. A kiilonb6z6 méreti és térfogati rendszerek
tesztelésével fel kivantuk mérni, hogy akar egy kisebb, dinamikusabban miikod6 reaktorban is
kivitelezhet6-e a biodegradacio. Tovabba azonos aramlasi sebesség (500 ml/nap) mellett az
egyetlen oszlop hatranya a rovidebb tartozkodasi id6, elénye viszont az egyenletesebb
oxigénellatottsdg. A mikroorganizmusok szdmara a lebontashoz sziikséges oxigént, a DIPE-
bontd oszlopokhoz hasonldan, alacsony térfogatiramu levegd beadagoldsaval biztositottuk.
Az ETBE- (~25 mg/l) és TBA- (~4 mg/l) tartalmt talajviz kezelésére kialakitott oszlop
folyamatos lizemideje 112 nap volt.

Az oszlop mikddtetése sordn nem tapasztaltunk jelentdés hullamvolgyeket,
visszaeséseket, az oszlop zavartalanul és hatékonyan miikodott. A tdlteten egyarant megtapadt
az ETBE-bont6 CH2S8, tovabba a TBA-bont6 T4 torzs is. A talajvizzel elvégzett
mikrokozmosz kisérletekhez hasonloan, a mesterségesen létrehozott konzorcium tagjai az
ETBE hatékony mineralizacigjat tudtak egylitt megvalositani. Az oszlop mukddési hatasfoka
az egész kisérletsorozat alatt ETBE-re vonatkoztatva nem csokkent 88%, illetve TBA-ra
nézve 78% ala (37. abra). A teljes kisérletre nézve a lebontasi hatékonysagok atlaga mindkét
vegyiilet esetében meghaladta a 90%-ot: az elsé 50 napban az ETBE esetében 93%, mig a
TBA-nal 98% volt a lebontas hatdsfoka. Az ETBE és TBA koncentraciok emelkedése az
ETBE bontasara nem volt jelentds hatdssal, azonban a TBA-bontas hatékonysaga az 50.
naptol kisebb csokkenést mutatott. Ennek hatterében feltételezhetéen a szennyezett vizhez
adalékolt tovabbi szennyezés, illetve az alkalmazott oszlopméret all, ugyanis ennél a
kisérletnél csak fele akkora oszlopreaktort hasznaltunk, mint a DIPE-s tesztekben, igy a

lerovidiilt tartdzkodasi 1d6 a T4 szdmara mar nem bizonyult elegenddnek.
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37. abra: Az ETBE-vel és TBA-val szennyezett talajvizzel miikodtetett oszlopreaktor szennyez6 anyag

bontasi hatasfoka

Az oszlopra felmend, ETBE-vel és TBA-val szennyezett talajviz (1-49. nap), majd a

mesterségesen hozzaadott ETBE- és TBA-szennyezés (50-112. nap) Osszesitett mennyiségét a

38. abran tiintettem fel. A diagramon abrazoltam az oszloprdl tavozo, tisztitott talajvizben

mért dsszesitett ETBE- és TBA-mennyiségeket.

Osszes ETBE és TBA terhelés az oszlopon (mg)

Szennyezett talajviz: Szennyezett talajviz + mesterséges szennyezes:
25 mg/l ETBE és 5 mg/l TBA 50 mg/l ETBE és 15 mg/l TBA
A \
\ |
1 000
800
600
400
200
0 é, =
1 16 40 51 68 81 100

Folyamatos iizemidé (nap)

1 Osszes felmend ETBE #Osszes felmend TBA 1 Osszes lejovo TBA 1 Osszes lejovo ETBE

38. abra: Az ETBE-vel és TBA-val szennyezett talajvizzel miikodtetett oszlopreaktor ETBE-bont6

potencialja
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A TBA degradicidojanak szemléletesebb bemutatasa érdekében a 39. abran az
oszlopra felmend Osszes TBA mennyiségéhez hozzdadtam az ETBE oxidacidja soran,
intermedierként keletkez6 TBA mennyiségét, ezaltal megkaptam a kisérlet soran az oszlopra
juto és ott megjelend 0sszes TBA mennyiségét. Az abran sziirkével tiintettem fel az oszloprol

tavozo, kezelt talajvizbol kimutatott 6sszes TBA-t.

Szennyezett talajviz: Szennyezett talajviz + mesterséges szennyezés:
25 mg/l ETBE és 5 mg/l TBA 50 mg/l ETBE és 15 mg/l TBA
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39. abra: Az oszlopra 6sszesen felmené és az ETBE oxidacioja soran keletkez6 6sszes TBA mennyisége,

illetve az oszloprol tivozo TBA dsszesitése

A mért VOC koncentraci6 valtozasok alapjan elmondhato, hogy az altalunk létrehozott
mesterséges konzorciummal sikeriilt egy jol miikodd, a nehezen mineralizalhato ETBE-t
alacsony TBA-akkumulacié mellett bontd oszlopreaktort 1étrehoznunk, majd 112 napon at
izemeltetniink.

