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BEVEZETES

A huszadik szézad orokségeként az emberiség olyan kornyezeti problémakkal talalja magat
szemben, amelyekre két emberdltdvel azeldtt sosem gondolt volna.

Veszélyben vannak ivéovizkészleteink, vizgyljtd teriileteink, termofoldjeinkre évrol-évre
ellendrizetleniil keriilnek ki a toxikus anyagok.

A vilagon mindeniitt igy van ez. Az emberi felel6tlenség szamara nincsenek orszaghatarok
¢s sajnos az eldirdsok és rendeletek is csak ritkan rendelkeznek elegendd visszatarto erével.

Ma Magyarorszagon tobb mint szaz kisebb telepiilés furt kutjaibol szdrmazo6 viz nem hogy
ivasra, de még Ontdzésre sem alkalmas. A Tolna megyében 1997-ben elvégzett felmérés
szerint az elsd vizzard rétegbe érd kutak 80%-anak nitrattartalma tobbszordsen meghaladta az
egészségiigyi hatarértéket.

Az Eurépai Unidhoz torténé csatlakozasunk egyik sarkalatos pontja Magyarorszag
kornyezeti allapota. A kornyezetszennyezés csokkentése hosszitdvon a felnovekvd
generaciok, kornyezeti karok elddizésének elkeriilésére iranyuld, tudatos nevelésével érhetd
el, mig a meglévd problémakat csakis a kornyezetvédelem ¢és a kornyezetvédelmi

biotechnologia rohamléptékii fejlédése oldhatja meg.



IRODALMI ATTEKINTES

NITRATMENTESITES, A NITRAT KAROS HATASAI

1. A nitrat szerepe a természetben

A nitrat a nitrogén egyik szer-
vetlen, oxidalt megjelenési formaja
a nitrogén korforgasban (1. abra).
Természetes koriilmények kozott a

nitrogén megkotését, vagy a nitro-

géntartalmu szerves anyagok le-

) i ) ) - Nitrifikacio v
bontasat kovetd nitrifikdcid utjan NH," >  NO;5
képzddhet, amelyet csakugy, mint a Nitrat asszimilacio
. i . Ammonifikacio
ciklus mas Iépéseit, baktériumok
visznek végbe. A nitrat anoxikus bﬁggﬁﬁgk
kornyezetben a denitrifikacid sordn 1. 4bra

nitrogénné, vagy a nitratlégzés A nitrogén természetes korforgasa

soran nitritté, vagy a beldle kialakuld nitrit tovdbbi redukcios folyamatain keresztiil
ammoniava alakulhat. Az ammonifikécio és a denitrifikacid disszimilativ, energia-konzervalo
folyamataival szemben a nitrat asszimilativ mddon is kiléphet iddlegesen a nitrogén-
korforgasbol, amikor a beldle képzdddé ammonia szerves vegyliletekbe épiil be. Az itt
bemutatott folyamatok egymastol fliggd és egymasra épiilé 1épéseinek koszonhetd, hogy a
nitrogénnek, mint biogén elemnek a mennyisége a természetben tokeéletesen szabalyozott.

A nitrogénkorforgds természetes egyenstlya azonban az emberi beavatkozasnak
koszonhetden felborult. Az emberi beavatkozds egymagaban évrdl-évre kozel ugyanannyi
nitrogént juttat a talajba, mint minden egyéb természetes folyamat egylittvéve (Haag ¢és
Kaupenjohann 2001).

Mindezért a vilagszerte nem kielégitben mikodd szennyviztisztitdé ilizemek, a
csatorna-halozatra nem kotott kozmiivek €s a nagy mennyiségli hig tragyat kibocsato
allattelepek additiv hatasan til elsésorban a miitragyazason alapuld nagylizemi mezdgazdasag

teheto felelOssé.



Az un. mezbgazdasagi Oko-

Nitrat ,,elszivargas” hierarchia elemei

szisztémakra a természetes Oko-

szisztémakkal szemben az . .
Retencio Szivargas

) L
->@<-

jellemz6, hogy a rovid iddpe-

riodusokban ismétlddéen, nagy

anyagok, szinte majdnem azonos

mennyiségben bekeriild szervetlen *-m—-» o
N

sebességgel ¢és  mennyiségben “ >

A . . , > >

kilépésre is keriilnek. A talzott O

vegyszeres foldmiivelésnek ko- Ij

szOnhetéen a talajban akkumu-

I ) L, , Gyokérzona Mikroporusos ~ Makroporusos talaj

1alodni csak kis mértekben képes Felszivodasi zéna talaj Talaj csatornak

szervetlen ionok nagy része elfo-

lyik, megzavarva igy a termé- )

' 2. abra

szetes Okoszisztémdk anyagmérle- . i ) i oo )
A nitrogen elfolyas lehetséges modjai Haag és

gét is. A felmérések szerint az Kaupenjohann (2001) szerint.

europai mezdégazdasagi teriiletek

atlagos nitratvesztesége 15 kg hektar? évl, ennek kdszonheten az eurdpai folyokba keriild
Osszes nitrogénmennyiség kozel 55%-a a feleslegben alkalmazott miitragyakbol szarmazik
(Haag és Kaupenjohann 2001).

A mezbgazdasagi teriiletek nitratmegtartd képessége alapvetden két folyamat egyiittes
hatasatol fiigg, mégpedig a retencids hatasok €s a nitrat talajvizbe keriilésének leggyorsabb
modjat biztositd szivargas egymashoz vald viszonyatol (2. abra). A nitrat negativ toltésének
koszonhetéen nagyon rosszul kotddik a szintén negativ toltést hordozo talajkolloidok
felszinén, igy a gravitacids mozgast kovetd vizfolyasokkal hamar eljut a talajvizbe, vagy
egyéb viztestekbe (szivargas). Az elszivargds mennyisége természetesen a talaj szerkezetétol
¢és helyzetétdl is fiigg, mindemellett szezonalis hatdsokat is figyelembe kell venni. A
legnagyobb nitrateffluxokat mindig a téli hoolvadast kovetden lehet kimérni. A makropdrusos
szerkezettel és kevés novényzettel rendelkezd talajok nitratmegtartd képessége nagyon Kkicsi.
Az ilyen esetekben a talajszelvénybe bekeriild nitratmennyiség szinte teljes egészében eljut a
talajvizig, mivel a nitratnak az elfoly6 viz sebességével megegyezé mozgasa tul gyors ahhoz,
hogy bakteridlis denitrifikdcié hatékonyan tudjon érvényesiilni és a ndvények is csak kis

részét képesek felvenni. Az el6zéekhez képest a mikroporusos talajokban a bekeriild nitrat



kevesebb része 1ép ki a talajszelvénybdl és nagyobb mennyisége tud a nitrogén-korforgasban
részt venni, a denitrifikacio és a ndvények nitrat felvétele altal.

A talajnak természetesen van olyan része, ahol a bekeriild nitrat nagy mennyisége
felszivodik (gyokérzona), megkotddik, vagy a denitrifikacid utjan eliminaloédik. A névények
nitrogénigényiik fedezéséhez jelentés mennyiségli szervetlen nitrogént vesznek fel. A
feleslegben 1év0 nitrogénforrds azonban biomassza taltermeléshez vezethet, amelynek
rovidtavl pozitiv hatasat késobb messzemenden feliilmulja az a tény, hogy az elpusztulo
novényi részekben raktarozott nitrogén végiil Gjra nitrat formajaban fog folyamatosan nagy
koncentracioban a rendszerbe tdvozni. A denitrifikdcié folyamatdnak sikeressége pedig
nagyban fligg a rendszeren athaladé nitrattartalmu viz mennyiségétdl, sebességétdl, tovabba a
talaj hdmérsékletétdl, szervesanyag tartalmatol és az aktudlis mélységtol. A felmérések szerint
100%-o0s hatékonysagi denitrifikacié csak a 10 m-nél mélyebb talajszelvényekben megy
végbe (Haag és Kaupenjohann 2001).

Egy vizsgalt teriilet nitratmegtarté képességét tehat nagyban befolyasolja az, hogy a
bemutatott talajtipusok milyen ardnyban vesznek részt az adott talaj szerkezetének
kialakitasaban, mindemellett figyelembe kell venni a nitratnak a talajviz mozgasabol adodo, a
kiilonboz6 talajtipusok kozotti mozgasat is, amely hozzédjarulhat a kialakuld nitrat
akkumulacidhoz, vagy veszteséghez.

A nitrogénkorforgds egyensulyanak megzavardsaval nemcsak ivoOvizeink tisztasagat
veszélyeztetjilk, hanem a megbolygatott rendszerbdl egyre nagyobb mennyiségben
felszabaduld N>O gaznak az 6zonrétegre kifejtett karos hatiasa miatt, az egész foldi életet

(Mchamon és Dennehy 1999, Haag és Kaupenjohann 2001).



2. A nitrat emberi szervezetre gyakorolt hatasa

A nitratfogyasztas egészségkarositd hatasaval kapcsolatban a mai napig sokféle nézet és

elmélet alakult ki, amelyek hatterében sokszor nem allnak tudomanyos vizsgalatok. Ebben a

fejezetben az Environmental Protection Agency (EPA) (1995) altal elvégzett részletes

tanulméany adatainak bemutatasan keresztiil megprobalunk egy atfogd képet adni az eddig

elért eredményekrol.

2.1. A nitrat szervezetbe keriilésének modjai

A kiilonb6zé  szerzoktél  szdrmazd
felmé-rések mind egyetértenek abban,
hogy egy  atlagos ember  napi
nitratfelvételének dontd tobbsége, meglepd
moédon, az étrendet kisérd, vagy az azt
teljesen kitevd kiilonbozd zoldségfajtak
elfogyasztasabol szarmazik. Vita targyat
képezi azonban az exogén forrdsokbol a
szervezetbe  bekeriilé6  nitrat  valos
mennyisége, valamint, hogy a szervezetben
Kimutathato nitrattartalom hany szazalékat
teszi ki az endogén forrasbol szarmazod
(szervezetben  szintetizal6do) nitrat-
mennyiseég.

Az alabbiakban olyan 0Osszegy(jtott
adatokat mutatunk be, amelyekbdl kitlinik,
hogy nincs egységesen kialakult kép az
adott kérdés tekintetében. Jones €s mtsai

(1992) az USA-ra vonatkozodan a

kovetkezd tablazatban (1. tablazat) foglalta
Ossze a nitratfogyasztds mértékét ¢és
forrasait, figyelembe véve annak endogén
szintézisét is.

1. tablazat

Atlagos nitrat fogyasztas Jones és mtsai
(1992) szerint

s . Dozis
Nitratforras (mgnap?) %

Z6ldségek 65 86
Gyiimdlcsok,

. 4 5
gylimolcslevek
Tartositott hiistermékek 2 3
Péksiitemények 2 3
Egyéb élelmiszer 1 1
Vezetékes viz 2 3
Kul§o fo.rrasbol szarmazo 76 100
nitrat teljes mennyisége
atlagosan
Endogén szintézisbol

. e 62
szarmazo nitrat
Teljes napi mennyiség 138

Mas szerzoék (NRC 1981) a ugy adjak meg a nitrat fogyasztas %-os Osszetételét, hogy az

endogén szintézist nem, de a szélsOséges étrendeket, illetve a nitrattal szennyezett viz

fogyasztasat is figyelembe veszik (2. tdblazat) (USA-ra vonatkozo adatok).



2. tablazat

A napi nitratbevitel és szazalékos megoszlasa az egyes forrasokban, a sz¢élsGséges eseteket is
figyelembe véve.

Nitrat- USA atlag Tartositott hustermékek Vegetarianus Nitratban
forras értekek fogyasztasa diéta gazdag viz
(mgnap?) %  (mgnap™) % (mgnap!) % (mgnap®)' %
Etrend 73 97 76 97 266 99 73 31
Ivoviz 2 3 2 3 2 1 160 69
Osszesen 75 78 268 233

A magas nitratkoncentraciok mellé¢ nagyon ritkdn némi nitrit mennyisé€g is parosulhat. A
nitritionok legnagyobb taplalékeredetii forrdsai a tartositott hustermékek. Egyes
sonkafajtdkban a nitrit mennyisége elérheti a torvényileg szabdlyozott maximalis értéket, a
120 mg I'-es koncentraciot. Egyéb esetekben a nitrit megjelenése ivovizben vagy
¢lelmiszerben mindig bakteridlis fert6zottségre utal. A 3. tdblazatban a nitrit szervezetbe

torténd bekeriilésének modjait és szazalékos megoszlasat tiintettiik fel (NRC 1981).

3. tablazat

A napi nitritbevitel és szazalékos megoszlasa az egyes forrasokban, a szélsdséges eseteket is
figyelembe véve.

Nitrat- USA étlag Tartositott hustermékek Vegetérianus Nitratban
forras értékek fogyasztasa diéta gazdag viz
(mgnap?) %  (mgnap™) % (mgnap”) % (mgnaph) %
Etrend 0.76 99 1.69 99 0.76 99 0.76 99
Ivoviz 0.01 1 0.01 1 0.01 1 0.01 1
Osszesen 0.7 1.70 0.77 0.77

Az EPA 4ltal készitetett tanulmany eredményeihez hasonlo értékeket tartanak redlisnak az
eurdpai felmérések, miszerint a napi nitratbevitelt vezetékes, nitrdtmentes viz esetében 43-131
mg nap, mig nitrattal erésen szennyezett viz fogyasztasa esetében 64-297 mg nap* kozotti
értékre becsiilik (ECETOC 1988). Természetszerlien mindez erésen fiigg az egyes emberek
¢letmodjatol is. A nitratfogyasztas szempontjabol, mint ahogy az a tanulmanyokbol kitlinik,

nagyon fontos szerep jut a kiilonbozd zoldségféléknek. Ezek nitrattartalmanak additiv hatdsa



jelentds lehet a nitrattal szennyezett ivoviz fogyasztasakor. A felmérések szerint a legtobb
nitratot akkumulalni képes ndvények sorrendje a kovetkezd: zeller > spenot > fejes salata >
cékla, répa > kiilonboz6 retekfélék > dinnyék. Nem ritka, hogy az emlitett ndvények nitrat-
tartalma, meghaladja a 1000 mg nitrat ndvény kg tardnyt (Walker 1990). Nagy figyelmet kell
szentelniink a novények fentiekben vazolt tulajdonsagénak, hiszen Magyarorszagon az elmult
évben is tortént methemoglobinemia-s megbetegedés, amikor egy csecsemot nem megfeleld

mindségii z0ldségpéppel taplaltak.

2.2. A nitrat egészségkarosito hatasa
2.2.1. Methemoglobinaemia

A nitrat fogyasztasara visszavezethetd, a csecsemdk anaemias megbetegedéséhez, stilyosabb
esetben fulladasos haldldhoz (kék csecsemdk) vezetd methemoglobinaemia kialakulasa hivta
fel eldszor a figyelmet a nitrat egészségkarositod hatasara.

A methemoglobinaemia kialakuldsdnak eléfeltétele a nitrat nitritté torténd bakterialis
atalakitasa. Az emésztorendszerbe bekeriild nitrat gyorsan felszivodik a szaj, a gyomor és a
belek vérereibe, ahonnan pillanatok alatt eljut a szervezet mas részeibe is. Gyakorlatilag az
Osszes testnedvbdl, illetve a kivalasztd szervek termékeibdl kimutathatd (nyal, széklet,
vizelet) (ECETOC 1988, EPA 1990a).

A nitratbdl szadrmazd nitrit szintéziséért a szajban €és a gyomorban ¢€l6 baktériumok
felelosek. A nitratbol kialakuld nitrit mennyisége nagyban fiigg a baktériumok mennyiségétol
és mindségétdl. A felndttek gyomranak kémhatdsa altalaban elég alacsony ahhoz, hogy a
baktériumok ndvekedése és azok élettevékenységeibdl adodo nitratredukcid elhanyagolhatd
legyen. A gyerekek gyakoribb methemoglobinaemids megbetegedése a lugosabb gyomor-
traktusra vezethetd vissza, ahol a nitratredukaldo baktériumok szaporodasi feltételei
kedvezObbek. A felmérések szerint az emberi szervezetbe keriild nitrdt mennyiségének
kevesebb, mint az 5%-ka redukalodik nitritté (Stephany és Schuller 1980, Eisenbard és mtsai
1981, Walters és Smith 1981).

A nitrit a hemoglobint methemoglobinna alakitja 4t azaltal, hogy a kozponti Fe?* iont Fe%*
ionnd oxidéalja, igy az képtelenné valik az oxigén szallitdsara. Methemoglobin alacsony
koncentracioban (0.5-3.0%) normadlis esetben is eldfordul az emberi vérkeringésben, ¢s
egészen 10%-ig nem okoz koros tiinetet. 10% f6lott mar cianodzis alakulhat ki, 25% folott
vérnyomasesést, a pulzusszam novekedését €és szapora 1égzést eredményez, amely szoros

Osszefiiggésben all a nitritionok vazodilatator hatasaval is. A nitritionok alacsony vérnyomast
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képesek eldidézni annak kdszonhetden, hogy erds izomlazitd hatassal birnak. Ezt a hatasukat
valésziniileg a guanilat-cikldz enzim aktivalasaval érik el (Knowles és mtsai 1989). A
vazodilatator hatés kialakitasaért felelds nitrit koncentracidtartomanya mar kozel esik ahhoz a
mennyiséghez, ami methemoglobinaemiat okoz (Sollman 1957).

Bar a betegekben a kialakult hipoxia hattere kettds (vazodilatacio, illetve methemoglobin
kialakuldsa) a haldlos mértékii oxigénhianyért egyértelmiien a methemoglobin szintézise a
felelds. A nitrit metilén-kék festékanyaggal kiszorithatdé a hemoglobin aktiv centrumabol,
ezaltal a halalt okozo hatas megsziintethetd, a vérnyomas mesterséges szintentartdsa azonban
sosem vezetett pozitiv eredményre nitrit mérgezett egyedek esetében (Smith és Wilcox 1994).

A methemoglobin 50% feletti koncentracidja a vérben mar halélos is lehet.

2.2.2. Rakos folyamatok eldidézése

EPA altal végzett széleskorli laboratorium allatkisérletek bizonyitottdk, hogy a nitrat- és
nitritionok egészen a 1755 mg kg™ nap™? nitrat és 550 mg kg nap™ nitrit koncentraciokig
onmagukban nem bizonyultak karcinogéneknek abban az esetben, ha stabil aminok nélkiil
jutattdk be azokat a tesztallatok szervezetébe (EPA 1990a). Ha azonban a nitritionokat
kiilonb6zé aminvegyiiletekkel szimultdn adtdk az allatoknak, a gyomorsav hatasara kialakulo
nitrozoaminok sokféle rakos elvaltozast eredményeztek. Greenblatt és Mirvish (1972) him
egereket 0 és 6250 mg 1 piperazinnal kezelt tappal etették 20 héten at, az ivoviziiket pedig 0,
50, 250, 500, 1000, és 2000 mg 1 NaNO,-tel egészitették ki. Az 50 mg 1 -t meghalado
nitrit-koncentraciok esetében szignifikansan megnétt a tiidérak kialakulasa, a koros elvaltozas
mértéke pedig egyenes aranyban allt a novekvd nitrit mennyiségekkel.

A tiid6 sejtek kontrollalatlan osztodéasa viszont egyik olyan esetben sem indult meg amikor
nitritet, piperazint vagy nitratot adtak egymagaban az éallatoknak. Thamavit és munkatarsai
(1988) 0, 1000 mg I"* aminopirint és ugyanilyen koncentracioban nitritet tartalmazo tapszeren
tartottak horcsogoket. Bizonyos 1d6 eltelte utan a kifejlodott méjrak tiineteit mutattak ki a
kezelt allatokon, mig azok az egyedek teljesen egészségesek maradtak, amelyek csak az egyik
vagy masik anyagot kaptak.

Mokhtar és mtsai (1988) megegyezd eredményt kaptak egereknél Na-nitrit és dibutilamin
alkalmazéasaval. A differencidlatlan sejtosztodds beinditasdért a fent emlitett kutatok a

nitrozoaminokat tették felelossé, bar azok szintézisét nekik nem sikeriilt kimutatniuk.
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Elészor Yamamoto és mtsai (1989) mutattak ki patkany vizeletébdl endogén szintézisbol
szarmazd N-nitro(2-hidroxipropil)amin jelenlétét, amely (2-hidroxipropil)amin és NaNO>
reakcidjabol keletkezett. Antioxidansok pl. az E, vagy a C vitamin jelenléte, megakadalyozta
a rakkeltd aminok kialakulasat.

A probléma felismerése Ota évente szamos tanulmany késziil, amely a nitrat-, és nitrit-
ionok hatasat vizsgalja kiilonboz6 human rakos folyamatok kialakuldsdban. A sok esetben
geografiai szempontokat is figyelembe vevo széles korben elvégzett felmérések ellenére sem

egyseéges a kép, amit 4. tablazat is szemléltet.