Az ETBE-s oszloprol tavoz6é mintakbol kéthetente DNS-t tisztitottunk, majd
8,0 ng/ml kozott valtozott. A tisztitott DNS mintakat DGGE-vel analizaltuk, a gélrdl készitett
foto a 40. abran lathat6. Az elsO tiz minta az oszloprdl tavozd mintakat abrazolja, a
kovetkezo kettd pedig a tiszta T4, illetve CH28 térzsek DGGE mintazatat mutatja be, mig az
N minta a negativ kontroll. Az eredményekbdl l1athato, hogy a két torzs az Gsszes mintavétel

soran kimutathato volt.
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40. abra: Az ETBE-s oszloprdl tavozé vizekbdl készitett DGGE

A DGGE mintazat alapjan lathatd, hogy mas mikroorganizmusok is megtelepedtek az
oszlopon. Ezek koziil harom DNS fragmentet kivagtunk, a modszerleirasban (4.15.3 fejezet)
ismertetett modon elékészitettiink, majd elkiildtiink szekvenalasra. A 2. mintabol (a 40. abran
zo6lddel bekarikazva) egy Pseudomonas brenneri, a 4-bél és a 6-bol (a 40. abran kékkel
bekarikazva) pedig egy-egy Cupriavidus necator torzset azonositottunk. A szakirodalomban
nem talaltunk arra példat, hogy ezek a mikroorganizmusok meghatdrozdéak lennének a

Ugy véljiik, hogy kisérletiinknek jelentds szerepe lehet az egyre gyakrabban megjelend
ETBE-vel adalékolt lizemanyag eredetli szennyezések biologiai karmentesitése soran. A
konzorcium hasznalhaté kozvetleniil a talajba injektdlva, vagy akar permedbilis reaktiv
barrierek (PRB-k) telepitése soran is, melynek kivald toltete lehet a tesztben alkalmazott
perlit-tézeg keverék.
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A szakirodalomban még nem publikiltak DIPE-vel és ETBE-vel végzett
oszlopkisérleteket, igy kisérleteink eredményeit egy masik iizemanyag-oxigenatként
alkalmazott éterrel, az MTBE-vel tudjuk 0sszehasonlitani. Liu €s munkatarsai két kiilonallo
Kisérletiikben az elsé oszlop a lebontashoz sziikséges oxigént (kalcium-peroxid formajaban),
illetve a degradaciés folyamatokat eldsegité dsvanyi sokat tartalmazott. A masodik oszlopot
expandalt perlittel toltotték meg, melynek feliiletén el tudott szaporodni az MTBE biologia
lebontasara képes kultura. A kezelendd, mesterségesen szennyezett viz 160 mg/l MTBE-t
tartalmazott, aramlasi sebessége megegyezett az altalunk is alkalmazott kiindulasi aramlasi
sebességgel (500 ml/nap). A kezelend6 viz tartdzkodasi ideje 80 oOra volt. A mi
kisérleteinkben 1ényegesen rovidebb volt a tartozkodasi id6 (500 ml/nap aramlasi sebességgel
szamolva): a DIPE tesztek soran a perlit-tézeg keverékes oszlopnal 16,8 ora, mig az
agyaggranulatumos oszlopnal 21,6 6ra. Az ETBE-s oszlopnal pedig 8,4 6ra volt a tartozkodasi
id6. Az MTBE-vel végzett oszlopkisérlet esetében nem egyedi torzseket, hanem talajvizbol
MTBE-n, mint egyediili szén- és energiaforrason felszaporitott mikroba konzorciumot
vizsgaltak. A kisérletben ~50%-0s MTBE eltavolitast sikeriilt elérniiik. Az MTBE lebontasa
soran keletkezé TBA a kisérlet els6 felében ideiglenesen akkumulalodott, majd a lag fazist
kovetden elkezdett biodegradalodni. Az altalunk végzett kisérletek esetében a tesztelt éter
koncentraci6é kisebb (85 mg/l DIPE, illetve 50 mg/l ETBE + 15 mg/l TBA), azonban a
tartdzkodasi 1d6 jelentdsen rovidebb volt, emiatt nehéz dsszehasonlitani az eredményeket. A
mg/l DIPE koncentracid esetében a perlit-tézeg toltetes oszlopnal ~94%, mig az
agyaggranulatumos reaktornal ~99% volt a hatasfok. A keletkez6é koztitermékek (2-propanol
és aceton) koncentracidja a kisérlet teljes id6tartalma alatt a kimutatasi hatar alatt marad, igy a
bomlas soran nem akkumuldlodott toxikus vegyiilet. Az ETBE-vel és TBA-val adalékolt
szennyezett talajviz (50 mg/l ETBE + 15 mg/l TBA) kezelése soran az ETBE esetében ~90%,
a TBA esetében pedig ~80% volt a lebontés hatasfoka.