4. tablazat

Koresetek és nitrattal valo kapcsolatuk

Nitrat-, nitritbevitel Betegség Nitrat- és nitritbevitel és a betegség Hivatkozas
modja kialakulésa kozotti korrelacid Eléfordulas
Mitragyagyar dolgozoi, Gyomorrdak A gyarban dolgozdk és a kontroll csoport Rademacher és mtsai
napi kontaktus kialakulasa  esetében a betegség azonos gyakorisaga 1992 USA
Nitrattartalmu ételek Gyomorrak  Pozitiv korrelacioé nitratra, negativ nitritre ~ Gonzalez és mtsai.
gyakori fogyasztasa kialakulasa Nézve 1994 Spanyolorszag
Nitrattartalmu ételek Gyomorrak Negativ korreldcio nitratra nézve Bulatti és mtsai 1990
gyakori fogyasztasa kialakulasa Olaszorszag
Nitrattartalmu ételek Gyomorrak Nincs dsszefiiggés Hansson és mtsai
gyakori fogyasztasa kialakulasa 1994 Svédorszag
Nitrattartalmu ivoviz Gyomorrak Pozitiv korrelacio nitratra nézve Juhész és mtsai 1980
fogyasztasa kialakulasa (egyetlen esetben) Magyarorszag
Gyomorrak Nem volt kiilonbség a betegség
Nitrattartalmu ivoviz kialakulasa  kialakulasédnak gyakorisagaban a 90 mg 1 Davis 1980
fogyasztasa vagy annal kevesebb nitratot tartalmazo UK
viz fogyasztasa esetén.
Gyomorrak Er6s Osszefliggés volt kimutathato

Nitrattartalmu ivoviz

kialakulasa

Gilli és mtsai 1984
(a tanulmany nem vizsgalta azonban mas

fogyasztasa rizikofaktorok additiv hatasat) Olaszorszag

Nitrattartalmu ivoviz Gyomorrak Pozitiv korrelacio nitratra nézve , .

Anquela és mtsai
fogyasztasa kialakulasa (a tanulmany nem vizsgalta mas 1989

rizikofaktorok additiv hatasat)

Nitrattartalmu ivoviz Gyomorrak  Pozitiv korrelacio nitratra, negativ nitritre ~ Xu és mtsai 1992
fogyasztasa kialakulasa nézve Kina

. ., Glioma, e eper . Boeing és mtsai.

Vegetarianus diéta Nem volt szignifikans dsszefiiggés &

meningioma 1993

kimutathato
Preussman 1984
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A bemutatott adatok alapjdn nehéz egyértelmiien allast foglalni a nitrat- és nitritionok
rakkeltd hatasat illetéen. Természetesen az is el6fordulhat, hogy nincs szignifikans
Osszefiiggés a betegségek kialakuldsa és az emlitett anionok szervezetbe torténd bevitele
kozott, vagy csak a hosszu akkumulacios id6 miatt nehéz kimutatni a direkt 6sszefliggéseket.
Az emberek nagy része az ivovizen kiviil még szamos formaban juttathat nitrat- vagy
nitritionokat a szervezetébe. Ismert ezeknek az ionoknak az endogén szintézise is, amelynek
mértéke nagyfoku egyéni variancidt mutat, igy nehezen adhaté meg egyes esetekben az adott
ionokra vonatkozo dozisfiiggd hatas. Figyelembe kell venni tovabba azt is, hogy sok faktor
keletkezzenek (egyéni étrendbdl szarmazo eltérd mennyiségli novényi eredetii antioxidansok).
Nagy az egyéni variancidja az olyan amin tipust vegyiiletek fogyasztasanak is, amelyekkel a
nitritionok reagdlni képesek. Végezetiil a felmérések nagy részében kifogasolhatéd az alacsony
vizsgalati mintaszam, sok esetben nem vették figyelembe mas rizikofaktorok additiv hatasat,
valamint nem végeztek idérendi vizsgalatokat a vizsgalt ionok fogyasztasa és a kialakult

korkép esetében.

2.2.3. A nitrat és nitrit ionoknak a reprodukcios folyamatokra kifejtett hatasai

A kiterjedt allatkisérletek ¢és a gazdag human vonatkozast informécié anyag ellenére sem
bizonyithatd egyértelmiien, hogy a nitrat-, illetve nitritionok karosan befolyasolndk az
egyedfejlodés vagy a szaporodas folyamatait. Az allatkisérletekben is csak akkor kaptak
pozitiv korrelaciot, ha olyan nagy doézisban alkalmaztadk a nitratot, hogy az anyéaban

methemoglobinaemia a 1épett fol.

3. A nitrat mennyiségének kontrollaldasa, egészségiigyi hatarértékek alakuldsa

A nitrattal kapcsolatos altalanos kornyezeti problémak (eutrofizacio, novekvé N2O-emisszio)
¢s a methemoglobinaemias megbetegedések egyre gyakoribb kialakuldsa sziikségessé tette,
hogy a nitrdt kornyezetben megengedhetd maximalis koncentraciojat torvényileg
szabalyozzak. A hetvenes években vilagszerte meghatdroztak azokat a még ma is érvényben
1évo egészségligyl hatarkoncetraciokat, amelyek alatt még megengedett a nitrdt mennyisége a
talajban vagy a talajvizben.

1970-ben az ENSz egészségiigyi szervezete (WHO) kimondta, hogy 11 mg 1 NOs-N az

abszolut felsé hatar, ami felett mar jelentés a methemoglobinaemia veszélye. 1974-ben az

amerikai EPA 10 mg It NOs-N-ben és 1 mg 1" NO2-N-ben hatarozta meg a nitrat és nitrit
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ionok ivévizben megengedhetdé maximalis mennyiségét. A magyar szabalyozds sem
késlekedett sokaig, 1978-ban sziiletett meg az eldiras, amely szerint 9 mg It NO3™-N és 0.3
mg 1"t NO2-N koncentracional tobb iont tartalmazé viz a csecsemdk és terhes anyak szamaéra
toxikusnak tekintendd. Jol lathatoan a torvényi szabalyozasban meghatarozott értékek kozel
azonosak, de vannak orszagok, ahol a nemzetkdzi szabvanyhoz képest szigoribb hatarokat

vesznek figyelembe, mint pl Németorszag és Dél-Afrika (4 mg It NOz-N).

4. Nitratmentesito technologidk

A nitrat egészségkarositd hatdsanak felismerésével szinte egy idoben megindult a nitrattal
szennyezett vizek kiillonbozd technoldgidk segitségével torténd nitratmentesitése, amelyek

crer

iranyul6 fébb modszereket mutatjuk be.

4.1. Kémiai rendszerek, ioncsere, membrantechnologia

A tisztan kémiai technoldgidk, mint az ioncseréld gyantdk alkalmazésa a nitrat fiziko-kémiai
tulajdonsagat hasznaljak ki annak szelektiv megkdtésére (Lauch és Guter 1986, Dimotsis és
MGarvey). A membrantechnoldgia mar kevésbé szelektiv, mivel ebben az esetben altalaban
méret szerinti szeparacio, szlrés torténik, amely rendszerint a nitratot kiséré kationokat is
kivonja a vizbdl, ezaltal a nitraitmentes effluens iontartalmat oly mértékben megvaltozatja,
hogy az a tovabbi kezelés nélkiil fogyasztasra alkalmatlannd valik.

Mindkét eljaras eldnye, hogy gyors és viszonylag koltségkiméld, azonban egyik sem segiti
eld a nitrat nitrogénjének a természetes korforgasba torténd visszajutasat. Az ionszelektiv
gyantak ugyan kivonjék a kezelendd vizbdl a nitratot, de a telitddésiiket koveté NaCl-o0s, vagy
NaHCOs-o0s regeneralas utan az oszlopokrodl lefolyd oldat szennyviznek mindsiil, mivel nagy
mennyiségben tartalmazza a regeneralaskor az oszlopra kikétdddé CI° ionok kationparjait,
valamint nitrattartalma az oszlop tomeényitd hatasdnak koszonhetden akar egy nagysagrenddel
1s nagyobb lehet, mint a kezelt vizé. A membran-technologiaknal szintén gondot jelent a nagy

mennyiségben keletkezd koncentralt nitrattartalmt szennyviz elhelyezése, kezelése.

4.2. Biologiai rendszerek

A kémiai eljarasokkal szemben a bioldgiai nitratmentesités a baktériumok azon specialis

tulajdonsagat hasznalja ki, hogy azok a denitrifikacid redukcios 1épésein keresztiil a nitrat
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nirogénjét nitrogéngdz formajaban képesek felszabaditani és visszajuttatni a korforgasba (1.
abra). Ez az anaerob, energia konzervalassal jard disszimilativ folyamat azonban csak
megfeleld elektrondonorok jelenlétében tud lejatszodni.

A szerves elektrondonorok alkalmazéasan alapuld heterotr6f denitrifikald technologiak,
mely esetekben az elektrondonorok egyben szénforrasként is hasznosulnak, hatékonysaguk
miatt egyre elterjedtebbek, és évrdl-évre ujabb és Ujabb megoldasok latnak napvildgot. A
heterotrof rendszerekben az egyszerli savakon, cukrokon és alkoholokon tal bonyolult
Osszetételli, akar még aroméas anyagokat tartalmazd szennyviz is szerepelhet
elektronforrasként a reakci6 soran.

A heterotrof denitirifikacié folyamatanak &ltalanos érvényii leirdsakor a kovetkezd
egyenletek adhat6ak meg (Drtill és mtsai 1995).

A nitrat nitritté torténé redukcidja (NO3z” — NO2):

CxHyOz + (2X+1/2y-Z)NO3_ =X C02+1/2}’H20 + (2X+1/2}"Z)N02-
A nitrit nitrogénné torténé redukcidja (NO2” — N2):
3CxHyO; + (4x+y-2Z)NO2 = 3XCO, + (y-2x+2)H20 + (4x+y-2z)OH™ + (2x+V2y-z)N2

A két egyenletet 0sszegezve a kdvetkezdt kapjuk:
5CxHyO; + (4x+y-2Z)NO3s = 5XCO; + (2y-2x+z)H20 + (4x+y-2Z)OH" + (2x+'4y-Z)N>

A fenti egyenlet felhasznalasaval meg lehet adni a gyakorlati alkalmazas soran sziikséges
szerves szénforras elméleti mennyiségét, az in. szén:nitrogén tomegaranyt (C:N) (5. tablazat)

(Drtil és mtsai 1995).

5. tablazat

Szén:nitrogén aranyok alakulasa heterotrof denitrifikacio esetén

C:N arany
Szénforras Szamitott Kisérh’atileg Hivatkozas
meghatarozott
Gliikoz 1.07 1.10 Lee (2001)
Ecetsav 1.07 1.70 Croll (1985)
Etanol 0.71 1.25 Mohseni-Bandpi (1998)
Metanol 0.71 1.10 Gomez (2000)
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A kisérleti rendszerekbdl kapott eredmények sok esetben jol kozelitik az elméleti
értékeket, am a bioreaktorok felépitésébdl és mikddtetésébdl adodo sajatsagok sokszor
hozzajarulnak az idedlis értéktdl eltérd aranyok kialakulasahoz.

Elméletileg az idedlis C:N arany alkalmazasa maximalis denitrifikacios aktivitast vonna
maga utan, azonban a szénforrds mennyiségének valtoztatdsaval azt is megallapitottak, hogy
magasabb C:N aranyokat hasznalva, a denitrifikacids rata tovabb emelkedik. Ez az effektus
kiilonosen a kevert mikroorganizmus-populécidkat tartalmazé rendszerek esetében volt
jellemzd (Lee 2001). Ennek oka kettds: egyrészt az alkalmazott szerves szénforras nemcsak a
denitrifikacio folyamataban, hanem egyéb metabolikus folyamatokban (asszimilativ
folyamatok) is felhaszndlodik, igy példdul a mikroorganizmus-populécido névekedéséhez is
hozzéjérul, és a stabilabb populacié magasabb denitrifikacios aktivitast eredményez. Masrészt
egy kevert mikroorganizmus-populacioban versengés folyik a tapanyagért. Ebben a
kompeticidban nemcsak a denitrifikalé baktériumok vesznek részt, igy a szerves szénforras
egy része nem kizarolag a célzott folyamatra forditdédik (Carucci és mtsai 1999, Kesserti €s
mtsai 2002).

A heterotrof eljarasok sok esetben tovabbi megoldandd problémat vetnek fel. Gondot
jelenthet a nagy mennyiségli biomassza kialakuldsa és tdvozdsa a rendszerbdl, és az
effluensben 1évo felesleges szerves anyag megjelenése, igy ezeket a megoldasokat minden
esetben egy koltséges utotisztitasi fazisnak kell kisérni.

A Dbaktériumokat alkalmazd technologidk masik irdnyvonalat jelentik az autotrof
denitrifikdciot hasznositdé modszerek (Gross és Treutler 1986). Ennek eldénye, hogy a
baktériumok miikddésiikhoz nem igényelnek szerves szénforrdst, ezaltal az effluens
szervesanyag-tartalma is kisebb, mint a heterotrof eljardsoké. Tovabba a reaktorok
csak kis mértékben veszélyezteti mas denitrifikaciora képtelen baktériumok felszaporodasa.
Ezekben az esetekben problémat jelenthet azonban az elektronforrasként szerepld hidrogén
biztositasa, eldallitdsa, dozirozasa. Figyelembe kell venni tovabba azt is, hogy a heterotrof
rendszerekhez képest altalaban aktivitdsukban is elmaradnak az autotrof modon mikodtetett
viztisztitd berendezések.

A heterotrof denitrifikacid természetes folyamatanak alkalmazdsa a szennyvizkezelési
technologidkban mar régbéta ismert, azonban az izoladlt és szelektiven felszaporitott
denitrifikélé baktériumokat tartalmazo bioreaktorok tesztelése csak az utdbbi két évtizedben

kezdddott meg.
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4.2.1. Denitrifikalo bioreaktorok

A nitratszennyezettség mértékétdl, az alkalmazott baktériumok, illetve a reaktor felépitésétdl
fliggden szédmos technikai megoldas sziiletett, és sziiletik évrdl-évre (6. tablazat). Abban
azonban mindegyik eljaras megegyezik, hogy a biokatalizatorként funkcionald baktériumokat
valamely immobilizalasi technikaval rogzitik a rendszerben.

A leggyakoribb ¢és legegyszeriibb technologidkban (fluidagyas reaktorok) a baktériumok
hordozok felszinére torténd kitapadasat hasznaljak ki (Hirata és Meutia 1996, Bosander ¢€s
Westlund 2000, Alves és mtsai 2002). Problémat okozhat azonban a stabil biofilm kialakitasa,
valamint a reaktor oly méodon torténd tizemeltetése, hogy a biofilm jelent6sen ne sériiljon. Az
ilyen rendszerek altalaban rosszul viselik a hirtelen valtozasokat (aramlasi sebesség
ugrasszeri megnovekedése, tapanyag limitacio), és eredeti aktivitdsukat csak hosszabb
regeneralddas utan nyerik vissza (6. tdblazat).

A baktériumok gélmatrixba torténd rogzitésével az influens altal kifejtett mechanikai
nyirohatés kikiiszobdlhetd, és egyben megoldhatd a nagy mennyiségii aktiv biomassza reaktor
belsejében tartasa. Az ilyen reaktorok altalaban aktivitdsukban is feliilmuljadk a fentebb
targyalt tipusokat, valamint a hirtelen terhelésekkel szemben is ellenallobbak (Aravinthan és

mtsai 1998, Nagadomi €és mtsai 2002) (6. tablazat).

6. tablazat

Heterotrof denitrifikald technologidk bemutatasa

Sejt immobilizalas | Demitrifikacios .
Reaktor tipusa modia aktivitas Hivatkozas
! (kg N m* nap?)
Kompozit gydngyos Algmat-akrl!amld 0.6-0.70 Chang és misai 1998.
oszlop reaktor kompozit
SCBP Feliileten: polietilén 1.32 Welander és mtsai 1998.
Fluidagy Feliileten:homok 0.55 Werner és Kayser 1991
SCBP Feliileten 0.67 Rusten és mtsai 1995
Kompozit gyongyds Alglnat—ge!rlte 0.8-1.63 Kessert és mtsai 2002.
oszlop reaktor kompozit
Membran Membran szeparaciod 0.18 Nuhoglu és mtsai 2002.
bioreaktor

SCBP=suspended carrier biofilm process BIOFOR=packed bed biofilm reactor

A bioreaktorok harmadik tipusat jelentik azok a legujabb eljarasok, amikor a denitrifikalo

baktériumokat szemipermedbilis membrannal valasztjadk el a kezelendd oldattol. Ezek a

modszerek altalaban aktivitdsukban elmaradnak mindkét, mar emlitett megoldastol (6.
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tablazat), nagy elonyiik azonban, hogy a keletkezd effluens Osszetétele kedvezObb, mert a
baktériumok kozvetleniil nem érintkeznek a tisztitando vizzel: igy a csiraszamuk és oldott
szervesanyag-tartalmuk is egészen alacsony (Mansell és Schroeder 1998, Lee és Rittman
2000).

A denitrifikéci6 ipari méretekben torténd alkalmazasakor sok szempontot kell figyelembe
venni. A hatékonysag mellett igen nagy hangsulyt kell fektetni a rendszer koltségigényére,

illetve a technologia biztonsagossagara.

4.2.2. Immobilizalas gélmatrix belsejébe

A folyamatosan mukddtetett, nagy hatékonysagu ipari technologiak esetében a rogzitett sejtek
alkalmazasa elengedhetetlen. A sejtek legnagyobb mennyiségben, nagy hatékonysaggal
valamely szerves gélképzd matrix belsejébe immobilizalhatok kdnnyedén, amely eljarasnak
szdmos eldnye van. A baktériumok nem vesztik el életképességiiket, igy bonyolult anyagcsere
folyamatok elvégzésére is képesek. Az ily mddon torténd fizikai rogzités gatolja a kultara
kimosodasat, mivel a gélképzé térhaldsitasa soran olyan porusméretii gél jon létre, amely a
baktériumok kijutdsdt megakadalyozza, ezaltal lehetdvé teszi a mikrobdk tobbszori
felhasznalasat. Kiilonb6zd mikroorganizmusok koimmobilizaldsa tobbféle anyagcseretermék
aramlésat is lehetové teszi a sejtek kozott, igy hasznosithatd szénforrés, valamint katalizator is
biztositott az egyik mikroorganizmus altal a masik szdmara.

A sejtek immobilizalasa sordn sokféle polimer hasznalhatd. A szénhidratok koziil elterjedt
a celluléz, az agar, agardz, «x-carrageenan, alginat, gelrite, pektin ¢és a kitozan.
Immobilizalasra alkalmazott, fehérjetermészetli anyag a kollagén és a zselatin. Szdmos
szintetikus polimer is hasznalhato, igymint a poliakrilamid és egyéb akrilat szarmazékok, a

poliuretan, valamint a poli-vinilalkohol (Nagadomi és mtsai 2002).

4.2.2.1. Az alginat bemutatasa

Az egyik leggyakrabban alkalmazott immobilizalasra szolgalé polimer az alginat, melyet
barnamoszatokbdl nyernek. Az igy kapott alginsav tulajdonsagai szamos tényez6tdl fliggnek
(milyen moszatbol, illetve annak melyik részébdl tisztitottak, milyen eljarast alkalmaztak). Az
alginat széleskori felhasznalasat (pl. élelmiszeripar, festékgyartds) lehetdvé teszi, hogy az

egészségre nem artalmas.
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Az alginat, valamint két- és tobbértéki

Q Q
kationokkal alkotott soinak tobbsége COOH COOH
' OAorro / ONowHo / ©
vizben nem oldodik, mig monovalens
kationokkal alkotott so61 igen. Ennek a ~0 cooH O o—
jelenségnek a magyardzata az alginsav S
szerkezetében keresendd.
o
Az alginat két uronsavbol OH Cé o

(mannuronsav €s guluronsav) épil fel ugy, G blokk részlete

hogy az egyes monomerek 1-4 gliikkozidos
COOH COOH

kotéssel kapcsolodnak egyméshoz (3. Q O
abra). Az egyes monoszacharidok \O\ © @ ©
eloszldsa a lancban nem azonos. Vannak COOH

csak mannuronsavat tartalmazo részek (M~ o Q HO N o
. o
blokk), csak guluronsavat tartalmazo HO o

szakaszok (G blokk), valamint a két coon

M blokk részlete

monomer altal kdzdsen létrehozott régidk
is (MG blokk). A guluronsav molekuldk o
1-4 gliikozidos kotésekkel kapcsolodnak

M blokk

egymashoz, mig a mannuronsavak 3 1-4
kotéssel. fgy az MG blokkokban nem tud
olyan kristalyszerti térszerkezet kialakulni, G blokk
mint az M, vagy a G blokkok esetében. Ez 3. abra
magyarazza, hogy az el6bbi teriileten Az algindt felépitése
lényegesen gyorsabb a savas hidrolizis. A monomereken levo hidroxil- és karboxilcsoportok
hidrogénkotések kialakitasat teszik lehetévé a polimerek kozott, ami az alginat térszerkezetét
stabilizalja, a vizmolekuldk szdmara nehezen hozzéaférhetévé teszi. Abban az esetben, ha
egyértékll kation szerepel ellenionként az alginat mellett, nincs lehetdség a keresztkotések
kialakitasara, a polimer soja vizben oldodni fog.

Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal megallapitottdk, hogy a Ca-alginat térhald
porusmérete 5 és 150 nm kozott van (Martinsen €s mtsai 1989), igy a negativ toltési,
kortilbeliil 3 nm nagysagh globuléris fehérjék méretiiktdl fiiggben valtozo sebességgel ki

tudnak diffundalni a gélbdl. Nagyobb molekuldk esetében csokkent a gélben valo elmozdulas
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sebessége, amelynek mértékét a gél és a fehérje sajatsagai kozosen befolyasoltak. Mivel az
a pH is erdsen befolyasolja. Magasabb pH-értékeknél fokozdodik a polimer negativ toltése,
ami a hasonldan negativ toltésii ionok kidiffundalasat segiti el6 a gélbdl, mig a pozitiv toltésti
szubsztratok, valamint termékek esetében ellentétes hatas figyelhetd meg (Martinsen €s mtsai

1992).

4.2.2.2. A Gellan gum bemutatasa

A Gelrite, mint téptalajkomponens COOH
COOH OH

Q
ismert, olyan mikroorganizmusok o o
Q HO\ O\

tenyésztése soran, amelyek az agar
hidrolizisére képesek. Igy ennek a o /

heteropoliszacharidnak (4. abra). az o cooH

alginattal szemben az az elénye, hogy 4. abra

ellenall a baktériumok 4altal végzett A gelrite szerkezete
enzimatikus bontasnak.

A gelrite molekulak felépitésében 1-4, valamint 1-3 gliikozidos kotéssel kapcsolodo
gliikuronsav, gliikdz, ramnoz, valamint ezek O-acetil szarmazékai vesznek részt, el nem dgazo
lancot alkotva (Neil 1983). Ha a polimerbdl készitett oldathoz egyértékii vagy kétértékii
kationokat adunk, akkor szilard gél fog kialakulni. Ennek erdsségét a gelrite koncentracioja
valamint az adott ion mennyisége, illetve az alkalmazott kation mindsége hatdrozza meg.
Nagyobb polimer-, illetve kation-koncentracio erésebb gélt eredményez. A kétértékii kationok
mar lényegesen kisebb koncentracioban is eldidézik a megszilardulast, mint az egyértékiiek.

A gelrite molekuldk a szilard fazisban harmas hélix szerkezetet vesznek fel (Carrol és
mtsai 1982). Ezt az elrendezddést az O-acetil csoportok nagyban befolyasoljak. A legnagyobb
mértéklt kristalyossdg a fenti szubsztituensek hidnyaban jon Ilétre, ami rigid gélek
képzddésehez vezet.

A gelrite nemcsak dnmagaban alkalmazhat6, hanem mas polimerekkel keverve is, mint
alginat, zselatin, €s az igy nyert kompozit gél eréssége, stabilitdsa meghaladja barmely egyedi
komponenséét (Kovacs és mtsai 1991). A gelrite-nak az alginidthoz hasonléan nincs

egészségkarosito hatasa.
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4.3. Kombinalt rendszerek

A kémiai technologidk hatékonysagat, biztonsagat és a bakterialis denitrifikacid altal nyujtott
tényleges megoldast kivanjadk o6tvozni az Gn. kombindlt technologidk. Ezeknek a
megoldasoknak a f6 eldnye, hogy a kémiai nitratmentesités €s a bioldgiai denitrifikacio
folyamata gy épiil egymasra, hogy a tisztitandd viz csak a kémiai folyamattal keriil
kapcsolatba. Igy az elfolyd vizet nem terheli a rendszerbdl kikeriild szerves szénforras vagy
bakterialis kontaminacio, mig a kémiai technologiaban keletkezd koncentralt, nitratos
szennyviz kezelése, elkiilonitve, biologiailag uton torténik.

Az utdbbi években ugyan sziilettek mar megolddsok mind az nitratmentesitd ionszelektiv
gyantak regeneralasakor keletkezett oldat (Hoek és Klapwijk 1988), mind pedig a membran-
technologia alkalmazasa sordn keletkezd szennyviz biologiai rendszerrel torténd kezelésére

(Barreiros és mtsai 1998), a fejleszté munkélatok még a mai napig is tartanak.

5. A biologiai denitrifikacio

A denitrifikacié folyamatat els6ként Kluyver irta le 1926-ban, amelyet nitratbdl kiindulo,
kizardlagosan csak baktériumok altal végrehajtott anaerob anyagcsere-folyamatnak deffinialt,
mely nitrogéngaz felszabadulasaval és energiakonzervalassal jar. Bar mara mar a gombak
vildgaban is talaltak részleges denitrifikaciora (N20 felszabaduléas) képes torzseket (Bleakley
és mtsai 1982, Shoun és mtsai 1992) a nitrogénkorforgds ezen részéért a baktériumok

felelosek.
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5.1. A denitrifikacio enzimrendszere

AP[  NAR &
|
MGD
NO, . NADH+H NAD' Cytoplasm

NO, NO;

5. abra

A P. stutzeri denitrifikacios enzimrendszere Zumft szerint (1997) AP:
nitrat nitrit anitoporter; NAR: nitrat-reduktaz (1égzési); NIR: nitrit-
reduktaz; NOR: NO-reduktiz; N>OR: NyO-reduktaz; NAP:
periplazmatikus nitrat-reduktdz. A konstitutiv aerob anyagcsere
elektrontranszport lanca sziirkével jeldlve.

A denitrifikdcio teljes lejatszodasdhoz 4 enzim és kozel 50 gén Osszehangolt miikddése
sziikséges. Az alabbiakban a P. stutzeri denitrifikacios enzimrendszerének felépitését és

miikddését mutatjuk be.

5.1.1. A denitrifikacio elsé lepése, NO3— NO2

A folyamat széles korben elterjedt az éldvilagban. Novényi sejtek, baktériumok, gombak nagy
része képes a nitrat-nitrit atalakulas katalizalasara. A folyamatért felelds nitrat-reduktaz a
legtobb esetben membranhoz kotott integrans fehérje, amelynek belsejében egy
oxidacidsszam valtozasra képes Mo?* ion talalhato.

A denitrifikéacid elsd 1épését megelézden a nitratnak be kell jutni a citoplazmatikus térbe,
ugyanis a periplazmatikus nitrat-reduktazzal (NAP) nem rendelkezd denitrifikald baktériumok
esetében a nitratlégzésért felelés enzim (NAR) aktiv centruma a citoplazma felé néz (5. dbra).

Ez a folyamat a transzmembran nitrat-nitrit antiporter fehérjén keresztiil valosul meg (AP),
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amelynek meglétét elsként a Paracoccus denitrificans-nal irtak le, klorat-redukcios kisérlet
segitségével (Stouthamer 1990). A citoplazmatikus membranban elhelyezkedd nitrat-
reduktazok tisztitott formaban a kloratot ugyanolyan aktivitassal képesek redukalni, mint a
nitratot, mig az intakt sejtek erre képtelenek. Ez alapjan feltételezhetd volt egy szelektiv
transzportfolyamat miikodése. A nitrat citoplazmaba torténd bejutdsa nem eredményez
toltésvaltozast a citoplazmamembran két oldalan, ez arra utal, hogy a folyamatot szimultan
nitritkijutds kiséri. Késobb a nitrit-reduktazok periplazmatikus elhelyezkedése is igazolta ezt a
feltevést (Zumft 1997).

A P. stutzeri harom alegységes, membranhoz kotott nitrat-reduktaza (NAR), mely a
narGHIJ operon terméke, felépitésében megfelel a denitrifikalo baktériumokban megtalalhatd
nitrat-reduktazoknak. Az enzim a 45 kDa-0s y alegységen keresztiil kapcsolodik a
citoplazma-membranhoz és a benne talalhatdo Fe-S csoportok segitségével adja tovabb az
elektront a 60 kDa-0s B alegység Fe-S csoportjainak, ahonnan az elektronok végiil a
katalitikus részt (molibdén kofaktort) tartalmazé 112 kDa-0s o alegységben a nitrat
redukcidjara forditddnak. A legtobb denitrifikdld baktérium csak membranhoz kotott
nitrat-reduktazzal rendelkezik, de egyes esetekben ehhez tarsulhat egy kloratredukciora
képtelen, oxigén toleransabb, nem membrankotott, a periplazmatikus térben elhelyezkedd

nitrat-reduktaz is (NAP) (5. abra).

5.1.2. A denitrifikacio masodik lépése, NO2— NO

A denitrifikaci6 masodik Iépésében a citoplazmatikus térbdl kikeriild nitrit redukcidja zajlik a
nitrit-reduktazok altal (5. abra). A denitrifikaciora képes baktériumoknal eddig felépitésében
¢és prosztetikus csoportjdban két teljesen eltérd fajta nitrit-reduktazt irtak le. Az egyik nagy
csoport képvisel6i a Pseudomonas genus tagja is, amelyek az un. cdi tipus nitrit-
reduktdzokkal rendelkeznek, mig a masik csoportba azok a nitrit-reduktdzok tartoznak,
amelyek Cu?" iont tartalmaznak prosztetikus csoportként (Achromobacteraceae csalad egyes
tagjai).

A P. stutzeri cdi nitrit-reduktaza, hasonléan a csoport tobbi enziméhez egy homodimer (65
kDa-os alegységekkel), amely prosztetikus csoportként hem c-t és hem di-et tartalmaz. Az
enzim a periplazmatikus térben helyezkedik el, a citoplazma membranhoz csak lazan koétddve.
Az enzim legfébb érdekessége a kettds mitkddés, miszerint a katalitikus centrumaban (hem
d1) nemcsak nitritet képes redukalni, hanem mint citokrom-oxidaz oxigént is elfogad elektron-

akceptorként, amelynek eredményeképp viz és hidrogén-peroxid is keletkezhet (Fiilop é€s
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mtsai 1995). Azonban az oxigén redukcidjat mintegy 100-szor lassabban viszi végbe. A cdi
nitrit-reduktdz masik sajatsaga, hogy szekunder aminok nitralasat képes katalizalni,

hozzajarulva a nitrit karcinogén hatasanak kialakitdsahoz.

5.1.3. A denitrifikacio harmadik lépése, NO— N2O

A NO redukcigja és intermedierként valo megjelenése a denitrifikacié folyamatanak talan
legvitatottabb pontja volt. Sokaig nem sikeriilt bizonyitani, hogy a nitritredukci6 végtermeéke,
¢s a N20-ot eredményezd redukcids folyamat kiinduldsi anyaga a NO lenne, egy olyan
vegylilet, amely instabilitdsa és nagy reakcioképessége miatt igen nagy toxicitassal bir.

A DNS-re gyakorolt mutagén hatasa (oxidativ reakciok, deaminalés, nitralas, C-T, AT-GC
cser¢k indukalasa) és a repair mechanizmusra kifejtett karos hatdsai miatt a NO 1 mM-nal
nagyobb koncentracioban sejthalalt eredményez (Zumft 1997).

Annak ellenére, hogy a NO minden tulajdonsaga ellentmond annak, hogy egy ¢lo
szervezetben egy redukcids folyamat koztiterméke legyen, hemoglobin kotési probaval,
nitrozil-hemoglobin kialakulasa mellett sikeriilt igazolni jelenlétét (Goretski és Hollocher
1988). Késébb a folyamatos denitrifikacié soran beallt anyagmérleg mellett sikeriilt kimérni a
periplazmatikus térben akkumuldloddé mennyiségét is, amely altaldban nM-os koncentracid
tartomanyt ér csak el (50 nM a P. stuzeri esetében) (Zafiriou és mtsai 1989). Mint lathato, ez a
mennyiség joval alacsonyabb a letalis dozisnal.

A NO-reduktazok tisztitasa soran fény deriilt arra is, hogy a csak anaerob koriilmények
kozott szintetizalodd membran-integrans fehérje katalitikus centruma a periplazmatikus tér
felé néz (5. abra). Ennek nagy szerepe lehet a sejt védelmében, ugyanis mieldtt a nitrit-
redukciobol felszabadulé NO a citoplazmaba tudna diffundalni, a NO-reduktaz miikodésbe
Iép. Az altalaban két alegységbdl felépiild, hem b és hem c prosztetikus csoportokat
tartalmazd NO-reduktdz tovabbi érdekessége, hogy eddig ez az egyetlen enzim, amely N-N

kotés kialakitasara képes.

5.1.4. A denitrifikacio negyedik lépése, N2O— N2

A denitrifikaciéo utolsod 1épését katalizald periplazmatikus enzim a két alegységes N20-
reduktdz, amely 4ltaldban 4 Cu?" ijont tartalmaz prosztetikus csoportként. Anaerob
koriilmények kozott szintetizalodik, és a denitrifikacid megel6zd 1épéseitdl fliggetlentil is
képes miikodni. Ezaltal egyes denitrifikald baktériumok szerves szénforrds és N0

hozzéadasaval szaporodasra is képesek.
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5.2. A denitirifkacio szabdlyozadsa

A denitirifikacid Osszetettségébdl addddan annak szabalyozédsa is nagyon bonyolult, igy a

folyamat még a mai napig sem tisztdzott minden lépésében. A DNS-szinten bekodvetkezd

indukcio, valamint az elektrontranszport lanc vagy az enzimek szintjén érvényesiild

gatlohatasok és ezek forditottja szabalyozzak egyiittesen a denitrifikacid enzimrendszerét.

5.2.1. A szabalyozas génszintili mechanizmusa

A denitrifikacié egymasra ¢épilld folya-
matainak Zumft (1997) szerinti modularis
szintli bemutatasa alapjan megallapithato,
hogy csak az a baktérium képes teljes
denitrifikaciot végezni, amely mindharom
modullal rendelkezik (4. abra h). Ebben az
esetben van csak jelen minden olyan enzim,
amely a nitrat nitrogéngazig tartd6 redukcios
folyamatat végig képes vinni. Minden mas
esetben, amikor valamely modul genetikai
allomanya hianyzik, vagy atirdsa gatolt, csak
valamely NOyx légzés, atfedés esetén

kiilonb6z6 NOx legzés enzimei lesznek jelen.

A nitrat-reduktaz alegységeit kodold gének
kifejezddését kiilsd és belsd kornyezetbdl
érkez6 jelek befolyasoljak. A narGHIJ
operon atirasat a citoplazméaban megjelend
nitrat indukalja, amely folyamatot elsdként
az E. coli esetében irtak le (Stewart és Berg
1988). A reakcio elsd lépéseként a
citoplazmaba érkezd nitrdtot a NarX
nitratszenzor fehérje megkoti, ¢és igy

konformécié véltozdson megy keresztiil. A

N Og_—) N 02-
légzés

Denitrifi-
kacio

b,c
nir, nor

6. abra

A denitrifikacio folyamatainak modularis
szervez6dése Zumft szerint (1997).

NO3”
] <>
Narl| —> [NarlH®
Fnr-reZ
: narGHIJ
. v,
+ +
7. 4bra.

A nitrat-reduktaz génjének szabalyozasa
E. coli-ban. (A.M. Stouthamer alapjan)
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megvaltozott térszerkezetli NarX fehérje mar képes a NarL fehérje foszorilacidjara, amely

a DNS-hez kotddve eldsegiti a narGHIJ operon atirodasat. A sejt redox allapota, mint
kornyezeti faktor szintén hatassal van a génexpressziora, amelyet az FNR fehérje csaladba
tartozd Fnr-Fe?" transzkripcios faktor kozvetit. Az Fnr-Fe?* transzkripcids faktor az anaerob
metabolizmus indukdldshoz és fenntartdsdhoz nagy mennyiségben sziikséges fehérje
(Trageser ¢s Unden 1989), amely megfelelé koriilmények kozott a narGHIJ operon
aktivatoraként miikodik (Spiro és mtsai 1989). Az E. coli esetében ismertetett szabalyozast
mas denitrifikald baktériumoknal még nem sikeriilt minden elemében felderiteni.

A denitrifikacié enzimeit kddold gének indukcidjaval szemben a legnagyobb represszios
hatassal az oxigén bir, koszonhetden annak, hogy a denitrifikdcido alapvetéen anaerob
folyamat. Természetesen a kiilonb6zd denitrifikald és nitratlégzd baktériumok esetében nagy
eltéréseket mutat az oxigén hatdsa, amely ha nem is minden enzim szintézisét, de a
denitrifikacio globalis folyamatat mindenképpen gatolja.

A Paracoccus denitrificans esetében Baumann és mtsai (1996) mRNS szintjén vizsgaltak
az egyes reduktdzok indukcigjat és szintézisét, kiilonbozo tenyésztési koriilmények kozott. Ha
magas oxigéntenzion nevelt sejteket anaerob koriilmények kozé helyeztek, akkor legeldszor a
nitrat- és a NO-reduktazt kodold gének aktivalodtak. Késobb bizonyitottak, hogy az egyidejii
indukcio hatterében az all, hogy a kodolo szekvencidk kozel helyezkednek el egymashoz az
operonban, igy az atirodas soran egy kozds policisztronos mRNS-re keriilnek at. Ezekhez
képest joval késdbb indukalddott a nitrit-reduktaz génje, amelyet egy kiilonallo6 mRNS kodol.

Ha a tenyészeteket az oxigénmentes kornyezetbdl athelyezték aerob koriilmények kozeé,
akkor a vizsgalt géneknek semmiféle ujboli aktivalodasat nem sikeriilt kimutatni és az addig
miikédé denitrifikacio is ledllt. A reduktazok koziil egyediil a nitrit-reduktdz tartotta meg
kismértékben az aktivitasat, amely annak részleges oxidaz-aktivitdsaval magyarazhato.

A P. stuzeri esetében az aerob tenyésztés soran egyediil a N2O-reduktaz aktivitas volt
kimutathato a sejtekbdl, sem a nitrat- sem pedig a nitrit-reduktaz szintézise nem indult meg
(Korner és Zumft 1989).

Léteznek azonban olyan baktériumok is, mint pl. a Thiosphaera pantotropha, amelyek a
periplazmatikus nitrat-reduktazuk segitségével aerob koriilmények kozott is képesek nitratot
redukalni. Robertson és Kuenen (1984) szerint a baktérium denitrifikacids enzimrendszere
konstitutivan szintetizalodik, ugyanis a sejtek szaporodasaban nem kovetkezett be lag
periddus, miutdn a tapoldatot anoxikussa tették. Ezzel szemben Moir és mtsai (1995) arra az
eredményre jutottak, hogy a baktérium nitrit-reduktdzanak szintézise mindenképp gatolt aerob

kortilmények kozott.
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5.2.2. Szabalyozas az enzimmiikodés szintjén

Mint minden egymasra ¢épiild 1€épésekbdl allo enzimatikus reakcidsorozat esetén, ebben az
esetben is a folyamat kiindulasi anyaga €s koztitermékei hatassal vannak a kovetkezo, vagy az
el6z6 redukcios 1épésekre. gy a nitratrol ismert, hogy bizonyos koncentracio felett gatolja a
nitrit-, illetve a NO-reduktaz miikodését (Korner és Zumft 1989). A felhalmozodo
intermedierek nemcsak a denitrifikacio egyes enzimeire hathatnak, hanem a sejt egészére is
karos hatassal lehetnek (NO2", NO karcinogén hatésa).

A denitrifikacié kulcsenzime, a nitrit-reduktaz sajatos érzékenységet mutat a tapoldat
kémhatasaval és sotartalmaval szemben is, a legérzékenyebben azonban a kornyezet
oxigénszintjére reagal. A nitritredukcid azonnal lelassul, vagy teljesen leall, amennyiben a
rendszerbe szabadon felvehetd oxigén keriil. Ennek hatterében az enzim mar emlitett kettds
tulajdonsaga all, miszerint részleges oxidaz aktivitassal is bir (Filop és mtsai 1995). Az
oxigén felé mutatott affinitasa joval nagyobb, és annak redukcidja mintegy 100-szor lassabb,
mint a nitrité (Zumft 1997).

5.2.3. Szabalyozas az elektrontranszport szintjén

Az elektrontranszport szintjén zajldé folyamatokat eldszor Ferguson és Stouthamer (1990)
vizsgaltdk. Azt tapasztaltdk, hogy az altaluk aerob, illetve anaerob modon tenyésztett
Paracoccus denitrificans-ban az elektronok megoszlasa az elektrontranszport soran eltérd
volt, és ez nagy mértékben kihatott az adott sejtek denitrifikacids képességére is. Mivel a
denitrifikacio Osszetett folyamataban reduktazok, oxidazok és kevert tulajdonsagi enzimek
(nitrit-reduktaz) vesznek részt, a szabalyozas soran végsO soron arrol lehet szo, hogy a

rendszerbe bekeriild elektronok a miikodé oxidazok és reduktazok kozott hogyan oszlanak el.