Az  oszlopkisérletek  Osszegzéseként  elmondhaté, hogy  sikeriilt olyan
oszlopreaktorokat kialakitanunk, amelyekben a DIPE-s oszlop esetében a CH28, az ETBE-vel
¢s TBA-val szennyezett oszlopnal pedig az altalunk Iétrehozott mesterséges konzorcium
képes volt megtapadni és elszaporodni. Az oszlopokban a DIPE ¢s az ETBE mineralizacidja

eredményesen meg tudott valdsulni. A hatékonyan miitk6dé DIPE-s oszlopok esetében
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koztitermékeket (2-propanol és acetont) nem tudtunk Kimutatni, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy feltételezhetden terepi koriilmények kozott sem fognak akkumulalodni ezek a
vegyiiletek. Az ETBE-s oszlop esetében a szennyezett teriiletrdl szarmazé talajvizben
talalhatdo ETBE és TBA lebontasa szinte teljes mértékben megvalosult, igy a tovabbiakban
mesterségesen szennyeztiik a talajvizet. Az ETBE oxidacidja soran tartésan €s nagy
mennyiségben nem halmozodott fel TBA. Legjobb tudomasunk szerint a szakirodalomban
korabban még nem irtak le sikeresen megvalosult oszlopkisérleteket sem DIPE-vel, sem pedig

ETBE-vel, emiatt munkank mindenképp egyedinek tekinthetd.
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6. OSSZEFOGLALAS

A gépjarmiivek rohamos elterjedésébdl ¢és az {lizemanyag-fogyasztas folyamatos
emelkedésébdl kovetkezik, hogy egyre inkabb fokozdodik az lizemanyag-adalékok iranti
kereslet is. A kopogasgatloként hasznalt olom-tetractil kiegészitd komponens betiltasat
kovetden jellemzden az oxigenat adalékok terjedtek el, melyek az oktanszam novelése mellett
biztositjak az lizemanyagok tokéletesebb égését is, ezaltal csokkentve a szén-monoxid, az
6zon és egyéb toxikus vegyiiletek kibocsatasat. Az éter tipusu ilizemanyag-oxigenatok
hatranya, hogy kivalé vizoldhatdésaguknak kdszonhetden konnyen elszennyezhetik a felszini
¢s a talajvizeket, mellyel veszélyeztetik az élovilagot és az ivovizbazisokat. Ezek a vegyiiletek
stabil kémiai szerkezetiikbdl addéddan rendkiviil ellenédlldak a kiilonb6zd fizikai-kémiai és
bioldgiai degradacids folyamatoknak.

Az oxigenatok lizemanyag-adalékként torténd felhasznalasa soran kezdetben az MTBE
dominalt kiemelkedd oktanszamnoveld tulajdonsaganak és az lizemanyagokkal valo tokéletes
keveredésének koszonhetden. Az MTBE széleskorii hasznalata maga utan vonta az MTBE-vel
szennyez6dott teriiletek szamanak rohamos novekedését. A vegyiilet kivald vizoldékonysaga
révén komoly, nagy kiterjedésti és tartdos kornyezeti problémakat okozott. Habar az
oxigenatok huméan egészségligyi hatasair6l még keveset tudunk, allatkisérletekben
bebizonyosodott az MTBE rakkelt6 hatasa, igy potencialis human karcinogénnek mingsiil. Az
MTBE-t negativ tulajdonsagai miatt szdmos orszagban a hasonlo fizikai és kémiai
sajatsagokkal rendelkez6 ETBE valtotta fel, de egyéb lizemanyag-oxigenatok (pl.: TAME,
DIPE) is egyre szélesebb korben terjednek el.

Az MTBE globalis hasznalata és a szennyezett teriiletek jelentds szama miatt szamos,
az MTBE bontasara képes mikroorganizmust és konzorciumot irtak le. Sokkal kevesebb
ismerettel rendelkeziink azonban az ETBE-, illetve DIPE-bont6 mikroorganizmusokrol, holott
az MTBE hattérbe szoruldsaval az e vegyiiletekkel szennyezett teriiletek mennyisége
folyamatosan ndvekszik. Kornyezetvédelmi ¢és koltséghatékonysagi szempontbdl is a
bioremediacio tekinthetd a legészszerlibb valasztasnak ezeknek a teriileteknek a kezelésére. A
sikeres biodegradacidhoz azonban sziikség van olyan egyedi mikroorganizmusokra vagy
konzorciumokra, amelyek hatékonyan, az emberi egészség veszélyeztetése és a kornyezetre
karos melléktermékek tartds felhalmozodasa nélkiil képesek lebontani az adott szennyezést.

Munkank soran ezért célunk volt egy olyan baktériumtorzs izolalasa és mélyrehatd vizsgalata,

crer
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DIPE-vel szennyezett teriilet monitoring kutjaibél szarmaz6  talajvizek
felhasznalasaval DIPE-n, mint egyediili szén- és energiaforrason torténd dusitassal egyedi
telepek izolalasat végeztiik el. A dusitasi eljaras soran izolalt baktérium, a Mycolicibacterium
sp. CH28 az Aktinobaktériumok toérzsébe, azon beliil pedig a Mycobacteriaceae csaladba, a
Mycolicibacterium nemzetségéhez (,,Fortuitum-Vaccae” klad) tartozik. A CH28 a gyors
ndvekedésili, nem patogén mikobaktériumok kdzé sorolhato.

A Mycolicibacterium sp. CH28 sejtjei a mikobaktériumokra jellemzdéen palcika
alaktak, atlagosan 2,0 um x 0,8 um nagysaguak. A TSA lemezen felnétt telepek kezdetben
enyhén sargés, majd tovabbi par nap inkubacidt kdvetden narancssargas, kissé barnas szintiek.
szinért a torzsben megtalalhato karotinoid pigment(ek) felelés(ek).

A torzs vazlatos genomja 6 046 830 bp méreti, G +C tartalma 66,7%-0s, mely a
nemzetségen beliil atlagosnak tekinthetd. A genomszekvencia adatok alapjan sikertilt
azonositanunk a citokrom P450 monooxigenazok k6zé tartozé EthB enzimet kodolé ethB gén
jelenlétét (158), amely 99%-os hasonlosagot mutatott a R. ruber IFP 2001 és az A.
tertiaricarbonis L108 azonos génjeivel (68, 70). Ez az eredmény jelentsnek tekinthetd,
hiszen ez a monooxigenaz bizonyitottan felelds az ETBE, a DIPE és mas dialkil éterek

A genomok Osszehasonlitd analizise soran harom olyan baktériumot talaltunk, amelyek
legalabb 98,7%-0s hasonlosagot mutattak a Mycolicibacterium sp. CH28, azonban ezek
OGRI-n alapul6 részletes vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy az altalunk izolalt, CH28
jelt torzs valoszintisithetden 11 fajnak tekinthetd.

Részletesen megvizsgaltuk a CH28 altal hasznosithatoé szubsztratok spektrumat. A torzs
az alabbi vegyiileteket tudta egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani: metanol, etanol,
1-propanol, 2-propanol, etilén-glikol, glicerin, formaldehid, aceton, hangyasav, ecetsav,
pirosz6l6sav, n-dodekan, n-hexadekan, n-oktadekan, prisztan, m-xilol, p-xilol, dietil-éter,
ETBE, DIPE, Tween 80, PEG 200, PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000, PEG 20000. A CH28
az alabbi vegyiileteket nem volt képes egyediili szén- €s energiaforrasként hasznositani:
propionaldehid, citromsav, n-pentan, n-hexan, n-dekan, n-undekan, n-eikozan, n-dokozan,
ciklohexan, benzol, toluol, etilbenzol, o-xilol, fenol, naftalin, MTBE, TAME, TBA, TAA,
anizol, 1,4-dimetoxibenzol, bifenil, difenil-éter és tetrahidrofuran. Osszességében
elmondhato, hogy az altalunk izolalt baktérium meglehetésen széles szubsztrat-spektrummal
rendelkezik, hiszen képes normdl alkdnok, monoaromds vegyiiletek, eldgazé lanca

szénhidrogének, dialkil-éterek, egyszénatomos vegyiiletek, szamos rovid szénlancu alkohol és
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szerves sav bontdsara. A torzs robosztus metabolikus kapacitdsa reményeink szerint kivaléan
kamatoztathato lesz majd kevert szénhidrogénekkel (pl.: lizemanyaggal) szennyezett kdzegek

A CH28 torzs 10-35 °C kozotti homérséklet-tartomanyban mutatott ndvekedést, ezen
beliil az optimalis hémérsékleti intervallum 30-32 °C kozé esett. A baktérium pH=3,5-8,5
tartomanyban mutat ndvekedést, a CH28 szamara idealis kozeg pH=5,0-6,0 kozott volt.
Kiilonb6z6 NaCl koncentraciok mellett megvizsgaltuk a torzs sotiird képességét. A kisérletek
soran fény deriilt arra, hogy a CH28 nem tartozik a halotolerans mikroorganizmusok kozé. A
CH28 jelii izolatum szenzitiv volt az amikacinra, az ampicillinre, az apramicinre, a
gentamicinre, a higromicinre, a kanamicinre, a klindamicinre, a kloramfenikolra, a
neomicinre, az oxitetraciklinre, a rifampicinre, a sztreptomicinre és a tetraciklinre. A
tesztjeink eredményei alapjan a torzs kismértékli toleranciat mutatott a tobramicinnel
szemben, tovabba rezisztens volt a karbenicillinre.

A DIPE lebontasa soran koztitermékként GC-MS segitségével sikeresen azonositottuk a
2-propanolt, az acetont és az ecetsavat. A DIPE-lebontas metabolitjaiként keletkezd 2-
propanolt és ecetsavat a szakirodalomban korabban még nem igazoltak. A kimutatott
intermedierek birtokdban felvazoltuk a mikrobiologiai DIPE lebontas felsd szakaszat a CH28
torzsben, melyet korabban még nem irtak le.