6. A denitrifikalok Martienssen és Schops féle rendszere

A denitrifikdcios aktivitds mértéke az eddig bemutatott tényezékon tul fliigg még az egyes
enzimek hatékonysagatol, miikodési sebességétdl is. Ennek alapjan hoztak létre Martienssen
¢és Schops (1999) rendszeriiket, melyben a baktériumok harom csoportjat kiilonitették el. Az
elsé csoportba (A) az Un. nitratlégzé baktériumok tartoznak, amelyek csak a nitrat-nitrit
atalakulas katalizalasara képesek. A masodik csoport (B) tagjaira az jellemzd, hogy az ide

tartozo baktériumok nitrit-reduktazai sokkal nagyobb aktivitdssal rendelkeznek, mint a nitrat-
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reduktazaik, igy bar némi nitrit-akkumuléaci6é kimutathaté a folyamat soran, a nitratredukcid

végére a nitrit bontasa is befejezodik (6.
abra). A B tipusi denitrifikalok
denitrifikdldé  rendszerekben  torténd
alkalmazdsa azonban nagyon kedvezd,
hiszen az  egyideji  nitrat-  ¢&s
nitrit-redukcionak ~ kOszonhetéen  a
nitrattal szennyezett viz kezelési ideje
jelentésen megrovidiil.

A harmadik csoportba (C) tartozik a
denitrifikalok zome. Ezeknél a denitri-
fikécio sordn, jelentds nitrit-akkumulaciéd
jon létre, amelynek mértéke az adott
baktérium nitrat- €s nitrit-reduktazanak

aktivitasbeli kiilonbségébdl szdrmazik (6.
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8. abra

A denitrifikalok két csoportja Martienssen és Schops
szerint (1999).
B—pus —+ nitrat
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C tinus nitrat

nitrit

abra). Nem ritka, hogy a nitrit-reduktazok sebessége harmada csupan ugyanazon baktérium

nitrat-reduktazanak sebességének.
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A “HASZNOS” NITRAT IONOK ALKALMAZASA BIOREMEDIACIOS
ELJARASOKBAN

Az ipari termelés utdbbi évtizedekben bekovetkezett rohamszerii ndvekedésének
koszonhetden tobb millié olyan szerves vegyiilet keriilt eldallitdsra, amelyek azeldtt sosem
1éteztek, s ezek 80%-nak az €16 szervezetre gyakorolt hatasa nem ismert (Page G. W. 1998).

Ezek igen nagy hanyadat képezik az aromas vagy policiklusos aromas vegyiiletek.

7. Az aromas és policiklusos aromas szénhidrogének (PAH)

Az aromas és a policiklusos aromas szénhidrogének (polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAH) mindennapi életiink résztvevdi. A természetben nagy szdmban taldlhatdak meg:
elé6fordulnak készénkatranyban (antracén, fenantrén), kdolajban (naftalin), mig masok
novényi olajok (szalicilsav) (Cornelus ¢és mtsai 1996) alkotérészei. Az ipar nagy
mennyiségben dolgozza fel a kiilonféle szdrmazékokat. A gyogyszergyartds éppugy nem
nélkiilozheti ezeket a vegyiileteket (szalicilsav — aszpirin), mint a festékgyartas, vagy az
lizemanyag-gyartas (benzin oktanszdmanak novelésére hasznalt toluolt) de a kozmetikai ipar
is jelent6s mennyiséget hasznal fel.

Az aromds szénhidrogének ¢s a PAH egy vagy tobb aromas gylrit tartalmaznak, ezaltal
kis vizoldékonysagu, erdsen hidrofob molekuldk. Vizoldhatésaguk a gytirlik szdmanak
novekedésével logaritmikusan csokken. A talajvizzel kevéssé mobilizalhatoak, képesek
erdsen kotddni a talaj szerves anyagaihoz, pl. a huminsavakhoz (Descenes és mtsai 1996,
Mulder €és mtsai 1998, Ressler ¢s mtsai 1999), amely tovabb csokkenti mozgékonysagukat, és
igy akar évekig halmozodhatnak egy adott teriileten.

A PAH-ok széleskorli alkalmazdsa miatt viszonylag
hamar fény dertiilt azok komoly egészségkarositd hatasara. A A
3 gylrGs fenantrén és szadrmazékai kiilonbozé rakos 5\
folyamatok kialakitasaért feleldsek. Szerkezetiikbdl adodoan o OG
a genetikai informécio-atadasara is hatdssal vannak, ennek 7 10
hosszua tava, orokletes hatasa is lehet.

fenantrén — K-régid
A policiklusos  vegylletek  gytriiinek  egymashoz

kapcsolodasakor kialakulhatnak olyan régiok, amelyeket a 9. dbra
i ./ , , . A fi trén K- é
szakirodalom K- ¢és Bay-régionak hiv (9. abra) Kisérletek Er;?/?r:giéja ©s

bizonyitjak, hogy ezeknek a térszerkezeti elemeknek fontos
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szerepe van a genetikai eredetli elvaltozasok
eléidézésében (Samanta €s mtsai 1999), mivel
az emlitett régidkkal a vegyiiletek kdnnyen
be¢kelddhetnek a DNS lancéaba.

A fenantrénon kiviil sok mdés aromads
anyagnak és PAH-nak van sulyos karcinogén
hatasa, igy kezelésiikk nagyfokt o6vatossagot
igényel. Minden el6vigyazatossag ellenére
évrol-évre torténnek  azonban olyan
kornyezetszennyezések, amelyek fOszerepldi
ezek az anyagok, ezért mar régdta folynak
erbfeszitések az ilyenfajta kornyezeti kdrok

csOkkentésére.

8. A PAH lebontas biokemiai és
genetikai hattere

A PAH-ok lebontasanak els6 1épéseit mono- és
dioxigenaz enzimek végzik, ugyanis a gylri
felnyitdsa oxigén segitségével torténik. A
kovetkezokben a naftalin, mint PAH, valamint
a szalicilat és a katekol, mint aromas
koztitermékek  lebontasanak  enzimatikus
hatterét ismertet;jiik.

A naftalint a naftalin-dioxigenaz enzim
hasitja (11. 4bra), aminek eredményeként
cisz-1,2-dihidroxi-1,2-dihidro-naftalin jon

létre. A dioxigenazok vas-kén tartalmu

RN
| naftalin
e

} naftalin 1,2-dioxigenaz

W cisz 1,2-dihidroxi-1,2-dihidro-
naftalin

1,2-dihidroxi-1,2-dihidro-naftalin-
dehidrogenaz
oH

N OH
| 1,2-dihidroxi-naftalin
L

1,2-dihidroxi-naftalin-dioxigenaz

SO onoo: 2-hidroxi-kromén-2-

Py karboxildt (HCCA)

l HCCA izomeriz

g, OH . . I
| transz-o-hidroxi-benzilidén-

N coor  piruvat (tHBPA)

o}

} tHBP A-hidrataz-aldoliz

OH
T szalicilaldehid
o
CHO
szalicilaldehid-dehidrogen:az
oH
| - szalicilat
= [stelay
szalicilat-hidroxilaz
N OH
(I katekol (dihidroxi-benzol)
= oH
10. abra

A naftalin és a szalicilat lebontasi
utvonala

proteinek, amelyek altalaban exogén vasat igényelnek miikodésiikhéz. A naftalin-dioxigenaz

harom alegységbdl all (A, B, C), és egyik alegysége egy flavoprotein, mely tartalmazza a

reakcidhoz sziikséges vasat. Az oxidalt enzim megkoti a naftalint, és két elektront fogad a

NADH-t6l az A és C komponens jelenlétében, mig a B alegység terminalis dioxigendzként

funkcional (Ensley és mtsai 1983). Egyes mérések szerint érdekes mdodon a naftalin nem az

enzim elsddleges inducere, hanem inkabb egyfajta prekurzora a valddi inducernek, ami lehet a
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szalicilat vagy a szalicil-aldehid OH

] katekol 1,2- dlomgenaz
(Cidaria és mtsai 1994). A naftalin tbb . m

Iépcsében  végiil szalicilatta alakul,

katekol Oy “¢igz, cisz-mukonat
amelynek katekolla térténé bontasat a

szalicilat-hidroxilaz nevii flavoprotein
o ) ) A katekol orto-hasitasa (B-ketoadipat tit)
végzi, ami tulajdon-képpen egy

monooxigenaz (1-hidroxilalas,

) ) o katekol
1-dekarboxililds). Eddig két fajtajat @w 2,3 dioxigentz iCOOH
izolaltak, melyek kozott apro eltérések CHO

SF 2- h1 droxi-mukonsav

vannak, azonban mindkét enzim katekol <zermialdehid

externalis monooxi- gendz, kiilsd
11. dbra
energiaforrds ként piridin nukleotidot A Katekol meta-hasitsa (a-ketosay tt)
igényelnek (Rodric és mtsai 1972, You
és mtsai 1990) (11. abra).

A katekol lebontasa két iton mehet végbe: orto-, vagy meta-helyzetii hasitas révén. Az
orto-helyzetii hasitast (f-ketoadipat ut) (12. ébra) a katekol 1,2-dioxigendz végzi és
eredményeképp Cisz,Cisz-mukondt szabadul fel, mig a meta-helyzeti hasitast (a-ketosav ur)
(12. abra) a katekol 2,3-dioxigenaz végzi, és 2-hidroxi-mukonsav-szemialdehid keletkezik. Az
enzimekre jellemzd, hogy 1 mol szubsztrditba 1 mol oxigént épitenek be. A katekol
2,3-dioxigenaz konnyen inaktivalhaté oxidald agensekkel, mint pl. H2O.-dal (Nakazawa és
mtsai 1973). Az enzimet kiilonféle nitrogéntartalmi aromas anyagok is képesek inaktivalni,
mint a piridin, kinolin, vagy a m-fenantrolin (Tatsuno és mtsai 1980)

Nem minden mikroorganizmusnak van meg az a képessége, hogy aromds szénforrason
képes novekedni. Azok az enzimek, amelyek lehetové teszik az extrémnek nevezhetd
szénforrasokon valdo novekedést, altalaban plazmidon kodoltak. Régoéta ismert, hogy
Pseudomonas torzsekben a szalicilat és a naftalin lebontasat katalizalé enzimek plazmidon
kodoltak. A P. putida NAH7 plazmidjan a nah és a sal operonban talalhatoak a naftalin
katabolikus enzimei, mig a szalicilat-hidroxilazt ugyanezen plazmid nahG génje kodolja (You
és mtsai 1990). Azonban egyes kutatasok alapjan valdszintinek tinik, hogy a naftalin
lebontasaban kromoszomalis gének is kozremiikodnek. Pseudomonas fajoknal a katekol
lebontéasakor a B-ketoadipat it enzimei nem plazmidon kodoltak, mig az a-ketosav ut enzimei
a NAH plazmidon helyezkednek el (Chakrabarty és mtsai 1976, Zuniga és mtsai 1981,
Connors és Barnsley 1982).
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A plazmid evollcids szempontbdl nagy eldnyt jelent, ugyanis a bakterialis konjugéciod
soran a donorbdl a recipiensbe atkeriilhetnek az adaptacidhoz sziikséges gének (Dunn és mtsai

1973, Herrick és mtsai 1997).

9. Bioremediacios technologiak

Az évtizedek ota hasznalt fizikai eljarasokkal szemben az utdbbi idoben egyre nagyobb
figyelmet kaptak a bioldgiai modszerek a szennyezett teriiletek kezelésében. Bar a klasszikus,
fizikai technologidk altalaban nagy hatasfokkal miikddnek, azonban szdmos kivetnivalot
hagynak maguk utan. ElsOsorban nagy a koltségigényiik, valamit sok esetben csak “tiineti
kezelés” (a szennyezd anyagok kidséasa és raktarozasa) folyik, tovabba sokszor nem forditanak
figyelmet maganak a kezelésnek a hatdsara (pl. a hdkezelt talajok mikrofloraja jelentdsen
karosodhat).

A bioldgia eljarasok azon alapulnak, hogy a karos anyagok a talajlaké mikroorganizmusok
szdmara szén- és energiaforrasként szerepelhetnek. A modszerek egyik nagy eldnye, hogy (az
adott anyag teljes semlegesitését elvégzd tokéletesen miikodd Okoszisztéma esetén) nem
halmozodnak fel, és nem Iépnek ki a rendszerbdl karos melléktermékek, szemben pl. az
égetés soran keletkezd dioxinokkal. A technoldgia tovabbi nagy elénye a koltségkimélo
milkodés, mivel az in situ bioremediacios folyamatoknal nem kell draga kiszolgalo
egységeket és infrastruktirat biztositani a talajbol kinyert veszélyes anyagok utdlagos
tarolasahoz, kezeléséhez. A bioremediacio egyetlen hatranya, hogy a tisztitdsi folyamat
altalaban lassabb, mint a fizikai vagy kémiai modszerek esetében.

A bioldgiai Uton torténd dekontaminalas hatékonysaga a mikroorganizmusok pontosabb
megismerésével és 1) technoldgidk kidolgozéasaval parhuzamosan ndvekedett. Az elsd, és
azota is a legegyszeriibb remediacios modszerek kézenfekvden a szennyezett teriiletek sajat,
adott biodegradacids szempontbol hatékony baktériumflordjanak disitasan, felszaporitasan
alapultak. A baktériumpopulacié heterogenitdsa miatt ezek az eljarasok altalaban kevésbé
kontrollalhatéak, azonban hatdsukat hosszitavon is megtartjadk. Koszonhetd mindez annak,
hogy a talajflorabol kiszelektal6do, szennyezést bontd baktériumpopulacio egyes tagjai kozott
aktiv munkamegosztds jon létre. Mig az egyes fajok kimondottan csak a célszennyezés

bontdsdra képesek, addig masok a bontds soran keletkezett intermedierek tovabbi

crer

alakul Kki.
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A bioaugmentacié esetében a szennyezésre szelektiven kitenyésztett baktériumot, esetleg
baktériumok keverékét alkalmazzak. A kivant torzset, torzseket nagy mennyiségben
felszaporitjak, majd kijutatjak a célteriiletre. Mivel tiszta tenyészetekrdl van szo, az eldzetes
kisérletek alapjan tervezhetd, elérelathatd a biodegradacié hatékonysaga. A hatas hosszatavu
fenntarthatosaga azonban att6l fiigg, hogy a talajba jutatott baktériumok hogyan tudnak
beilleszkedni a mar meglévé Okoszisztémaba. Sok esetben az Gshonos mikroorganizmusok
kompetitiven 1épnek fel a mesterségesen bevitt baktériumok ellen.

A genetika és a molekularis biologia utobbi két évtizedben bekovetkezett rohamos
fejlodésének hatasa a kornyezetvédelemben is tapasztalhat6. A baktériumok genetikai
alloményanak célzott moddositasdval az adott szennyezés felszdmolasat nagyobb
hatékonysdggal véghezvivd torzsek hozhatok létre. Az igy eldallitott sejtvonalakat azutin
bioaugmentacids eljarasokban alkalmazzdk. Az eljards elterjedését hatrdltatja azonban a
génmanipulalt mikroorganizmusok felhasznaldsaval kapcsolatos altalanos ellenszenv (Parke

1995).

10. A nitrat szerepe az in situ bioremedidcioban

Az alabbiakban a leggyakrabban hasznalt bioremediacids technolégia az Gn. in situ
bioremediécio jellemzdit tekintjiik at.

Az in situ bioremediacio a szennyezett teriilet helyben térténé mikrobialis kezelését jelenti
aerob vagy anaerob modon. Az elsd esetben a tisztitando teriilet oxigénellatasat megoldhatjak
ugy, hogy célzott furatok segitségével nagy nyomasu levegét juttatnak a talajba. Ezt az
eljarast altalaban akkor alkalmazzak, ha mar mélyebb talajrétegekbe is leszivargott a szerves
szennyez¢és. Hatranya, hogy alkalmazhat6sdga nagyban fligg a talaj fizikai Osszetételétdl,

szerkezetétdl. Agyagos, kevésbé pordzus talajok esetén a furatok koriil csak kis térrészt lehet

COZ N2 NQ 8042_

levegdztetni, igy egy ilyen szerkezetli

tobb hektaros teriilet megtisztitasa ezzel a
modszerrel nem hatdsos. Amennyiben a £ H H

szennyezés még a talajfelszinhez kozel

van, a talaj felsé rétegének forgatasaval,

pl. szantassal juttathatnak elegendd

oxigént a mikroorganizmusoknak.

Anaerob viszonyok kozott az oxigén

12. dbra
hianya miatt az aromas vegyiiletek A nitrat mint alternativ oxigénforras
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gylriinyitdsa nem megy végbe. Az utdbbi években, a bioremedidcos eljardsok
szempontjabol hatalmas jelentdséggel bir6 felfedezést jelentett annak a specidlis
anyagcserének a feltdrasa, miszerint egyes szervetlen vegyiiletek redukcidjara képes
baktériumok anaerob koriilmények kozott a redukalandd szubsztrat mellett képesek aromas
anyagok kometabolizmuséra (Kuhn és mtsai 1988, Bontig és mtsai 1995, Higgblom és mtsai
1999). A mechanizmus lényege, hogy a szulfat, illetve a nitrationok redukdldsa soran
felszabaduld oxigéngyokoket is képesek a baktériumokban 1€vé oxigenazok felhasznalni és
ezaltal a gylriinyitast katalizalni (10. abra). A reakci6 felismerésével lehetdség nyilt olyan
terliletek esetleges kezelésére is, amelyekrdl addig teljesen lemondtak, mivel az ott 1évo talaj
kell6 mértékli oxigenellatasat nem tudtdk volna semmilyen modszerrel sem biztositani. A
manapsdg még méltdn technologiai ujdonsdgnak szamitd eljaras tovabbi eldnye, hogy a
raforditandé koltségek minimalisak. Ebben az esetben szimultdn folyhatnak az anaerob
folyamatok a talaj mélyebb rétegeiben, valamint az aerob folyamatok a talaj felszinén, ezért
gyorsabb a lebontas. Mindehhez elegendd csupan a redukalando6 ionokat a talajba oldani. Sok
esetben még erre sincs sziikség, ugyanis az aktiv mezdgazdasdgnak koszonhetden a talajok és
a talajvizek nagy része jelentdsen szennyezett nitrationokkal. Az ilyen teriiletek veszélyes
szerves anyagokkal torténd szennyezddése utdn szimultan megtorténhet a bakterialis

denitrifikacié altali nitrdt bontas, és a

NO. COO

szerves anyagok eliminacidja. Az oxigén 3 Szalicilat

: . . OH NADH
teljes hianya mellett torténd remediacios
eljarasok egyetlen hatranya az alacsony %’02 l Szalicilat hidroxilaz
reakciosebesség. A redukalandd ionok
mennyiségének novelése és a degradacio OH NAD*

. | Katekol + CQO,
hatékonysaganak emelkedése kozotti I\‘I o OH
2

Osszefiiggéseket eddig még nem

vizsgaltak. Q& l Katekol 2,3-dioxigenaz
Az altalunk felvazolt feltételezett

reakcioutvonal szerint, tekintetbe véve a 2-hidroxi-mukonsav

nitratban kotott oxigén mennyiségét, 1 v -szemialdehid

moél  nitrdt  nitrogéngizza  tdrténd N

redukciojakor 3 mol  oxigéngyok 13. 4bra

szabadulhat fel, ami anaerob A nitrat redukcid és a szalicilat bontas
koril-menyek kozott egy egymast kovetd kozott feltételezett osszefliggés
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momooxigenaz ¢és egy diooxigenaz enzimreakcio oxigénigényét fedezni tudnd. Ez alapjan 1
mol nitrét teljes redukcidja pl. 1 mol szalicilat teljes lebontasat lenne képes eldsegiteni (13.
abra).

A fentiekben vazolt elmélet az egyszeriiség kedvéért nem veszi figyelembe, hogy a
baktériumok életfolyamatai sordn a nitratredukcié 1€péseibdl kilépd gyokok, atomok
természetesen mashogy is hasznosulhatnak.

Az aromas vegyliletek anaerob moddon torténd lebontasaért a legtobb esetben valamely
Pseudomonas torzs tehetd feleldssé. A viszonylag tjkeletii anaerob technoldgiak lehetéségei
még korant sincsenek kiaknazva, ezért az ezekkel kapcsolatos nemzetkdzi szintii kutatasok az

altalanos érdeklddés kozpontjaba keriiltek.

11. A Pseudomonas genus szerepe a talajok nitrattartalmanak csokkentésében

Nemzetkdzi felmérések eredményei szerint egy atlagos talaj teljes aerob €16 csiraszama 2-5 X
108 db baktérium g’ talaj-ra tehetd. Ehhez képest az anaerob baktériumok szama egy
nagysagrenddel kisebb, mig a denitrifikaciora képes mikroorganizusok mennyisége atlagban
2 X 10° db baktérium g talaj (Gamble és mtsai. 1976, Chéneby és mtsai. 2000). A klasszikus
biokémiai modszerek (Gamble és mtsai 1976) és a fejlett molekularis technoldgidk bevetése
(ARDRA=amplified ribosomal DNA restriction analysis, és 16S rRNS szekvencia analizis,
Chéneby és mtsai 2000) is mind azt igazoltak, hogy a Pseudomonas genus az egyike azoknak
a domindns csoportoknak, ahovd a talajok denitrifikaciora képes baktériumai tartoznak.
Emellett az Alcaligenes, Burkholderia-Ralstonia, Xanthomonas-Frateuria, Bacillus és
Streptomyces csoportok voltak jellemzdek.