Felmértiik a CH28 biodegradacios potencialjat ,,resting cell” (nyugvo sejtes) kisérlettel.
A vizsgalat soran kapott értékeket dsszehasonlitottuk a szakirodalomban korabban leirt két
DIPE-bont6 mikroorganizmussal, a R. ruber IFP 2001 és az A. tertiaricarbonis L108
torzsekkel (68, 70). A biodegradaciés rata mindharom torzs esetében ugyanabban a
nagysagrendben volt. Annak ellenére, hogy az L108 torzs bontja a leggyorsabban a DIPE-t, a
biodegradacio soran aceton, mint végtermék halmozodik fel. Ezzel szemben a CH28-as torzs
az acetont kivaloan tudja egyediili szén- és energiaforrasként hasznositani, tehat a degradacio
soran szén-dioxid ¢és biomassza keletkezik. A teljes mineralizdcio lejatszodasa tobb
szempontbol is elénydsnek tekinthetd. Egyrészt a kornyezetben nem halmozodik fel olyan
intermedier, amely az él6lények jelentds részére toxikus. Masrészt a lebontéasi folyamatbol a
CH28 torzs nyilvanvaldan tobb energiat is nyerhet, mint az L108, ezaltal valoszintisitheten
egy szennyezett kozegben is hatékonyabban tudna szaporodni, ami jelentés mértékben
meggyorsithatna a lebontasi folyamatokat és a szennyezett teriilet karmentesitését.

DIPE-vel (75 mg/l és 300 mg/l) mesterségesen szennyezett talajvizekkel mikrokozmosz
kisérleteket allitottunk 6ssze. A 75 mg/l DIPE-vel 6sszeéllitott mikrokozmoszok esetében 42

6ra, mig a 300 mg/l-es mintdk esetében pedig 90 ora kellett a teljes mineralizacid
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lejatszodasahoz. Legjobb tudomdsunk szerint az altalunk talajvizekkel Gsszeallitott
mikrokozmosz rendszerek voltak az elsdéként publikalt DIPE szennyezéssel végzett
mikrokozmosz kisérletek (161).

A szubsztrathasznositasi tesztek felfedték, hogy habar a CH28 képes az ETBE
kutatointézetiink TBA-bonté Hydrogenophaga sp. T4 torzsét létrehoztunk egy olyan
mesterséges konzorciumot, amely képes az ETBE hatékony mineralizaciojara. A DIPE
tartalmi mikrokozmoszokhoz hasonléan, a rendszerek Osszeallitasdhoz talajvizeket
hasznaltunk, amelyekhez szennyezésként kiilonb6zd koncentracioban ETBE-t (50, 200 és 500
mg/l) adtunk. Mindharom kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a konzorcium tagjai képesek
hatékonyan egyiitt miikddni, a szennyezés rovid id6 alatt mineralizalodott. A 200 mg/l ETBE-
t tartalmazo mikrokozmoszok esetében érdemes megemliteni azt, hogy a csak CH28 torzzsel
bioaugmentalt rendszerekben is tapasztaltuk a mineralizaciot, bar ahhoz jelentdsen tobb idére
volt sziikség, mint a mesterséges konzorciummal inokulalt mikrokozmoszoknal. A csak CH28
torzzsel bioaugmentalt mikrokozmoszokban elért ETBE mineralizacié nemcsak az altalunk
inokulélt mikroorganizmusnak, hanem a helyi mikroba populacionak is kdszonhetd, hiszen a
TBA degradaciojat csak az endogén mikroorganizmusok tudtak végrehajtani.

A CH28 torzs bar nem képes az MTBE ¢s a TAME egyediili szén- és energiaforrasként
torténd felhasznalasara, azonban DIPE-vel indukalva bontani tudta ezt a két lizemanyag-
oxigenatot is. A biodegradacids folyamat soran TBA, illetve TAA halmozodott fel. Legjobb
tudomasunk szerint nekiink sikertilt eldszor leirni az MTBE és a TAME DIPE-vel indukalt
kometabolikus bontasat (161).

Perlit-t6zeg keverékkel, illetve agyaggranulatum toltettel aerob oszlopkisérleteket
végeztink a CH28 DIPE-bontd potencialjanak, illetve a mesterségesen létrehozott
konzorcium ETBE-bontd képességének atfogobb megismerése érdekében. Hosszu tavon
sikeriilt miikddtetniink olyan oszlopreaktorokat, melyekben hatékonyan le tudott jatszodni a
vizsgalt lizemanyag-oxigenatok mineralizacioja. A kisérletek sordn az oszlop elfoly6 vizében
DIPE esetében csak méréshatarhoz kozeli mennyiségben tudtunk intermediereket detektalni,
mig az ETBE-s oszlopndl minimélis TBA akkumulaciot kovetéen rendszerint teljes
mineralizacio jatszodott le. Vizsgalataink egyedinek tekinthetdek, hiszen a szakirodalomban
nem talaltunk DIPE-vel és ETBE-vel végzett oszlopkisérleteket.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az altalunk izolalt Mycolicibacterium sp. CH28 egy
olyan 0j baktérium torzs, amely nemcsak szamos ilizemanyag-oxigenat lebontasara, hanem

megannyi egyéb kornyezeti szempontbdl relevans vegyiilet (pl.: alkdnok, monoaromads
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crer

baktérium novesztéséhez optimadlis, illetve aktivitasahoz minimalisan sziikséges kornyezeti
feltételeket. Nyugvo, illetve osztodoképes sejteket tartalmazd mikrokozmosz vizsgalatokban
igazoltuk az izolatum DIPE-bont6 aktivitasat kiilonb6zé DIPE koncentraciok mellett. A
CH28, illetve az altalunk koradbban azonositott T4 baktérium felhasznalasaval mesterséges
konzorciumot létrehozva nagy hatékonysagi ETBE mineralizaciot értiink el. Tovabba
megallapitottuk, hogy a CH28 jelii izolatum DIPE jelenlétében képes kometabolikus MTBE-,
illetve  TAME-bontasra, mely kiilonosen jelentés eredmény az {izemanyag-oxigenatok
lebontasanak hatterében 4llo genetikai szabdlyzdsok megértéséhez. Eredményeink
tekintetében batran kijelenthetd, hogy a CH2S8 jelll izolatum egy olyan mikroorganizmus,
mely amellett, hogy oltéanyagként igen komoly bioremedidciés potenciallal rendelkezik
DIPE-, illetve ETBE-szennyezett teriiletek karmentesitésében, tovabbi vizsgalata segithet

felderiteni az oxigenatok lebontasanak molekularis szintii szabalyozasat is.
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SUMMARY

It follows from the rapid spread of motor vehicles and the continuous increase in fuel
consumption that the demand for fuel additives is also constantly increasing. After the ban on
lead tetraethyl, which is an antiknock additional component, oxygenate additives have
become widespread, which, in addition to increasing the octane number, also ensure a more
complete combustion of fuels, thereby reducing emissions of carbon monoxide, ozone and
other toxic compounds. The disadvantage of ether fuel oxygenates is that, due to their
excellent water solubility, they can easily contaminate the surface water and groundwater
thereby endangering wildlife and drinking water supplies. Due to their stable chemical
structure, these compounds are highly resistant to various physicochemical and biological
degradation processes.

It was the methyl tert-butyl ether (MTBE) that initially dominated the use of
oxygenates as fuel additives due to its outstanding octane-enhancing properties and perfect
mixing with fuel. The widespread use of MTBE led to a rapid increase in the MTBE-polluted
sites. The excellent water solubility of the compound has caused serious, extensive, and
persistent environmental problems. Although little is known about the human health effects of
oxygenates, MTBE has been found to be carcinogenic in animal experiments therefore it is
considered a potential human carcinogen. Owing to its unfavourable properties, MTBE has
been replaced in many countries by ethyl tert-butyl ether (ETBE) which has similar physical
and chemical properties, but other fuel oxygenates (e.g. tert-amyl methyl ether (TAME),
diisopropyl ether (DIPE)) are also becoming increasingly widespread.

Due to the global use of MTBE and the large number of polluted sites, several
microorganisms and consortia capable of degrading MTBE have been described. However,
much less is known about ETBE- and DIPE-degrading microorganisms, although with the
reduction in the use of MTBE, the number of sites polluted with these compounds is
constantly increasing. In terms of remediation and cost-effectiveness, bioremediation could be
considered to be the most reasonable option to remediate these areas. However, successful
biodegradation requires a microorganism or consortium that can efficiently mineralize a given
pollution without endangering human health and without lasting accumulation of
environmentally harmful by-products. In the present research we aimed to isolate and to fully
characterize a bacterial strain capable of efficiently degrading ETBE and DIPE.

In the first phase of our research, we used DIPE contaminated groundwater samples

from monitoring wells of a DIPE-polluted site. We managed to isolate a DIPE-degrading

100



individual strain, Mycolicibacterium sp. CH28 by enrichment on DIPE as the sole source of
carbon and energy. According to the results of the 16S rDNA analysis the bacterium isolated
during the enrichment process belongs to the phylum Actinobacteria, to the family of
Mycobacteria, to the genus Mycolicibacterium (“Fortuitum-Vaccae” clade). Strain CH28
belongs to the fast-growing, non-pathogenic mycobacteria.

Mycolicibacterium sp. strain CH28 cells are rod-shaped which is typical for
mycobacteria, and on average they are 2.0 um x 0.8 pum in size. Colonies grown on TSA plate
were initially slightly yellowish and after a few more days of incubation they became orange,
slightly brownish. Based on the whole-genome sequence data, it can be assumed that the
carotene pigment found in the strain may be responsible for the orange colour.

A total of 1,214,702 reads were assembled, resulting in 43 contigs (longer than 500
bp) with a total length of 6,046,830 bp. The G+C content (66.7%) of the genome could be
considered average in the family of Mycobacteria. Based on the genome sequence data, we
were able to identify the presence of ethB gene coding for a cytochrome P450
monooxygenase (158) showed 99% similarity to the corresponding genes of Rhodococcus
ruber IFP 2001 and Aquincola tertiaricarbonis L108 (68, 70). This result can be considered
significant, as the above-mentioned monooxygenase has been proven to be responsible for the
degradation of ETBE, DIPE, and other dialkyl ethers.