A mai napig ismert és valamely Pseudomonas genusba besorolt baktériumoknak (106 faj)
csak mintegy negyedérdl ismert, hogy denitrifikaciora képes (Bergey’s Manuall of
Deteminative Bacteriology), és azok koziil is csak 12 faj denitrifikdcids folyamatat, vagy
nitratredukcidjat vizsgaltak eddig részletesebben (6. tablazat).

A genuson beliil a P. denitrificans nitrat- és nitrit-reduktazainak viselkedését jellemezték
elsoként (Radcliffe és mtsai 1970, 1968, Brooks és mtsai 1992, Shanmugasundram és mtsai
1993,) tovabba vizsgaltadk mar a denitrifikdcios koriilmények kozotti szaporodasi képességét
¢s a nitrat, nitritionok és nitrogénoxidok melletti novekedésének energiamérlegét is (Koike és
mtsai 1975). Szdmos munka sziiletett az immobilizalt sejtek denitrifikacios aktivitasainak

(Nilson ¢és mtsai 1980, Santos és mtsai 1996, 1993), illetve a denitrifikdcios aktivitas
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1995, Kornaros és mtsai 1998, Gouw ¢és mtsai 2001).

valtozasanak meghatarozasara aerob és anaerob koriilmények kozott (Robertson és mtsai

7. tdblazat
A nitrat, nitrit redukciojardl ismert Pseudomonas fajok bemutatasa

Fajok D A Fajok D A
P. aeruginosa PPD @P® | P.nautica @ @
P. alcaligenes %) PP P. nitroreducens %) %)
P. aureofacines @® @® P. perfectomarina @ %)
P. azotoformans ® %) P. pickettii %) ®
P. caryophylli %) %) P. plantarii %) %)
P. cepacia %) %) P. pseudoalcaligenes %) ®
P. chlororaphis @® @® P. pseudomallei %) %)
P. cichorii %) @® P. putida PP PPD
P. delafieldii %) @® P. saccharophila %) @
P. denitirificans PPD @® P. solanacearum %) %)
P. facilis @® %) P. stutzeri PPD ®
P. fluorescens PP PP P. syringae %) %)
P. mallei %) %) P. viridiflava %) %)
P. mendocina ® ® P. butanovora %) %)

D=denitrifikaciot bemutat6 szakirodalom (@), A=aromas anyagok hasznositasat vizsgal6 szakirodalom (@)
(= adat nem fellelhetd
Annak ellenére, hogy a denitrifkacid szempontjabdl a fent emlitett torzset igen régota
vizsgaljadk mara a P. stutzeri és P. aeruginosa-val foglakozé szakirodalmak szama
meghaladta a P. denitrificans-ét. Mindkét baktérium esetében nagy érdeklédésre tart szamot a
denitrifikdcid oxigén-tolerancidjanak vizsgalata (Su és mtsai 2001, Thomas és mtsai 1994,
Korner és mtsai 1989, Hernandez és mtsai 1987) és a denitrifikaciot végrehajté enzimek
genetikai hatterének jellemzése (Vollack és mtsai 2001, Braker és mtsai 2000, Hartig és mtsai

1999).

36



12. A P. butanovora bemutatasa

A P. butanovora, amelynek faj szintii leirasat el6szor Takahashi és mtsai (1980) végezték el,
nevét butanbontd képességérdl kapta, melynek pontosabb Iépéseire azonban csak késdbb
deriilt fény (Daniel J. Arp 1999). A metabolizmus leirdsa szerint a butdnt egy butan-
monooxigenaz segitségével eldszor 1-butanolla alakitja, majd az butdraldehiddé, és végiil
butiratta alakul. A monooxigenaz reakcido 90%-os oxidacios terméke az 1-butanol, amely egy
NAD'-fliggetlen elsddleges és egy NAD'-fliggd masodlagos alkohol-dehidrogenaz enzim
hatasara alakul tovabb (Vagnai és mtsai 2001). Nyomokban azonban 2-butanol is képzddhet,
amit szénforrasként szintén elfogadnak a sejtek.

A butan-monooxigendznak a butan oxidacidja soran mutatott nagyfoku specifitasa ellenére
(1-butanol) aspecifikus reakcidit is kimutattak egyes klorozott szénhidrogének bontasaval
kapcsolatban. Hamamura és mtsai (1997) egyértelmii bizonyitékokkal szolgaltak arra nézve,
hogy a P. butanovora kloroform, trikloretilén, 1,2-cis-dikloretilén ¢és vinil-klorid
metabolizmusanak hatterében a baktérium butidn-monooxigendza 4ll. A monooxigenaz
Osszehasonlito vizsgdlata soran Iényeges eltérések adodtak a kordbban errdl a tulajdonsagarol
mar jol ismert Mycobacterium vaccae enziméhez képest, tovabba Hamamura és mtsai (1999)
kimutattdk, hogy a sejtvonal ammonia-monooxigenazzal is rendelkezik, amely az
ammoniabol hidroxil-amint képez.

A butanon kiviil a sejtek novekedésiik soran hidroxivegyiileteket, pl. etanolt, n-propanolt,
n-butanolt, 1,2-propandiolt, 2,3-butandiolt ¢és karboxivegylileteket, pl. ecetsavat,
propionsavat, vajsavat, tejsavat, tovabba C2-C¢ nyiltlanci szénhidrogéneket képesek
felhasznalni, melyekbdl poli-béta-hidroxibutirat tartaléktapanyagot képeznek. Ezzel szemben
C10-C16 szénatomszamu alkanokat, a metant, a metanolt, a gliikozt, a fruktozt, a xilozt, az
etilént, a propilént, az 1-butént, a 2-butént, az 1.3-butadiént, a szorbitolt, az eritrolt szerves

szénforrasként nem képesek hasznositani.

37



CELKITUZES

Célunk a P. butanovora-nak a viztisztitasi ¢€s talajremediacids eljarasokban valo
alkalmazhatésaganak komplex vizsgalata volt, melynek fobb Iépéseit a 14. abraban foglaltuk

0ssze. Az alapvetd iranyvonalak a kdvetkezok voltak:

e A P. butanovora vizsgalata soran nitrat- és nitrit-redukcidjanak, illetve denitrifikaciéjanak
részletes jellemzését kivantuk megadni. Célul tiztik ki aktivitasinak mas fajok
aktivitdsaval torténd Osszehasonlitdsat, valamint annak vizsgalatdt, hogy denit-
rifikacidjanak hatékonysaga hogyan modosul kiilonbozd szerves szénforrasok alkalmazasa
esetén, magas so-, nitratkoncentraciok €s nehézfémionok jelenléte mellett.

o Denitrifikalo bioreaktorok kifejlesztése és miikodésiik tesztelése.

e A P. butanovora bioremediacids folyamatokban torténé alkalmazhatosaganak vizsgalata.
Nitrat és valamely egyszerli aromas vegylilet anaerob koriilmények kézott zajlo, szimultan
bontdsanak vizsgalata, amely kisérletek soran elsdsorban arra kerestiik a valaszt, hogy egy
oxigendz enzimreakcid oxigénigényét hogyan tudjak biztositani olyan anionok (nitrat),
amelyek onmaguk a reakcid soran redukaldédnak. A kisérlet tovabbi célja egy egymast
kovetd monooxigendz, dioxigendz reakcid nitratigényének megadédsa, amelynek
segitségével exogén oxigénforras hidnydban zajlé remediacios technologidk esetében az
kozelitéssel megadhaté lenne a sziikséges nitrdt mennyisége, elkeriilendd a tovabbi

kornyezetszennyezést (talajvizzel elfolyd nitrat és nitrit ionok).
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Anyagok

Az alkalmazott vegyszerek, taptalajkomponensek analitikai tisztasag (Sigma Co., Reanal Rt.,

illetve MERCK) vegyszerek voltak.

2. Torzsizolacio, torzsszelekcio
2.1. A baktériumok izolaldsa és tenyésztési koriilményeik

A dolgozatban bemutatott Pseudomonas fajt egy korabban katonai célokat szolgalo foldtertilet
talajabol izolaltuk, majd szelektiv tdpoldatokban teszteltiik denitrifikdciés és aromas anyag
bonto6 képességét.

Az adott teriiletrl szarmazé foldmintat DSM 1 tapoldatba (5 g pepton, 3 g huskivonat,
1000 ml H20) inokulaltuk, majd az aerob tenyésztési koriilmények kozott felnétt kevert
tenyészetb6l DSM 1 lemezeken (5 g pepton, 3 g huskivonat, 15 g agar, 1000 ml H20)
morfoldgiai tulajdonsdgok alapjan 14 féle baktériumot kiilonitettiink el.

A denitrifikacids aktivitas vizsgalatdhoz minden egyes izolatum esetében az elézetesen
DSM 1 téapoldatban felszaporitott sejteket a centrifugalas (500g 10 perc) és fizioldgias
sooldattal valdo mosas utan denitrifikacids tesztoldatba (0.082 g KNOs, 10 g Na-szukcinat,
10.7 g K2HPO4, 5.5 g KH2PO4, 1000 ml H20) pH 7 helyeztiik ugy, hogy a tesztoldatok
élésejtszama 108 sejt mIt legyen, majd 24-48-72 6rés, szobahdmérsékleten torténéd inkubacio
rendszerekbdl. (lasd 3.1. pont)

Az aromas anyagok hasznositdsanak vizsgalatdhoz naftalinos szelektiv tapoldatot
hasznaltunk, amelyben a biomassza nodvekedésébdl kovetkeztettiink a naftalinbontas
képességére. A naftalinos oldatok (4.6 g naftalin, 1000 ml DSM 457 &svanyi sos tapoldat)
izolatumokkal torténd leoltdsdt az elézdekben leirt modon végeztiik el. A rézatott
tenyészetekben (200 rpm, 25 °C) a baktériumok novekedését a tapoldat optikai denzitasanak
valtozasa (OD 600 nm) alapjan hataroztuk meg 72 6ra utan. A naftalinos tesztoldatban feln6tt
izolatumokat azt kovetden szalicilatos tapoldatba (0.8 g Na-szalicilat, 1000 ml DSM 457

asvanyi sos tapoldat) oltottuk at. A 72 6réas inkubdcios 1d6 eltelte utan a razatott tenyészetek
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(200 rpm, 25 °C) szalicilat-tartalmanak csokkenése alapjan vizsgaltuk az adott baktérium
szalicilatbonto képességét. (lasd 5.1. pont)

A DSM 457 ésvanyi sos tapoldat Gsszetétele: 2.44 g Na,HPO4, 1.52 g KH2PO4, 0.82 g
KNOs3, 0.2 g MgSO4 x 7 H20, 0.05 g CaClz x 2 H20, 10 ml SL-4 mikroelem oldat, 1000 ml
H20. A MgSOs és CaClz-ot az oldat tobbi részétdl kiilon kell sterilizalni.

SL-4 mikroelem oldat Osszetétele: 0.5 g EDTA, 0.2 g FeSOs x 7 H20O, 100 ml SL-6
mikroelem oldat (0.1 g ZnSO4 x 7 H20, 0.03 g MnCl> x 4 H20, 0.3 g H3BO3, 0.2 g CoCl> x 6
H-0, 0.01 g CuCl2 x 2 H20, 0.02 g NiCl> x 6 H20, 0.03 g Na2MoO4 x 2 H>O, 1000ml H,0)
900 ml H20.

A Pseudomonas butanovora sejtvonalanak, illetve a kisérletekben szereplé tovabbi
baktériumok hossza tavu fenntartdsara DSM 1 lemezeket, mig nagy mennyiségli biomassza
eléallitasahoz DSM 1 tapoldatot, illetve az intézet fermentacios hatterét (2-80 | New

Brunswick fermentorok) hasznaltuk.

2.2. Vizsgalt mikroorganizmusok

Pseudomonas butanovora (sajat izolatum), réviditése: P.but.
Pseudomonas denitrificans DSM 1650, roviditése: P.den.
Pseudomonas aeruginosa (sajat izolatum), roviditése: P.aer.
Pseudomonas stutzeri (sajat izolatum), roviditése: P. stu.

Ochrobactrum anthropi (sajat izolatum), roviditése: O.ant.

A P. but, a P. aer. P. stu. és az O. ant. baktériumok fajszintli meghatarozéasat a Kertészeti és
Elelmiszeripari Egyetem Mezbégazdasigi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytijteményének munkatarsai végezték el az API-20 NE biokémiai tesztsorozat eredményei

alapjan.
3. Denitrifikalo bioreaktor kifejlesztése

3.1. Nitrat-, nitritredukcio meghatarozdsa.

A vizsgalt mintdk nitrat- és nitrittartalmat kolorimetrids modszerrel, fotométer segitségével
hatdroztuk meg. Mindkét esetben a 448/12-82 szamu, ivovizvizsgalatra vonatkoz6 magyar

szabvany szerint jartunk el.
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Nitratmérés reagensei: 5g 1! Na-szalicilat oldat, 96%-0s H2SOs, 10 mM NaOH

A mérés menete: 500 pl mintdhoz 100 pl Na-szalicilat oldatot adtunk; az elegy szarazra
parolasa (30 perc 200 °C) és lehtilése utan 100 ul 96%-0s H2SO4 hozzaadasa biztositotta a
nitrofenol kialakulasahoz sziikséges savas kornyezetet. 10 perc utan a reakciot 3 ml desztillalt
viz és 700 ul 10 mM NaOH hozzaadasaval allitottuk le. A mintdk optikai denzitasat
fotométerrel mértiik 410 nm-en. (A mérés 1-50 mg I nitrat koncentracio-tartomanyban

alkalmazhato.)

Nitritmérés reagensei: 1% szulfanil-amid oldat, 0.1% N-(1-naftil)-etilén-diamin-dihidroklorid

A mérés menete: Amennyiben a minta nitrittartalma 5-50 mg I kézé esik: 50 pl mintdhoz
4,95 ml desztillalt vizet és 100 pl szulfanil-amid oldatot adunk. 5 perc elteltével 100ul NAD

oldatot adunk, majd 20 perc inkubaci6 utan a mintakat 540 nm-en mérjiik.

3.2. Nagynyomasu folyadék kromatografias (HPLC) analizis

Az alkalmazott szerves szénforrasok, (szukcinat, etanol, ecetsav) mennyiségi valtozasanak
mérése Gynkotek késziiléken, SARASEP CAR-H oszlopon, 50 °C-on tortént. A mintak
mérése 210 nm-en, UV detektorral , illetve RI detektorral tortént. Eluensként 0.01 N H2SOq4
oldatot hasznaltunk, 0.9 ml perc™! aramlési sebességgel. Az adatok kiértékelését Chromeleon

szoftver segitségével végeztiik el.

3.3. A biofilmhordozok eredete és a hordozok nitratkotésének vizsgalata

Ioncseréld miigyanta: a kisérletekben Varion KS komplex ioncseréld gyantat hasznaltunk.

Asvanyi zeolit:
A kifejtett asvanyi zeolithoz kozvetlentil a madi kiilszini fejtésbdl, a kitermel6tdl jutottunk

hozza. A kdzet a mechanikai apritason kiviil semmiféle elézetes kezelésen nem ment 4t.
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3.4. Reaktor tipusu nitratkotési kisérletek

Cirkulaltatott, atfolyds rendszerben a reaktortestekbe toltott 30-30 g gyanta és zeolit
tolteteken steril, 100-100 ml 20 mg It NO3s-N tartalmu oldatot dramoltattunk at. A mintak
nitrattartalmat a fentiekben leirt médon, a magyar szabvany szerint mértiik.

Mindkét kisérlet 0sszeallitasa elott a gyantat €s az asvanyi zeolitot desztillalt vizzel mostuk

tobb Iépésben, majd hdsterilizaltuk.

3.5. A baktériumok kikotédésének vizsgalata, biofilmképzés

A P. denitrificans DSM 1 tapoldatban 25 °C-on, 180 rpm-el, illetve a P. butanovora és az O.
anthropi esetében DSM 1 tapoldatban 37 °C-on, 180 rpm-el razatott 24 6ras tenyészetének
lecentrifugalasa (500 g 15 perc) utdn 100-100 ml fizioldgias sdoldatban vettiik fel a sejteket.
Az igy kapott baktériumszuszpenzidkat 24 oran keresztiil cirkulaltattuk az ioncserélé gyanta,
illetve az asvanyi zeolit 30-30 grammjat tartalmazé oszlopokon.

A P. stutzeri esetében a feliileti rogzités 1étrehozasa a fent leirt modszerrel nem vezetett
eredménye. A baktériumra jellemz6 volt, hogy folyadékkultirdban hamar sejtaggregdtumok
jottek 1étre, amelyek lehetetlenné tették az egyenletes biofilm kialakuldsat. A
sejtaggregatumok gyakorlatilag a feliileti hordozot tartalmazo oszlopok aljan kisziirddtek,
bekoncentralodtak. gy a baktérium denitrifikacios aktivitasat csak kompozit gyongy

belsejébe immobilizalva vizsgaltuk.

3.6. A biofilm mennyiségének meghatarozasa

A gyanta és zeolit toltetli reaktorok esetében a 24 6ras baktériumkotés utdn 100 ml fiziologias
sooldattal mostuk az oszlopokat, hogy a nem kotoédott sejteket eltavolitsuk. Ezutan a
hordozokat kivettiik a reaktortestekbdl, és homogenizaltuk, majd a tdltetekhez annyi ml 2N
NaOH-ot adtunk, amennyi azok g-ban mért tomege volt. 80 °C-os vizfiirddben térténd 1 oras
inkubaciot kdvetden az elegyeket 20 percig razattuk, majd az elegyek feliiluszojabol 1-1 ml-t
lecentrifugaltuk (8500 g 10 perc). A tiszta feliiluszok 200 pl-es aliquotjaibdl hataroztuk meg a
fehérjetartalmat Folin modszerrel (Lowry és mtsai 1951). Fehérje standardként BSA oldatot

hasznaltunk.
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3.7. A biofilm denitrifikacios aktivitasanak meghatarozasa

A reaktorok belsejébe toltott 30-30 g ioncseréld gyantat és asvanyi zeolitot a biofilmtelepitési
szakasz utan eltavolitottuk a reaktorok belsejébdl, majd teljes térfogatdban dsszekevertiik. Ezt
kovetden 3-3 ismert tomegii minta denitrifikécios aktivitasat vizsgaltuk. Az aktivitasméréshez
hasznalt oldat Osszetétele megegyezik a 2.1. pontban leirttal. SzobahOmérsékleten 24 ora
leteltével mértiikk az oldatok nitrat- €s nitrittartalmat, majd meghataroztuk a denitrifikacios

aktivitasokat.

3.8. Immobilizalas kompozit matrixba

Az immobilizalds sordn atlagosan 2 mm atmérdjii 5 % nedves biomasszat tartalmazé
gyongyoket készitettiink. A denitrifikdlé bioreaktorok hatékonyaganak 6sszehasonlitasakor
minden vizsgalt baktérium esetében, tovabba a 1éptéknovelési kisérletek sordn is a leirt méretl
¢s biomassza tartalmu kompozit gyongyoket hasznaltuk.

A kompozit gyongydk eldallitasdhoz 2% alginat és 2% gelrite oldatok 1:1 aranyu elegyét
hasznéltunk. (Kovacs és mtsai 1991) Az egyes komponenseket 100 mg I EDTA oldatban
kell feloldani, majd mindkét oldatot kiilon sterilizalni és forron dsszednteni.

A lecentrifugalt baktériumsejteket a mar kihiilt kompozitképzé elegyhez kevertiik hozza
ugy, hogy a nedves baktérium biomassza 5%-os legyen a kompozit térfogatara nézve.

A kompozit-baktérium elegyet ezutan jeges vizben hiitétt 1%-0s CaCl. oldatha
csepegtettiik. A CaClz oldat térfogata 4-5-szordse a kompozit gél térfogatanak. A csepegtetés
utan 40 percig kevertettiik a CaCl; oldatban a gyongyoket, majd 12 o6rara 4 °C-ra tettiik oket.
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3.9. Bioreaktorok I. mitkodtetése

A bioreaktorok felépitésére jellemzd adatokat a 8. tdblazatban foglaltuk 6ssze. A reaktorokra
minden esetben azonos dsszetételli oldatot &ramoltattunk fel, fliggetlentil attol, hogy a sejteket
feltileti hordozo6 felszinére kotottiik, vagy kompozit gél matrixba zartuk. A kiilonbség csak az
aramlasi sebességek beallitasaban volt. A felmend tapoldat (influens) 0sszetétele a kdvetkezd
volt: 45 mg I NO3-N (200 mg It NO3), 1 g I"*Na-szukcinat (pH 7). A 45 mg 1" NO3-N
koncentraci6 a talajviz magyarorszagi atlagos nitrat- szennyezettségének felel meg. A
felmend tapoldatot kiegészitettik 0.05% CaClz-dal, a kompozit gydngyok hosszutava
stabilitdsanak megdrzése érdekében. A reaktorokat 25 °C-on mitkddtettiik.