In the comparative analysis of the genomes, we identified three bacteria that showed at
least 98.7% similarity to strain CH28, but their analysis based on OGRI showed that strain
CH28 we isolated could represent a novel species.

The spectrum of substrates that can be utilized by strain CH28 was examined in detail.
The strain utilized the following substrates as the sole carbon and energy source: methanol,
ethanol, 1-propanol, 2-propanol, ethylene glycol, glycerol, formaldehyde, acetone, formate,
acetate, pyruvate, n-dodecane, n-hexadecane, n-octadecane, pristane, m-xylene, p-xylene,
diethyl ether, ETBE, DIPE, Tween 80, PEG 200, PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000, PEG
20000. Strain CH28 did not utilize the following substrates as the sole carbon and energy
source: propionaldehyde, citrate, n-pentane, n-hexane, n-decane, n-undecane, n-eicosane, n-
docosane, cyclohexane, benzene, toluene, ethylbenzene, o-xylene, phenol, naphthalene,
MTBE, TAME, TBA, TAA, anisole, 1,4-dimethoxybenzene, biphenyl, diphenyl ether and
tetrahydrofuran. Overall, the bacterium we isolated has extremely broad substrate specificity,
as it is capable of degrading normal alkanes, monoaromatic compounds, branched-chain

hydrocarbons, dialkyl ethers, C; compounds, several short-chain alcohols, as well as organic
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acids. This robust metabolic capacity of the strain could effectively be utilized in the
bioremediation of sites polluted with mixed hydrocarbons (e.g. fuel).

Strain CH28 grew in the temperature range of 10-35 °C, the optimum growth
temperature for the strain was between 30-32 °C. CH28 was able to grow between pH 3.5 and
8.5, prefered acidic medium, and the optimum pH range for the strain was pH 5.0-6.0. The
salt tolerance of the strain was tested at different salt concentrations. The experiments proved
that strain CH28 is not a halotolerant microorganism. Strain CH28 was sensitive to amikacin,
ampicillin, apramycin, gentamycin, hygromycin, kanamycin, clindamycin, chloramphenicol,
neomycin, oxytetracycline, rifampicin, streptomycin and tetracycline. Based on our test
results, it can be stated that the strain showed low tolerance to tobramycin and was resistant to
carbenicillin.

2-propanol, acetone and acetic acid were identified as intermediates of DIPE
degradation using GC-MS. The detection of 2-propanol and acetic acid was a significant
result, as these compounds had not been previously identified in case of any of the strains.
After the detection of the intermediates, we proposed the upper pathway of microbiological
DIPE degradation, which has not yet been published.

The biodegradation potential of strain CH28 was compared with two previously
described DIPE-degrading microorganisms, R. ruber IFP 2001 and A. tertiaricarbonis L108
(68, 70), using a resting cell experiment. The biodegradation rate was of the same order of
magnitude for all three strains. Although strain L108 had the highest DIPE-degradation rate,
acetone accumulated as an end product during biodegradation. In contrast, strain CH28 was
excellent at utilizing acetone as the sole source of carbon and energy therefore carbon dioxide
and biomass were produced during degradation. Complete mineralization could be considered
highly advantageous in several respects. On the one hand, an intermediate that is toxic to a
significant proportion of life forms would not accumulate in the environment. On the other
hand, as strain CH28 can obviously gain more energy from the degradation process than
L108, it could possibly grow more efficiently in a polluted medium and therefore it could
significantly accelerate the degradation processes and the remediation of polluted sites.

Microcosm experiments were set up with DIPE-supplemented (75 mg/l and 300 mg/l)
groundwater samples. Complete mineralization occurred within 42 hours in microcosms set
up with 75 mg/l DIPE, while in those with 300 mg/I DIPE it took 90 hours. To the best of our
knowledge, our microcosm study was the first ever published on the degradation of DIPE
(161).
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Substrate utilization tests revealed that although strain CH28 is capable of
biodegrading ETBE, TBA accumulates during degradation. To further promote
biodegradation, the TBA-degrading Hydrogenophaga sp. strain T4 was used, and an artificial
consortium capable of ETBE mineralization was created. Similarly to the DIPE-supplemented
microcosms, groundwater samples were used to assemble the systems, to which different
concentrations of ETBE (50, 200 and 500 mg/l) were added as pollutants. In all three
experiments it was found that the members of the consortium were able to work together
effectively, the pollutant was mineralised in a short time. In the case of the 200 mg/I
microcosm it is worth mentioning that mineralization was also observed in the system bio-
augmented with strain CH28 only, although it took significantly more time than in the case of
microcosms inoculated with the artificial consortium. In this case of 200 mg/l ETBE
supplemented microcosms bioaugmented with CH28, the complete degradation of ETBE was
due not only to the strain CH28 but also to the local microbial population, as the degradation
of TBA could only be performed by endogenous microorganisms.