A feliileti hordozdkra immobilizalt sejtek esetében a perisztaltikus pumpak segitségével
kisebb aramlési sebességet allitottunk be, elkeriilendo a talzott mértéki biomassza-lemosodast
(shear stress). A gyantas és az asvanyi zeolitos reaktorok atlagban 14 ml éra dramlasi
sebességgel mikodtek, amelyek az influens esetében 3.6 oras tartdzkodési idét (HRT=
hydraulic retention time) jelentettek. A kompozit gyongyoket tartalmazé reaktorok esetében, a
kezdeti alacsony dramlasi sebességet két nap elteltével minden esetben 20 ml 6ra™-ra emeltiik
(HRT=2.5 h). A reaktorok 12 napos lizemeltetése utan a P. but. és a P. stu. kompozit
gydngyds reaktorainak esetében 40 ml h™ aramlasi sebességet allitottunk be (HRT=1.25). Az
dramlasi sebesség emelésére azért volt sziikség, mert a reaktorok a 20 ml 6ra™ sebesség
mellett a nitrat- és nitritmérések adatai alapjan a lehetséges maximalis kapacitdsukat még nem
értek el.

Az immobilizat sejtek denitrifikacios aktivitdsanak Osszehasonlitasa soran a redukcio
biztositasdhoz (elektron donor és szerves szénforras) szukcinatot alkalmaztunk. A szukcindtot
a denitrifikdld mikroorganizmusok képesek a nitrat- és nitritredukcidhoz felhasznélni, de
legtobb esetben az E. coli metabolit szabalyzasahoz hasonld reakcié utak jellemzéek,
miszerint a szukcinatbol keletkez6 fumarat mindaddig nem képes a citrat-ciklusban
enzimatikusan tovabb alakulni, amig nitrat van jelen a reakcidelegyben. A nitrat szelektiven
gatolja a fumardz gén atirdsat (Stouthamer 1990), igy a rendelkezésre allo szénforras
alapvetden csak a redukciora forditodik és csak kis mértékben hasznosul, mint szénforras. igy
a részlegesen gatolt bakterialis anyagcserére valo tekintettel a redukcio ideje alatt nem kell
szamottevl biomassza-szaporulattal szdmolni, s ezzel az egyes baktériumok azonos
biomasszamennyiségre (aktiv biokatalizator térfogat) vonatkoztatott aktivitdsa konnyebben

megadhato. Minden Aaltalunk vizsgéalt baktérium esetében (batch biofilm denitrifikdcios
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kisérletek) a HPLC analizis segitségével kimutathaté volt a nitratredukciot kovetd
fumarsav-akkumuléci6é (Kesserti és mtsai 2002). Az alkalmazott szukcindt mennyiségének
beallitasakor arra torekedtiink, hogy szénforras-limitacio ne alljon fent, ezért a redukcidhoz

biztosan elegenddé C:N=9:1 tomegaranyt allitottunk be.

3.10. Bioreaktorok II. muikodtetese

A reaktorok altalanos paramétereit a 8. tablazatban foglaltuk Ossze. A reaktorokra felmend
etanolt, szukcinatot, ecetsavat kiilonb6z6 C:N tOmegaranyokban tartalmaz6 influens NO3z™-N
A felmend oldatokat 0.05% CaClz—dal egészitettiik ki, hogy a gyongydk szerkezeti stabilitasa

hosszutavon biztositva legyen

A bioreaktorokat 25 °C-on, 36 napig lizemeltettiik, mely id6tartam alatt harom 12 napos
kisérleti periodust allitottunk be. A bedllitott periddusok sordan a felmend tapoldatok C:N
tomegaranyat a kezdeti 9:1-r61 eldszor 6:1-re, majd 3:1-re csokkentettiik. A reaktorokon az
influensek tartézkodasi idejét periddusonként csokkentettiik, hogy ki tudjuk mérni a
reaktorokra jellemz0 maximalis aktivitasokat, valamint hogy a C:N tomegarany és a
tartozkodasi idok (HRT) valtoztatdsanak egylittes hatdsat megvizsgaljuk az egyes

bioreaktorok esetében.

3.11. A pilot bioreaktor miikodtetése N,

A pilot bioreaktor legfontosabb paramé- l

tereit a 8. tablazatban foglaltuk Ossze. Az " en
00000000 Effluens

aktiv toltetet jelentd gyongyoket 4 db,

3. szint “—

egymastol egyenld tavolsdgra elhelyezett,

perforalt lemezre helyeztiik el (15. &bra). A —=» 2.szint

reaktorra felmeno oldat

1. szint «=—

nitrat-koncentracidja atlagosan 55 mg 17

NO3-N volt. Az 4ramlasi sebesség

bedllitdsanal arra torekedtiink, hogy az H
influensnek a bioreaktor teljes térfogatara Influens
vonatkoztatott tartozkodasi ideje atlagosan

15. abra

A pilot bioreaktor felépitése
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2.5 ora legyen. A szénforrasként hasznalt etanol mennyiségét ugy allitottuk be, hogy a
felmend tapoldatban a C:N tomegarany 3:1-nek, majd a kisérletek masodik felében 1.5:1-nek
feleljen meg. A koncentralt nitrat torzsoldatbdl (13%) és az etanol torzsoldatbol (10%)
perisztaltikus pumpaval juttattuk be megfeleld aranyban az oldatokat a reaktor el6tti influens
foaramba. A reaktorra alulrdl folfelé aramld influenst a gyongyok stabilitdsanak megtartasa
érdekében 0.05% CaClz-dal egészitettik ki. A reaktort 25 °C-on mikddtettik. A
denitrifikacio nitrat- és nitritredukcios 1épésének térbeli elkiiloniilésének nyomon kovetésére,
meghataroztuk a 3.1. pontban leirtak szerint. A 4. szintrdl lefoly6 effluens pH-jat, valamint a

reaktorrol 1ejovo Osszsejtszamot is meghataroztuk.

8. tablazat

A bioreaktorok legfontosabb paramétereinek 0sszefoglalasa

Bioreaktorok Bioreaktorok I. EtBlor:eaktorok Il. (KGY) Pilot bioreaktor

jellemzo6i anolos 4

J F KGY Ecetsavas Szukcinatos (KGY)
1(\(/:[;g)assag/ atmero 11/3 | 113 46/5 46/5 41/15
Reaktor teljes 50 50 700 700 4700
térfogata (cm®)
FRGY* terfogata | g 50 300 510 2900
(cm®)

F=feliileti hordozo KGY=kompozit gyongy

3.12. A HRT és a denitrifikdcios aktivitasok (kg NOz-N m nap™) kiszamitdsa

A HRT szamitasa soran minden esetben a bioreaktorok teljes térfogatat, mig a reaktorok
denitrifikacios aktivitasainak szamitdsakor a reaktorok belsejébe elhelyezett gyongyok
térfogatat vettiik figyelembe. Mindezt az indokolta, hogy a gyongyok képezték a bioreaktorok
aktiv toltetét. A denitrifikdcids aktivitdsokat a nemzetkozileg elfogadott a biokatalizator
(gydngybe immobilizalt baktériumok) egységnyi térfogata (1 m®) altal egységnyi idé (1 nap)

alatt elbontott NOs™-N kg mennyiségekben adtuk meg. Ennek szamitasi menete:

(influens N konc. — effluens N konc.) x aramlasi sebesség

gyongy térfogat
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3.13. A P. butanovora sejtek oxigén- oxigén elektrod
fogyasztasanak meghatarozasa A

influent

A sejtek oxigénfogyasztasnak meghatarozasahoz az Hluent
effluen

elozoekben leirt moédon, 5% nedves biomassza

tartalmi kompozit gyongyoket készitettiink. A Kompozit

gyongyok

mérési rendszert a 16. abra mutatja. A kisérleti

rendszerben a gyongyok ¢és a felettiik 1évd influens —

térfogati ardnya megfelelt a 4.7 literes bioreaktor elsé O []

szintjéig fennallo aranynak. Az immobilizalt sejtek magneses keverd

oxigénfelvételét batch lizemmodban €s folyamatosan 16. abra

dramlo influens mellett is meghatdroztuk. Az Az immobilizalt sejtek oxigén-

] . fogyasztasanak kimérésére szolgalo
influens minden esetben 50 mg It NO3™-N-t és etanol  perendezés

tartalmazott szénforrasként, 3:1 C:N tomegaranynak megfeleld6 mennyiségben. A batch
kisérlet soran a gyongyoket tartalmazd reakcidelegyet folyamatosan kevertettiik, hogy a
gyongyok belsejébe torténd oxigéndiffuziot eldsegitsiik.

Az influens folyamatos aramoltatdsa soran az elegyet nem kevertettiik, és az oxigén
elektrodot a gyongyok felett 1 cm-rel helyeztiik el, melynek horizontalis helyzetét
mérésrél-mérésre valtoztattuk. Az influens aramlasi sebessége megfelelt a bioreaktorra
felmend influens atlagos sebességének. Az 50 fliggetlen mérés sordn az elektrod behelyezése
utan 10 perccel jegyeztiik le az adatokat. Ezzel elkeriilhetd volt, hogy a denitrifikaci6 soran
felszabadult N2 gazbuborékok az elektrod felszinén oly mértékben Gsszegytljenek, hogy a

mérést zavarjak.

4. Denitrifikdacio magas so- és nitrat-koncentraciok mellett
4.1. A baktériumnovekedés sotoleranciajanak meghatdrozasa

50-50 ml DSM 1 tapoldatokban 0-to1 100 g 1"*-ig emelkedd NaCl koncentracidkat allitottunk
be, amelyekbe a vizsgalt baktériumok (P. aer. P. but. O. ant.) DSM 1 lemezen felnétt egyedi
telepeinek fiziologids sooldattal készitett szuszpenzidibol 100-100 pl-t inokuldltunk. 24 6ras
kevertetés utan (25 °C, 200 rpm) meghataroztuk az oldatok optikai denzitasat 600 nm-en. A
novekvd sokoncentracionak a sejtek novekedésére kifejtett gatld hatdsanak meghatdrozasakor

a sdmentes tapoldatban n6tt biomassza turbiditasi értékét vettiik 100%-nak.
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4.2. A denitrifikacio magas Na™ és NO3'-N koncentrdcio mellett

Az ioncseréld gyantak regeneraldsakor keletkezd effluens Osszetételére jellemzo, hogy nagy
koncentracioban tartalmazza a kivont ionokat, illetve a regeneralashoz hasznalt anion kation
parjat, jelen esetben a Na*-ot. A denitrifikacid sofliggésének vizsgalatakor két kiilonb6z6
natrium sé (NaCl, NaHCO3) illetve azok megfeleld aranyt elegyének hatasat vizsgaltuk két
kiilonb6z6 koncentracid-tartomanyban.

altalanosan, amelyben a Na' ion koncentracidja 0.86 M. Ennek megfelel6en a tesztoldatok
NaCl, NaHCOzg, illetve a NaCl + NaHCO3 mennyiségét tigy hataroztuk meg, hogy az oldatok
Na" ion koncentracioja 0.86 és 0.43 M legyen. A 10-10 ml térfogatt tipoldatok (pH 7)
élésejtszamat 108 mlt-re allitottuk be, és 25 °C-on 7 napig inkubaltuk &ket anaerosztatban. A
6:1 C:N tomegaranynak megfelelden vélasztottuk meg, hogy szénforras-limitaci6 semmiképp

se kovetkezzen be.

4.3. A nitrat-, nitritredukcio pH-fiiggésének meghatarozasa

A razatott (200 rpm, 25 °C) DSM 1 tapoldatban

pH elektrod
A

felszaporitott P. but. sejteket a 3.9. pontban leirtaknak

megfeleléen kompozit gélbe zartuk (200 ml 5% nedves

biomasszat tartalmazd kompozit gyongyok). Az HCI, NaOH

Mintavétel
immobilizalt baktériumok kiilonb6z6 pH értékek N,

melletti nitrat-, nitritredukcids aktivitasat a 17. abran Kompozit

gyongyok

lathatd kisérleti elrendezésben hatdroztuk meg.

Nitrogén gaz bearamoltatisa mellett a tapoldatot a
kisérlet végéig kevertettiik. A pH elektrod segitségével o [
folyamatosan meértiik a tapoldat kémhatisat. A magneses keverd
vizsgalandd6 pH érték megtartdsa érdekében, a 17. abra

tapoldathoz 0.1 M-os HCl-ot, illetve 0.1 M-0s A pH hatiasdnak kimérése az
) . ) immobilizalt sejtek denitrifikacios

NaOH-ot adtunk. A tapoldat dsszetétele: 0.04 ¢ KNOs,  ,ytivitasara

10 g Na-szukcinat, 1000 ml H2O. A nitrat- és

nitritredukcid hatékonysagat az inkubacids id6 (70 perc) végére bekdvetkezett nitrat- €s

nitrit-koncentraci6 valtozas szazalékaban adtuk meg. A szamitds soran a kiindulasi
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nitrat-koncentraciot, illetve a redukcido soran keletkezett nitritmaximumot tekintettiik a

kiindulasi mennyiségeknek.

4.4. A magas nitrat- és sokoncentrdacio mellett miikodo bioreaktorok

A 200 ml térfogatt, 1% nedves biomasszat tartalmazé kompozit gyongyoket oszlopokba
toltottiik, amelyek atmérdje 3.5 cm, magassaga 100 cm, teljes térfogatuk 900 cm® volt. A
reaktorokat fed batch iizemmoddban miukodtettik 0gy, hogy a gydngytérfogat
haromszorosanak megfeleld mennyiségli (600 ml) kezelendd nitratos oldatot helyeztiink
rajuk, amelyet az inkubécios id6 alatt naponta perisztaltikus pumpak segitségével teljes
térfogatdban megkevertetiink. A kezelendd oldat NaCl koncentraciéja 50 g 1%, és NOz-N
tartalma 0.45 g I'! volt. A denitrifikacidhoz felhasznalando szerves szénforrasnak az ecetsavat
valasztottuk, amelynek mennyiségét 4:1 és 2:1 C:N tomegaranynak megfelelden valasztottuk

meg.

5. Aromas anyagok és a nitrat kometabolizmusa
5.1. Szalicilat mennyiségének mérése

A szalicilat spektrumat 190-400 nm-es tartomanyban vettiikk fel, és harom, jol elkiiloniild
elnyelési maximum volt kimutathatd 205, 230 és 297 nm-en. A mintak elnyelését 297 nm-en
mértiik 20x higitasban, mivel ezen a hullamhosszon zavar legkevésbé a mintak nitrattartalma,

amelynek 210 nm-en van elnyelési maximuma.

5.2. A szalicilathidroxilaz aktivitasanak mérése

A 2 mM Na-szalicilatot tartalmazé DSM 1 tapoldatban razatva (200 rpm, 25 °C, 24 6ra)
szaporitott sejtek centrifugalasat (1200 g 15 perc) kovetden a sejtfeltaras és enzimpreparalas
lépései megegyeztek a Method in Enzimology Vol LIlI-ban leirtakkal (115 oldal).

A 0.3 ml enzimpreparatumhoz 2.6 ml foszfat puffert (pH 7.6), majd 8.8 pul NADH-t és 1 pl
FAD-ot adtunk. 10 perc inkubalas utan az igy kapott elegyre nullaztuk a miiszert, majd 0.1 ml
4 mM-os Na-szalicilat oldat hozzaadaséaval inditottuk el a reakciot. Ezt kovetden 296 nm-en

mértiik az abszorbanciacsokkenést.
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5.3. Katekol-2,3-dioxigendz enzim aktivitasanak mérése

A 2 mM Na-szalicilatot tartalmazé DSM 1 tapoldatban razatva (200 rpm, 25 °C, 24 6ra)
szaporitott sejtek centrifugalasat (1200 g 15 perc) kovetden a sejtfeltaras és enzimpreparalas
1épései megegyeztek a Nozaki és mtsai altal leirt modszerrel (1963).

Enzimaktivitds mérése: 4 ml 0ssztérfogati kvarckiivettdban 2.7 ml desztillalt vizet, 0.3 ml
0.05 M-os foszfat puffert (pH 7.5), 0.1 ml enzimpreparatumot és 20 ul frissen készitett 0.01
M-os katekol oldatot elegyitve, 375 nm-en mért OD valtozasbdl szamitottuk az aktivitast.

A katekol-2,3-dioxigenaz gatlasa: az enzimpreparatumhoz H202-ot adtunk, hogy a reakcio-
elegyben koncentracidja 0.5 mM legyen. 30 perc utan a még el nem bomlott peroxidot katalaz
enzim hozzdadasaval semlegesitettilk. A katekolt mint szubsztratot ezutan adtuk a
rendszerhez. A katekol-2,3-dioxigenaz peroxiddal irreverzibilisen gatolhatdé. Amennyiben a
katekol hozzaadasa utan 260 nm-en nem detektalhato OD novekedés, az azt jelenti, hogy az
adott sejtvonal nem rendelkezik katekol-1,2-dioxigenazzal. A katekol-1,2-dioxigenaz nem

gatolhat¢ irreverzibilisen peroxiddal (Nakazawa és mtsai 1973).

5.4. A nitrat-szalicilat kometabolizmus mérése kemosztatban

A nitrat-szalicilat kometabolizmus vizsgalatit a New Brunswick III tipust 2 literes
fermentorban, mint kemosztat rendszerben végeztik el. Ennek segitségével a kisérleti
paraméterek (hédmérséklet 25 °C, oldott oxigén szint, kevertetés: 50 rpm, pH 7) jol
kontrollalhatéak és mérhetoek voltak. A 7 napos kisérleti periodusok soran naponta 20-20 ml
mintat vettiink a tapoldatbol, amely 5 mM Na-szalicilatot és 8 mM NOs-N-t tartalmazott
valamint a szalicilat hidroxilaz, tovabba a katekol-2,3-dioxigenaz aktivitasat és 600 nm-en
turbiditast hataroztunk meg.

A tapoldat oxigénszintjét kezdetben 100%-os telitettségnek allitottuk be, ami egy 25 °C-0s
oldat esetében 8 mM oldott oxigén koncentracidt jelent. A tdpoldat inokuldldsa utdn tovabbi
oxigén rendszerbe tOrténd bejutdsat megakadalyoztuk. Ennek koszonhetéen a kisérlet
inditasatol szamitott 6-8 ora elteltével az oldott oxigén szintje az oldatban nulldra esett vissza.
A nitrat- és nitritredukcié zavartalan miikodése is alatdmasztotta az anaerob viszonyok
kialakulasat.

A kemosztat inokulalasdhoz 100-ad térfogatnyi, az ott alkalmazott tdpoldat dsszetételével

megegyez0 tapoldatban (allo tenyészet, 25 °C) 72 oran keresztiil szaporitott P. butanovora
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sejteket hasznaltunk. Az inokuldlas utan a kemosztat tapoldatanak kiindulasi éldsejtszama

atlagosan 10° mI volt.

3.5. Foszfat-és szulfationok hatasa a szalicilat kometabolizmusra

A 2 mM Na-szalicilatot tartalmazé DSM 1 tépoldatban razatva (200 rpm, 25 °C, 24 ora)
szaporitott sejtek centrifugalasat (1200 g 15 perc), majd a pellet fiziologids sdoldattal torténd
mosasat kovetéen, a sejteket 20-20 ml 5 mM Na-szalicilatot tartalmazo DSM 457-es
tapoldatokba inokulaltuk, ugy hogy az oldatok élésejtszama 108 ml™ legyen. A 1égmentesen
zarhato szintillacidos tlivegekben 1évo 20 ml térfogati oldatok oxigén-mentesitésének
érdekében a tapoldatokhoz minden esetben Na2SOs-ot adtunk (0.1 g Na2SO3z 1000 ml oldat).
Az anaerob, stacinoer allapotu sejteket tartalmazd oldatokhoz a szalicildt mennyiség teljes
eloxidalasdhoz elegendd molaris oxigénmennyiség kétszeresét tartalmazd szulfatot, foszfatot
és nitratot adtunk (1 g KNOs, 0.08 KoHPO4, 0.04 KH2PO4, 1.65 MgSO4 1000 ml oldathoz). A
7 napos inkubacids id6 elteltével, fotométer segitségével (5.1. pont) mértiik a szalicilat

mennyiségének csokkenését.

5.6. A nehézfemionok hatasa a novekedésre, a denitrifikdaciora, a szalicilat bontasra

A nehézfémionokkal szembeni tolerancia-vizsgalatot kiilonb6z6 nehézfémsokat kiilonboz6
koncentracioban tartalmazdo DSM 1 lemezeken végeztiik el Nieto és mtsai leirdsa (1989)
alapjan. Az alabbi nehézfémsok novekedésre, szalicilat bontd képességre €s denitrifikciora
kifejtett hatasat vizsgaltuk: Cd?* ((Cd(CHsCOO0).x2H20); Cu?* (CuClx2H20); Ni?
(NiCl2x6H20); Pb?* (Pb(NQ3)2); Zn?* (ZnSOsx7H20) és Hg?* (HgCly).

A taptalajok leoltdsa utdn 25 °C-on 3 napig inkubaltuk a lemezeket és a telepek
megjelenése, vagy a novekedés elmaradasa egyértelmii kovetkezménye volt az adott ion gatlo
hatasanak. Minden baktérium toleransnak tekinthetd az adott fémionnal szemben, ha a Cd?",
Cu?*, Ni?*, Pb?*, a Zn?* 1 mM és a Hg?* 0.1 mM feletti koncentraciojii oldataiban névekedni
képes (Nieto és mtsai 1989).

A teljes denitrifikaciot kovetd Na-termelés vizsgalatat 0.2 g 11 NO3s™-N tartalmt DSM 1
tapoldatokban vizsgaltuk, amelyek nehézfémion-koncentracioja 0.005 mM-t6l a novekedés-
gatlast eredményezé koncentracidig valtozott. A tesztoldatok inokulalasa (108 sejt mI™) utan
72 6ran at inkubdltuk Oket 25 °C-on, anaerob boxban. A teljes denitrifikaciot a Durham

csovekben megjelent nitrogéngédz-buborékok jelezték (Franzman és mtsai 1987).
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A nehézfémionok szalicildtbontasra gyakorolt hatdsit a DSM 1 oldat Osszetevdit
tizedakkora koncentracioban tartalmazo (0.5 g pepton, 0.3 g huskivonat, 1000 ml H>O)
mM-nak valasztottuk. A tapoldatok és a taptalajok fémion-koncentracidja 0.005 mM-tol a
novekedés gatlast eredményezd koncentracioig nétt. A szalicilat katekolon keresztiil torténd
teljes lebontdsanak jeleként megjelend sargaszini intermediert is detektaltuk, és megadtuk

azokat a fémion-koncentraciokat, ahol az még mérheto volt.

6. Felhasznalt eszk6zok, berendezések listaja

New Brunswick fermentorok, 2 1 és 80 [ Pilot Plant
Gynkotek 480 gradiens pumpa

Gynkotek UV-D 160 detektor

Shodex Refraktiv Index detektor

Chromeleon 3.14 D shoftware

Bactron Anaerobic Chamber, anaerob boksz
Gilson, minipuls 3 perisztaltikus pumpéak

Watson Marlow 701 S perisztaltikus pumpa

7. Alkalmazott statisztikai modszerek

Az eredmények statisztikai analiziséhez Student t tesztet hasznaltunk és szignifikansnak

tekintettiik a valtozasokat, ha a P értéke kisebb volt, mint 0.05.
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[ Bioreaktorok I. ]
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e A HRT denitrifikaciora kifejtett hatasanak
vizsgalata
e Optimalis C:N tomegarany meghatarozasa

e Idealis szénforras kivalasztasa

J L
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Pilot bioreaktor
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e A pilot bioreaktor stabil miikddésének vizsgalata 3:1 és
1.5:1 C:N tomegaranyok mellett
e A denitrifikacios lépések elkiiloniilésének vizsgalata

e A szerves szénforras hasznositasanak vizsgalata

18. abra
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A denitrifikdlo bioreaktor kifejlesztése soran elvégzett kisérleteket, illetve azok iddrendi

sorrendjét mutatja a 18. abra.

1.1. Denitrifikalo baktériumok izoldldsa

A kiilonboz6 szerves szennyezd anyagokat nagy koncentracidoban tartalmazd, volt katonai
reptérrdl szarmazo talajminta mikrobiologiai analizise sordn a telepmorfoldgiai kiilonbségek
alapjan 14 féle baktériumot sikertlt elkiiloniteniink. Ezek mindegyike esetében elvégeztiik a
nitrat-, illetve nitritredukcios tesztet. Az egyes baktériumok esetében az inkubécio utan kimért

nitrat-, és nitritszinteket a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze

9. tablazat

A baktériumok nitrat-, és nitritredukciojanak bemutatasa

Nitrat Nitrit Nitrdt Nitrit
koncentracid koncentracid
Torzsek , , Koncentracié | Torzsek , , Koncentracio
valtozas valtozas
(mg 1) (mg Iy (mg I") (mg IV
PSH 50 — 46 * NNT 50 —» 20 35
AFA 50 — 45 * PSM 50 — 0.7 0
ACI 50 — 46 * BMY 50 - 4.8 18
BBA 50 — 46 * NF 50 - 3,1 21
RHO 50 — 4.7 20 RSZ 50 — 45 *
NA 50 —» 12 42 RK 50 — 45 2
FNN 50 — 50 * NAF 50 > 0.6 ¢

* képz6dott nitrit nem volt kimutathatd

24 o6rés inkubécio utdn a PSH, AFA, ACI, BBA, RSZ, RK jeli torzsek estében lényeges
valtozas nem volt kimutathatdé: a nitrat szintje nem csokkent szamottevéen, nitrit
akkumulaciot pedig szintén nem tudtunk kimutatni. Az NNT torzs esetében csak részeleges,
az RHO, BMY, NF torzsek esetében pedig majdnem teljes nitratredukcid6 ment végbe, de
teljes nitritredukcié nem zajlott le egyetlen esetben sem, annak ellenére, hogy a mérést
kovetden tovabbi 48 orat inkubaltuk a baktériumokat tartalmazo oldatokat. Az NA 24 6ra alatt

részleges nitrat redukciot vitt végbe, mikdzben nagy mennyiségl nitrit akkumulalodott, az
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FNN jelii baktérium esetében a 24 6ras inkubacid utan még nem indult meg a nitratredukcio,
am tovabbi 48 6ra utan egyik torzs tapoldatdban sem volt nitrat vagy nitrit ion kimutathatd. 24
ora alatt két torzs mutatott teljes nitrat- és nitritredukciot, ezek pedig a PSM és NAF jeli
izolatumok. A tOérzsmeghatarozas soran a PSM jelii izolatum Pseudomonas stutzeri-nek, a
NAF jelt izolatum pedig Pseudomonas butanovora-nak bizonyult. A P. stutzeri
denitrifikaciojarél szamos adat all rendelkezésre szakirodalomban, mig a P. butanovora
esetében erre vonatkozd munka a mai napig nem késziilt. A szénhidrogénekkel szennyezett
talajbol izolalt baktériumok koziil ezért az utdbbit valasztottuk ki, hogy nitrat- és nitrit-

redukcidjat, illetve denitrifikécios hatékonysagat részletesebben jellemzziik.

1.2. A bioreaktorok (1.) aktivitasainak vizsgalata.

A P. butanovora denitrifikacios aktivitasanak vizsgalata soran a szintén a szennyezett talajbol
izolalt P. stutzeri, a referencia torzsként szolgald denitrifikacios etalon a P. denitrificans DSM
1650, és az altalunk korabban izolalt, de ezen tulajdonsagara még nem vizsgalt O. anthropi
immobilizalt sejteket tartalmazo bioreaktorok denitrifikdciés hatékonysagat hasonlitottuk
Ossze. A denitrifikalé baktériumok miikddésének szabadsejtes, batch rendszerben torténd
vizsgalata az izolatumok reaktorokban kifejtett aktivitasairdl 1ényegi informaciot nem ad,
ezért a sejtek hatékonysagat a kezdetektdl fogva reaktorok belsejébe rogzitve hataroztuk meg.

Az immobilizalas sordn feliileti rogzitést (asvanyi zeolit, inocseréld gyanta) és kompozit
gélmatrix belsejébe torténd rogzitést alkalmaztunk. A feliileti hordozdk esetében

meghataroztuk azok nitrat és baktérium kotd képességét.

1.2.1. A feliileti hordozok nitrat kétésének vizsgalata.

A feliileti hordozora 24 6ran keresztiil feljutatott influens nitrattartalmabdl 1 g zeolit atlagban
340 ng NO3™-N-t kotott meg, mig 1 g gyanta atlagban csak 50 pg-ot. A kapott eredményeket
csak az asvanyi zeolit inhomogenitasaval tudjuk magyarazni. A tiszta zeolit kémiali
Osszetételének koszonhetden mint erds kationcseréld ismert, igy a negativ toltésli nitrat ionok

részleges kotése csak az dsvanyban talalhat6 kiilonféle szennyezd anyagok hatasanak tudhato

be.
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1.2.2. A baktériumok kikétodésének vizsgalata, és a biofilmek denitirifikacios aktivitasai

A hordozok felszinén kotott biomassza mennyiségével aranyosan mért fehérje mennyiségek

alapjan elmondhat6, hogy a biofilm képzés szempontjabdl mind harom baktérium esetében a

gyanta jobb feliileti hordozonak bizonyult a zeolithoz képest (19. abra).

Biomassza a biofilmben

(mg fehérje g* toltet)

Redukalt mg NO3™-N g™ téltet nap™

Az egyes baktériumok biofilm képzésének

0,2 r

0,15 |

01 r

0,05 |

bemutatasa
@ Zeolit

O Gyanta

P.but. O.ant. P.den.

Baktérium torzsek

19. abra

A biofilmek denitrifikacios aktivitasai

1,8
1,6
1.4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

@ Zeolit
O Gyanta

P.but. O.ant. P.den.

Baktérium torzsek

20. abra
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Annak ellenére, hogy az ioncserélé gyantan minden esetben nagyobb volt a kialakult biofilm
mennyisége a zeolitos rendszerek rendre nagyobb denitrifikdcios aktivitast mutattak (20.
abra).

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a feliileti hordozok esetén alkalmazott biofilm-
telepitési modszer a bemutatott baktériumok estében hatasosnak bizonyult, és az igy kapott
biofilmek denitirifkacios aktivitast mutattak batch kisérleti korilmények kozott. A P. stutzeri
baktérium gyors aggregatumképzése nem tette lehetévé egyenletes biofilm kialakitasat, ezért

ebben az esetben csak a kompozit gélbe zart sejtek aktivitasat vizsgaltuk.

1.2.3. A P. butanovora bioreaktorok (I.) aktivitasanak bemutatdsa

A vizsgalt kisérleti periodus alatt a zeolit toltetli (Z) bioreaktor nagyobb kezdeti aktivitassal
birt, mint a gyanta (GY) feliiletére immobilizalt sejteket tartalmazo, annak ellenére, hogy a
kisérletek soran kimutattuk, hogy az emlitett térzs is a gyanta feliiletén hozott 1étre nagyobb
mennyiségli biofilmet (19. abra). Mindez azonban jo egyezést mutat a batch rendszerekben
kimért denitrifikacios aktivitasokkal, miszerint a zeolit €s a rajta kialakult biofilm egyiittesen
nagyobb nitrateliminaciot eredményezett. A 12. napra viszont a zeolitos reaktor aktivitasa is
minimalisnak mutatkozott. A fokozatos aktivitasvesztés a sejtek feliiletrdl torténd folyamatos
levéalasaval magyardzhat6 (shear stress), a 3.6 oras tartozkodasi id6 ellenére. Az utobbi két
reaktor-elrendezéshez képest -érthetd6 modon- sokkal nagyobb aktivitassal miikodott a
kompozit gyongyds (Kgy) reaktor, amely esetében a hordozok feliiletén kialakult biofilmek
mennyiségéhez képest joval nagyobb mennyiségli baktériumot zartunk a gél belsejébe (21.
abra). A nagy mennyiségli immobilizadlt biomassza ellenére jelentds sejt effluxot nem
tapasztaltunk sem a kezdeti 2.5 6rés, sem pedig a 1.25 6ras tartézkodasi 1d6 (HRT) esetén.
Mivel a Kgy reaktor az adott aramlasi sebesség mellett még nem érte el maximalis aktivitasat,
az aramlasi sebességet a dupldjara emeltik (HRT=1.25). A kompozit gélmatrix belsejébe
immobilizalt sejtek esetében a megndvelt aramlasi sebesség nem lépett fel stressz hatasként

(shear stress), a biokatalizator nem mosodott ki a reaktorbol.
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A P. butanovora denitrifikacois aktivitasa
kildnbdz6 reaktor tipusokban
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1d6 (nap)
21. abra

1.2.4. A P. denitrificans bioreaktorok (I.) aktivitasanak bemutatasa

A P. butanovora-hoz hasonldan a feliileten rogzitett sejteket tartalmazd reaktorok koziil a
zeolitos reaktor miikddott nagyobb aktivitdssal, és azt kisebb-nagyobb ingadozasokkal, de a
12. napig meg is tartotta (22. dbra). A Z reaktor kiegyensulyozottabb miikddése ellentmond a
biofilmképzési vizsgalatoknak, miszerint a P. denitrificans is a gyantara kolonizalt jobban. A
kompozit gélbe immobilizalt baktériumokat tartalmazd rendszer a kezdeti szakasz utdn a

masik két reaktorhoz képest mintegy 6tszords aktivitast mutatott.

A P. denitrificans denitrifikacids aktivitasa
kUlonboz6 reaktor tipusokban

Denitrifikaciés aktivitas
(kg NOz-N m™ nap™)

P.den. GY.
P.den. Z.

Id6 (nap)

22. abra
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1.2.5. A kompozit gyongyds bioreaktorok (I.) 6sszehasonlitasa

Az O. anthropi Kgy reaktor aktivitasa a 12. napra sem érte el a masik két baktérium kompozit
gyongy0s reaktorainak aktivitasat, a hordozok feliiletére immobilizalt sejteket tartalmazo
reaktorinak aktivitasa pedig messze alulmaradt még a Kgy reaktora esetében tapasztaltakhoz
képest is. A P. denitirificans és a P. butanovora reaktorok aktivitasa kozott a 9. naptol
lényeges kiilonbség nem volt kimutathatd (23. dbra). A két reaktor miikddése kozti egyediili
eltérés csak a kibocsatott nitritszintek alapjan volt kimérhet6 (24. abra).

A P. denitirificans reaktor esetében a NO2-N kibocsatas atlagosan 0.03 kg m™ nap™, mig
ugyanezen érték a P. butanovora esetében 0.003 kg NO2-N reaktor m= nap™ volt. A nitrit-
effluxban kimutatott egy nagysagrendnyi kiilonbség alapjan a P. butanovora jobb

denitrifikalonak bizonyult.

Az O. ant. P.den és a P. but. baktériumok
denitrifikacios aktivitasanak 6sszehasonlitasa

Denitrifikacios aktivitas
(kg NO3-N m™ nap™)

Id6 (nap)
23. abra

1.2.6. A P. butanovora és a P. stutzeri Kgy bioreaktorok (I.) 6sszehasonlitasa.

Az els6é 12 napos kisérleti periodusban a 2.5 6ras tartozkodasi idok mellett kozel azonos
denitrifikacios aktivitdsokat mutatott a két reaktor, €s a nitradtmentes effluens alacsony nitrit-
szintje arra engedett kovetkeztetni, hogy a reaktorok maximalis aktivitisukat még nem érték
el. Ezért a felmend tapoldat aramlasi sebességét a 13. napon mindkét reaktornal az addigi 20
ml 6ral-rél duplajara emeltiik, hogy ki tudjuk mérni azok valds kapacitasat. A megemelt
aramlasi sebesség (HRT=1.25 ora) mellett 7 napon keresztiil vizsgaltuk a reaktorok

viselkedését. A kovetkezd aktivitasi adatokat kaptuk: P. stutzeri Kgy reaktor denitrifikacios
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aktivitasa 0.57 + 0.07 kg NOs™-N reaktor m= nap™, a P. butanovora Kgy reaktor esetében
pedig 0.66 £ 0.02 kg NO3™-N reaktor m™ nap™.

A P. den. és a P. but. Kgy. reaktorok denitrifikacios
aktivitasai és az effluens NO, -N tartalma

—— P.derA— P.but. Denitrifikacios
aktivitas—O— —O0—
0,6 r 10,2
j‘.ﬁ 05 A
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x C 2\ ) o .
© o 04 S~
:8 g z g
3) =
s z ./A‘AYA O < o
c o 02} & QL X
O X (0]
o >~ Q 40,056 ¥
0,1
0
Id6 (nap)
24. abra

1.2.7. A bioreaktorok (1.) részeredményeinek osszefoglalasa

A zeolit feliiletén rogzitett sejteket tartalmazo reaktorok minden egyes baktérium esetében
nagyobb aktivitassal mikodtek, mint a gyantat tartalmazok. A feliileti biomassza
denitrifikdcos aktivitasa azonban egyetlen esetben sem kozelitette meg a kompozit gyongyods
rendszerekben mért értéket. Az influens aramlasabol adoddan a sejtlemosddas is oly mértékil
volt ezekben az esetekben, hogy a reaktorok hosszu tavi miitkddtetését lehetetlenné tette.

A reaktorok effluenseinek pH-ja 7-rél 7.97-re is emelkedett fiiggetleniil az alkalmazott
baktériumtol €s a reaktor tipusatol.
A stabilan miikodé kompozit gyongyos reaktorok esetében a kimért aktivitasok alapjan az
alabbi rangsort tudtuk felallitani. Az O. anthropi-t tartalmazé bioreaktor rendelkezett a
legalacsonyabb aktivitassal. A P. denitrificans-t tartalmaz6 reaktor esetében mért magas
denitrifikacios aktivitds mellett viszonylag nagy nitrit efflux volt kimérhetd. A két legaktivabb
baktériumnak a P. stutzeri ¢és a P. butanovora adodott. Az aramlasi sebesség megemelése utan

azonban csak az utobbi baktérium esetében novekedett a denitrifikacids aktivitas. Az
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eredmények alapjan a P. butanovora minden tekintetben hatékonyabb denitrifikalonak

bizonyult, mint a tobbi vizsgalt baktérium.

1.3. Bioreaktorok (Il.) mitkodtetese

A kovetkez6 munkafazis sordn a vizsgalt baktériumok koziil a denitrifikacios aktivitds
szempontjabol leghatékonyabbnak bizonyult, kompozit gélmatrix belsejébe immobilizalt P.
butanovora-t tartalmazé reaktorok 1éptéknovelését végeztiik el. A reaktorméretek kozel
tizszeresére torténd emelése mellett megvizsgaltuk, hogy az influens dramlasi sebességének
novelése hogyan hat a reaktorok aktivitdsara. A denitrifikdciohoz sziikséges redukald erd
biztositdsahoz a tovabbiakban szukcinatot, ecetsavat és etanolt hasznaltuk. A szukcinat
laboratériumi méretek kozott miikodtetett denitrifikdld bioreaktorok esetében megfeleld
szénforras, figyelembe véve azonban a nitrat jelenléte mellett lejatszodod anyagceseréjét (lasd
anyagok ¢és moddszerek), pilot vagy ipari méretekben torténd alkalmazdsa mar koltséges lehet.
Ezért célszerlinek tartottuk, hogy a denitrifikdcio esetében mar ipari méretekben is
hatasat vizsgaljuk, illetve hogy a tobblépcsds redukcios folyamat teljes lejatszodasahoz
szlikséges szénforrasok optimalis mennyiségét is megallapitsuk.

A bioreaktorok (II) miikodtetése soran a fent emlitett paraméterek vizsgalatan tal,
fontosnak tartottuk a rendszerek hatarértékeinek, terhelhetdségének meghatarozasat. Nem
volt célunk azonban, mivel ez a 1épés még a bioraktor-fejlesztés munkafazisdhoz tartozott
(18. abra), hogy a reaktorok valtozatlan koriilmények kozotti, hosszi tdvi mikodtetésiik
soran kialakulé aktivitdsait meghatarozzuk. Ez magyarazza a viszonylag rovid kisérleti
periodusokat, és hogy a HRT és a C:N ardnyok egylittes valtoztatdsdnak hatasat vizsgaltuk.
Az igy kapott eredményeket a késObbiekben tesztelt pilot reaktor esetében alkalmaztuk, mint

vezérlési paramétereket.

1.3.1. Denitrifikdcios aktivitasok 9:1-es C:N arany mellett

Az elsé kisérleti periodus soran a bioreaktorokat magas, 9:1-es C:N tomegarany mellett
mikddtettilk, hogy az immobilizalt sejtek szadmara a sziikségesnél nagyobb redukalo erdt
biztositsunk, igy szerves szénforras-limitacido nem allt fent. Ebben az esetben a bioreaktorok
aktvitasai kozotti kiilonbség csak az egyes szénforrasok hatékonysaganak kiilonbozéségébol
eredhetett. A periddus sordn a reaktorok denitrifikdcios aktivitdsa minden esetben nétt (25.

abra). Az egyedi mérési pontokra fektetett egyenesek meredekségét figyelembe véve
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elmondhato, hogy a szukcinatos és az etanolos bioreaktorok, és a szukcinatos €s az ecetsavas
bioreaktorok aktivitdsa kozott szignifikdns kiilonbség volt (10. tablazat). Ezzel szemben az
ecetsavas ¢és etanolos reaktorok aktivitasi pontjaira fektetett egyenesek meredeksége kozott
nem volt szignifikans kiilonbség. A szukcinatos reaktor esetében a periddus végén mért
denitrifikacios aktivitds mintegy feleakkora volt, mint amely aktivitas-értékek a masik két

szénforrassal miikodtetett reaktor esetében volt kimérhetd (10. tablazat).

Denitrifikacios aktivitasok kilonboz6 szénforrasok és 9:1-es
C:N tdmegarany mellett

Etanol (a) Szukcinat (b) Ecetsav (c)

Denitrifikacios aktivitas
(kg NOz-N m™ nap™)

2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
Id6 (nap)
25. abra

10. tablazat
A bioreaktorok aktivitasanak alakulasa a HRT és a kiilonb6z6 szénforrasok hatasara 9:1 C:N

tomegarany mellett.