Experiments were also performed to identify the cometabolic potential of strain CH28.
These confirmed that although the bacterium was unable to use MTBE and TAME as the sole
carbon and energy source, strain CH28 was able to degrade these two fuel oxygenates in the
presence of DIPE. During the decomposition process, TBA and TAA accumulated. To the
best of our knowledge, we were the first in the literature to describe co-metabolism of MTBE
and TAME in the presence of DIPE (161).

Aerobic column experiments were performed with perlite-peat mixture and clay
granule to better understand the DIPE-degrading potential of strain CH28 and the ETBE-
degrading potential of the artificial consortium. It can be stated that we managed to operate
column reactors for a long term, in which the mineralization of the examined fuel oxygenates
could take place efficiently. During the experiments, in the case of DIPE intermediates could
be detected only in quantities close to the detection limit in the effluent of the column, while
in the column with ETBE normally a complete mineralization took place after minimal
accumulation of TBA. As they were the first ever published in the literature, these column
experiments with DIPE and ETBE could be considered significant.

In summary, it can be stated that Mycolicibacterium sp. strain CH28 is a novel
bacterial strain that is capable of degrading not only several fuel oxygenates, but also many
other environmentally relevant compounds (e.g. alkanes, monoaromatic compounds, alcohols,
etc.). Based on our results, it can be concluded that strain CH28 is a microorganism with an

enormous bioremediation potential.
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9. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet: A vizsgalatokhoz hasznalt talajvizek

A vizsgalatokhoz felhasznalt talajvizeket a mikrokozmoszok 6sszeallitasaig 4 °C-on taroltuk.
A sterilizalt talajvizeket 120 °C-on, 45 percen at tart6 klavozassal csiratlanitottuk, kivéve a
GW-6 jelii talajvizet, melyet 0,02-es steril szir6n szlirtiink at a talajvizben talalhato ETBE ¢és

TBA miatt.

A vizsgélatokhoz felhasznalt talajvizek megnevezése:

GW-1: 75 mg/l DIPE mikrokozmosz tesztben keriilt felhasznalasra

GW-2: 300 mg/l DIPE mikrokozmosz

GW-3: 50 mg/l ETBE mikrokozmosz

GW-4: 200 mg/l ETBE mikrokozmosz

GW-5: 500 mg/l ETBE mikrokozmosz

GW-6: ETBE-t és TBA-t tartalmazo6 talajviz, amelyet az oszlopkisérletek soran hasznaltunk

A vizsgalathoz felhasznalt talajvizekbdl mért pH értékek:

megnevesése | P!
GW-1 6,87
GW-2 7,01
GW-3 7,23
GW-4 6,92
GW-5 7,11
GW-6 7,09
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A vizsgalathoz felhasznalt talajvizekbdl mért anion koncentraciok (mg/l):

Talajviz Klorid Szulfat Nitrat Nitrit Foszfat  Bromid
megnevezeése mg/l
GW-1 162,9 290,6 <1,0 <1,0 <0,3 <1,0
GW-2 90,6 204,0 <1,0 <1,0 <0,3 <1,0
GW-3 131,4 225,9 <1,0 <1,0 <0,3 <1,0
GW-4 182,4 183,1 <10 <1,0 <0,3 <1,0
GW-5 1195 129,5 <1,0 <1,0 <0,3 <1,0
GW-6 146,7 102,3 <10 <1,0 1,5 <1,0

A vizsgalathoz felhasznalt talajvizekb6l mért szerves sav és alkohol koncentraciok (mg/l):

A vizsgalathoz felhasznalt talajvizekbdl az Osszes altalunk mért komponens (oxalsav,
citromsav, pirosz6ldsav, tejsav, hangyasav, ecetsav, propionsav, izovajsav, vajsav, metanol,
etanol) a kimutatasi hatarérték (oxalsav, citromsav, pirosz6lésav, tejsav, hangyasav, ecetsav,
propionsav, izovajsav, vajsav esetében <5 mg/l, metanol esetében <50 mg/l, etanol esetében

<20 mg/l, aceton esetében <15 mg/l) alatt volt.

A vizsgalathoz felhasznalt talajvizekbdl mért VOC és éter koncentraciok (ng/l):

Talajviz ETBE TBA MTBE Benzol Toluol Etil-benzol Xilolok
megnevezése (ng/l)
GW-1 <10,0 <100 <100 2695 516,8 325,4 994,7
GW-2 <10,0 801,3 12,0 66,4 127,1 137,8 170,5
GW-3 <10,0 263,5 10,9 41,3 179,6 45,0 293,6
GW-4 <10,0 <100 <10,0 136,3 41,9 56,7 347,1
GW-5 <10,0 <10,0 <100 52,0 131,7 99,4 234,7
GW-6 25020,0 4077,0 <100 1133 1533 45,4 1473

A DIPE, a 2-propanol és az aceton koncentracidja a GW-1-GW-6 talajvizek mindegyikében a
kimutatasi hatar (DIPE esetében <10,0 ng/l, 2-propanol és aceton esetében <20,0 pg/l) alatt

volt.
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