HRT Denitrifikacios aktivitas Aktivitasi
Szénforras (6ra) (kg NO3-N m™® nap™) egyenesek meredeksége
Max. Min.
Szukcinat 3.14+0.25 0.48 0.15 0.0263
Etanol 4.58 +1.59 0.73 0.16 0.0524
Ecetsav 4.81+£1.05 0.73 0.13 0.0513

Az egyes szubsztratok mennyiségének szazalékos csokkenése azt mutatja, hogy az
alkalmazott szénforrasok a sziikséges mennyiséghez képest feleslegben voltak jelen (11.
tablazat). Az egyes szénforrasok esetében kimért C:N tomegaranyokat a 11. tablazatban

foglaltuk 6ssze.
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11. tablazat

A bioreaktorokban kimért szazalékos szénforras fogyasok és a kisérletesen meghatarozott C:N tomeg-

aranyok.
Szénforrds Szubsztratfogyas Elbontott szénforras Meghatarozott
% (mg I C:N témegarany
Szukcinat 12.56 £4.90 60.15 + 14.80 1.78 £0.23
Etanol 9.53 £0.68 51.68 £4.74 0.92+0.35
Ecetsav 11.28 + 3,18 76.31+4.72 1.77+0.15

1.3.2. Denitrifikacios aktivitasok 6:1-es C:N arany mellett

A masodik 12 napos periddus soran a C:N tomegaranyt 6:1-re csokkentettiik, mig az aramlasi

sebességet megnoveltiik. A rendelkezésre allo szerves szénforrds mennyiségének csokkentése

ellenére az aktivitasok minden esetben fokozatosan emelkedtek (26. abra).

A 9:l-es C:N arany mellett mértekhez hasonléan az etanol és az ecetsav nagyobb

hatékonysagu denitrifikaciot eredményezett. A szukcinatos reaktor ismét alacsonyabb szinta

aktivitast mutatott. Az emelkedd denitrifikacios aktivitasok szoros Osszefiiggést mutattak az

egyre rovidiilé tartozkodasi idokkel. Az alacsonyabb HRT-k (2.12-2.6 6ra) nem okoztak

aktivitasvesztést.

Denitrifikacios aktivitasok kilonb6z6 szénforrasok és 6:1 C:N

Etanol (a)

tomegarany mellett

Szukcinat (b)

Ecetsav (c)

Denitrifikacios aktivitas
(kg NO3-N m™ nap™)

2 4 6 8 10 12

2 4 6 8 10 12

id6 (nap)
26. abra

2 4 6 8 10 12
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12. tablazat
A bioreaktorok aktivitasanak alakuldasa a HRT és a kiillonboz6 szénforrasok hatasara 6:1 C:N

tomegarany mellett.

Denitrifikacios aktivitas Aktivitasi
Szénforras HRT (kg NOs-N m™® nap?) egyenesek meredeksége
(6ra) Max. Min.
Szukcinat 2.12+0.57 1.17 0.49 0.0521
Etanol 2.57+0.87 1.63 0.77 0.0697
Ecetsav 2.66 +0.96 1.56 0.58 0.0778

A mérési adatok szerint a legmagasabb denitrifikacids aktivitas (1.63 kg NOz-N m=nap™)
az ectanol esetében volt kimutathatd (12. tablazat). A szukcinatos reaktor ismét alacsonyabb
aktivitasi értékeket mutatott, mint a masik két bioreaktor. A masodik periédusban kisérletesen
meghatarozott C:N ardnyok jo egyezést mutattak a magasabb kiindulasi C:N tomegaranyok
esetén mértekkel (13. tablazat).

13. tablazat

A bioreaktorokban kimért szazalékos szénforras fogyasok és a kisérletesen meghatarozott C:N tomeg-

aranyok.
. . Szubsztratfogyas Elbontott szénforras Meghatarozott
Szénforras
% (mg 1) C:N tomegarany
Szukcinat 36.19 £ 14.54 67.6 £6.94 1.78 £0.38
Etanol 19.53 £ 11.70 58.79 £19.62 1.01 +£0.21
Ecetsav 29.67 £ 10,13 72.13 £15.56 1.63 £0.65

1.3.3. Denitrifikacios aktivitasok 3:1-es C:N arany mellett

Az utols6 12 nap soran a C:N aranyt 3:1-re, a HRT-t pedig 1.5-1.8 orara csokkentettiik. A
valtozasok denitrifikacios aktivitdsokra gyakorolt egyiittes hatdsat mutatja be a 27. abra. A
periddus végére az etanolos és a szukcinatos reaktorok esetében a kezdeti aktivitasoknak
kevesebb, mint a felét lehetett visszamérni. Az etanolos reaktor esetében mért legmagasabb
aktivitas (1.63 kg NOs™-N m=nap?) a kisérleti periodus 12. napjara 0.56 kg NOs™-N m=nap™
értékre esett vissza, ami 65%-o0s aktivitasvesztést jelent. Az ecetsavas reaktor viszont csak
26%-at vesztette el a kezdeti, és egyben legnagyobb aktivitasanak (1.43 kg NO3s-N m= nap™
— 1.06 kg NO3-N m=nap™). Az eredményeket a 14-15. tiblazatban foglaltuk dssze.
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Denitrifikacios aktivitas
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A bioreaktorok aktivitasanak alakulasa a HRT és a kiilonb6z6 szénforrasok hatasara 3:1 C:N

tomegarany mellett.

Denitrifikacios aktivitas

Aktivitasi

Szénforras HRT (kg NO3-N m= nap™) Egyenesek meredeksége
(6ra) Max. Min.
Szukcinat 1.51+£0.13 1.01 0.39 -0.0330
Etanol 1.59 £0.26 1.62 0.56 -0.0348
Ecetsav 1.82 £0.32 1.43 0.70 -0.0154

15. tablazat

A bioreaktorokban kimért szazalékos szénforras fogyasok és a kisérletesen meghatarozott C:N tomeg-

aranyok.
Szénforras Szubsztratfogyas Elbontott szénforras Meghatarozott
% (mg 1) C:N tomegarany
Szukcinat 55.19+13.05 55.57 £ 13.65 1.78 £0.31
Etanol 44.01 £ 12.74 53.87 +19.09 0.95+0.17
Ecetsav 61.33+11,32 71.28 £ 15.10 1.76 £ 0.42
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Az ecetsavas bioreaktornal tapasztalt kisebb aktivitasvesztés esetlegesen magyarazhato a
reaktoron kimért hosszabb tartdzkodasi iddvel, figyelembe véve az elsd két periodus
eredményeit, miszerint az ecetsav és az etanol, mint szénforrasok kozott hatékonysagbeli

kiilonbség a denitrifikacidé szempontjabdl nem volt kimutathato.

1.3.4. A részeredmények osszefoglaldsa

Az immobilizalt P. butanovora sejtek mind a harom vizsgalt szerves elektrondonor mellett
hatékony denitrifikaciot végeztek. Azonos kiindulasi C:N ardny mellett azonban az etanol és
az ecetsav jobb szubsztratnak bizonyult a nitrdt- és nitritredukcidé szempontjabdl, mint a
szukcinat. Bar a felmend tapoldatok szervesanyag-tartalmat fokozatosan csokkentettiik,
figyelembe véve az egyes kisérleti periodusok sordn meghatirozott C:N tomegaranyok jo
egyezését elmondhatd, hogy szénforras limitacid egyik periddus alatt sem kovetkezett be. gy
a denitrifikacios aktivitasok értékének alakuldsara az egyes szénforrasok hatékonysagan tal a
legnagyobb hatast az influensek aramlési sebességének novelése fejtette ki.

Az ecetsav esetében a reaktorok miikodtetése soran kimért C:N tomegaranyok jo egyezést
mutattak a Croll és mtsai (1985) altal fluidagyas reaktorban és Mohseni-Bandpi és Elliott
(1998) altal RBC (rotating biological contactor) rendszerben meghatarozott 1.7 és 1.86
aranyokkal. Az etanolra vonatkozéan mért C:N tOmegarany szintén kozelitette a
Mohseni-Bandpi és Elliott (1998) altal RBC rendszerben kimért 1.25-6s C:N aranyt.

A legmagasabb aktivitasokat (1.17 kg NOsz™-N m=2nap™ a szukcinatos, 1.63 kg NOs-N m™
nap™? az etanolos és 1.53 kg NOs-N m=2 nap? az ecetsavas reaktor esetében) a 6:1-es C:N
tomegarany mellett mértiikk. Az effluensek nitrat- és nitrit-koncentracidja a szukcinatos
reaktor esetében 0.8 £ 0.1 kg NOs-N m™ nap™ aktivitasi értékig, az etanolos és ecetsavas
az egészségiigyi hatarértékeket (10 mg I''NOs™-N, 1 mg I NO2-N, EPA).

Az 1.5-1.8 oras tartozkodasi idék a 3:1-es C:N tomegarany mellett mar tal rovidnek
bizonyultak ahhoz, hogy az immobilizalt sejtek az el6zd periddushoz hasonld szintll
denitrifikaciot folytassanak annak ellenére, hogy szénforras limitacid nem allt fent.

Az effluensek atlagos pH értékei (7.48 £ 0.13, 7.68 + 0.22 és 7.64 + 0.14 az etanolos, a
szukcinatos és az ecetsavas rendszerek esetében) mindvégig az optimalisnak tartott 7-9
hatarok kozott maradt (Henze és mtsai 1992). Az adatok jol egyeznek azzal a megfigyeléssel,
hogy az ecetsav alkalmazésa egy denitrifikalo rendszerben nagyobb pH valtozast eredményez

a kezelend§ oldatban, mint az etanol (Csty és mtsai 1998).
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A szénforrdsok optimalis C:N tdmegaranynal nagyobb mennyiségben torténd alkalmazasa
elésegitette a baktériumok fokozott szaporodasat, igy a bedllitott kisérleti szakaszok
mindegyikében a gyongyokbdl biomassza kiszaporodas volt tapasztalhatd. A mikrobioldgia
vizsgalatok szerint az effluensben megjelent sejtek minden esetben a gélmatrixba

immobilizalt P. butanovora-nak feleltek meg.

1.4. A pilot bioreaktor miikodtetése

A pilot méretli bioreaktor tizemeltetése soran az eddigi mérések eredményeit figyelembe véve
a denitrifikacio szerves szénforrasanak az etanolt valasztottuk. Az ecetsav az etanollal szinte
azonos aktivitast eredményezett, az etanol esetében azonban az optimalis C:N arany
értelmében egységnyi nitrat teljes redukcidjahoz kevesebb szénforrdsra van sziikség, igy az
gazdasdgosabb szubsztratnak tekinthetd. Ezentul az etanol az ecetsavndl joval konnyebben
kezelhetd (nincs sziikség az influens pH-janak allitasara), és alkalmazasaval a legkisebb pH
valtozas volt elérhetd. Az etanolt nem csak pilot (Fusch és mtsai 1997, Esey és mtsai 1998,
Mohseni-Bandpi és Elliott 1998), hanem ipari méretekben is (Hallin és mtsai. 1996,
Hasselblad és Hallin 1996) gyakorta alkalmazzak denitrifikalo rendszerek esetében.

A pilot reaktor tesztelése soran nem a maximalis denitrifikdcids aktivitds, hanem az
effluens nitrat-, nitrittartalmédnak minimalizalasara torekedtiink (10 mg 1 NOs-N, 1 mg It
NO2-N), a miikodési paramétereket ennek megfeleléen valasztottuk meg. fgy a szénforras-
limitaciot még nem jelentd 3:1-es C:N ardny mellett (Kesserli és mtsai 2002), az el6z6 reaktor
kisérletek soran az adott C:N tomegarany esetében rovidnek bizonyulé HRT-hez (1.8 ora)
képest, nagyobb HRT-t (2.45 6ra) valasztottunk. A bioreaktor leirt koriilmények k6zotti stabil
miikodése soran kimértiik a felhasznalt etanol-C, redukalt nitrat-N tomegaranyt, és a reaktor
masodik miikddtetési szakaszaban a meghatdrozott optimalis tomegaranyhoz kozeli C:N

tomegarany mellett vizsgaltuk a pilot reaktor aktivitasat és globalis viselkedését.

1.4.1. A denitrifikacio lépéseinek térbeli elkiiloniilése

A bioreaktor létrehozasa soran a gyongyok kiillonbozé magassdgaiban mintavételi helyeket
hoztunk létre (Anyagok és modszerek , 15. dbra), igy a reaktor belsejében zajlo eseményeket
is nyomon tudtuk kovetni. Els6ként a nitrat- és nitritredukcid alakuldsat, térbeli elkiilontilését

mutatjuk be az influens 2.45 oras tartozkodasi ideje mellett.
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Az 28. dbran a bioreaktor A redukcios lépések térbeli elkulontlése
egyes mintavételi helyeirdl (HRT=2.45 6ra)
szarmazo NO3-N és NO>-N

adatok lathatok. A reaktor - NOs=—

egyes szintjein kimért kon-
centraciok alakuldsa jol rep-

rezentalja a bioreaktor teljes

(mg 1)

mikodtetése alatt megfi-

NO3™-N koncentracid
(mg I
NO2-N koncentracié

gyelt eloszlasokat. Az in-

fluens nitrattartalmanak ko-

Infl. 1. 2. 3. 4,

Bioreaktor szintek

zel 80%-a mar az els6

szinten redukélodott, majd a

harmadik szint magassaga- 28. dbra

ban, a nitrat-koncentracié a kimutathatésagi hatar ald esett. A nitradt redukciojat a nitrit
részleges akkumulacioja kovette, amely nemcsak id6ébeli, de az influens folyamatos
aramlésadnak koszonhetden térbeli elkiiloniilést is mutatott. Az elsé szinten kialakult atlagos
13 mg It NO2-N koncentracié a reaktor utolsd szintjéig folyamatos csokkenést mutatott
csakugy, mint a bioreaktor egyes szintjeire szamitott denitrifikacios aktivitasok (30. abra). A
legmagasabb denitrifikacios aktivitds a majdnem maximalis nitrat redukcidt biztositd els6
szint magassagaban volt kimutathato.

A rovidebb tartdozkodasi id0 esetén (HRT 1.5 o6ra) az egyes szinteken mért nitrat
mennyiségeket tekintve nem volt szignifikans kiilonbség a hosszabb tartdzkodasi 1d6 mellett
kapott eredményekhez képest (29. dbra). A nitrit-koncentraci6 maximuma azonban egy
szinttel feljebb jelentkezett, és mennyisége (35 mg 17') tobb mint kétszerese volt az
elézéekben mérteknek. A denitrifikacids aktivitds maximuma is eltolddott (30. abra), a gyors
aramlasi sebesség eredményeképp a nitrat redukcidja mellett nem, vagy csak igen kis
mértékben tortént szimultdn nitritredukci6. A reaktor masodik szintjén kimért nitrit-
mennyiség megegyezett a nitratbol maximalisan keletkezhetd nitrit mennyiségével, igy ebben

az esetben gyakorlatilag teljes nitritakkumulacié kovetkezett be.
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A redukcios lépések térbeli elkulonulése
(HRT=1.5 ¢ra)

-1 NOz=—

NO3™-N koncentracid
(mg I
NO2-N koncentracié
(mg I

Infl. 1. 2. 3. 4,
Bioreaktor szintek
29. abra

A reaktor szintjeire vonatkozo denitrifikacios

aktivitasok
——  HRT2.450—
HRT 15
2 —
0N o~
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28 15}
(“ ™
g E
G Z 1t
g ™
£ 2
'g 2 0,5
D N
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1 2 3. 4

Bioreaktor szintek

30. abra

1.4.2. A szerves szénforrds hasznositasa

A mintavételi helyeknek koszonhet6en az influens etanoltartalmanak az egyes reaktorszintek
kozti csokkenését is kimérhettiik. A felmend tapoldatbol és az egyes szintekrdl vett mintakbol
visszamért etanol koncentraciokat, illetve az influens és a mintavételi helyek etanol
koncentracioja kozti kiilonbséget (felhasznalt etanol) mutatja a 31. (a) abra.

A 3:1 C:N tomegarany mellett kapott adatok szerint a legnagyobb etanolfogyas az elsd

szint magassagaban kovetkezett be, amely régidohoz a felmend nitrat 80%-nak redukalasa volt
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kapcsolhato. A tovabbiakban az egymast kovetd Szintek kozotti etanolfogyas mar nem volt
ilyen mértékii, ami minden bizonnyal 6sszefliggésben allt a kisebb hatékonysagu redukcids
folyamatokkal. Az effluens (reaktor 4. szint) esetében mért értéket a felmend tapoldat etanol
tartalméhoz viszonyitva, atlagosan 42 %-os csokkenés tortént.

A Dbioreaktor tiizemelteté-

sének masodik harmadatél a
A fogyott etanol és a keletkezett ecetsav

HPLC-s analizis segitségével T i i
mennyiségének valtozasa

ecetsav volt detektalhatdo a

reaktor kiilonbozé szintjeirdl 350
o 0 O EtOH tartalom
vett mintakbol. Az etanol § 300 O felhasznalt EtOH
ecetsavva torténd oxidacidja g 250 ‘}
- S & 200} *} (@)
nem ismeretlen olyan rend- < E
. g 150
szerek esetében, ahol az etanol s
. . ., w 100 t
és a tapoldat oldott oxigén-
50
koncentracidja elég magas 0 J—‘
Croll és mtsai 1985). Az x
( ) : 2 JF )
egyes reaktorszinteken mért g L _ O Ecetsav
. o -
ecetsav-koncentraciokat mutat- 2 = 4 f
o
ja a 31. (b) abra. A legma- fé £
gasabb ecetsav-koncentracio- E’ 2t
L
kat az elsd szint magassagaban
0

lehetett kimutatni, ami jol
Infl. 1 2. 3. 4,

parhuzamba allithaté az etanol Bioreaktor szintek

koncentraciok alakulasaval. Az 31. 4bra
influens oldott oxigén koncen-
tracidja is a reaktor elsd
szintjén volt a legmagasabb, majd a szinteken felfelé haladva a bakteridlis anyagcserének
koszonhetden egyre oxigénszegényebb allapotok alakulhattak ki. A mérések alapjan az
etanolbol keletkezett ecetsavat az immobilizalt sejtek ugyantigy felhasznaltdk a redukcids
folyamatokhoz, mint az etanolt. A keletkezett ecetsav mennyisége a reaktor utolsé szintjéig
tobb mint 70%-ban elimindlodott 31 (a) abra.

A 3:1-es C:N tomegarany mellett a bioreaktor utols6 szintjére vonatkozdéan meghataroztuk

a kialkult C:N ardnyokat. A C-fogyas szamitdsakor figyelembe vettiik az etanolnak ecetsavva

torténd oxidaciojat is. Az igy kapott érték: 1.41 + 0.41 C:N tomegarany, ami kicsit magasabb
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annal az 1.25:1 C:N aranynal, mint amit Mohseni-Bandpi ¢és Elliott (1988) az altaluk
kialakitott rendszerben kimértek. Viszont alacsonyabb, mint Fuchs és mtsai (1997) és
McCleaf ¢és Schroeder (1995) altal membran bioreaktorban kimért 1.9-3:1 vagy 2.2:1
tomegaranyok.

A pilot bioreaktor iizemeltetésének masodik szakaszaban, amikor az influens etanol-
tartalmat felére csokkentettiik, az effluensben ecetsav nem volt kimérhetd. A tavozo etanol
mennyisége pedig atlagosan 20-30 mg I™*-nak adédott, amelyet az effluens 3 6ran keresztiil

tarto erdteljes levegdztetésével, tovabbi 30-40%-al csokkenteni lehetet.

1.4.3. Az immobilizalt sejtek oxigénfogyasztasa

A kompozit gydngydk belsejebe Az immobilizalt sejtek oxigénfelvétele

immobilizalt sejtek kevertetett batch

rendszerben mintegy 15 perc alatt 10 ¢

©
100%-ban felvették a tapoldatban 3 8¢
oldott oxigént 32. abra. A batch ém 6 r §§

SR &
rendszerben kimért gyors oxigén- 2 g 4 ¢ 5

5 o}
fogyasztas ellenére a folyamatos 2 2 ¢ 5
. , , , , O 0 . oo o
influens bedramlas soran a tapoldat 0 ) 10
oldott oxigén (DO) koncentracidja 1d6 (perc)
egyetlen esetben sem esett 1.7 mg I 32. 4bra

ala. A pilot bioreaktor elsd szintjét

Ez alapjan elmondhat6, hogy a reaktor els6 szintjén elhelyezked baktériumok az influens DO
tartalmanak csak mintegy 80 %-4at hasznalhattdk el, a maradék eliminaldsa az azt kovetd
szinteken torténhetett meg. Ezt a feltevést tdmasztja ald a reaktor masodik szintjétdl
megfigyelheté folyamatos nitritredukcid, amely csak anoxikus koriilmények kozott megy

végbe.

1.4.4. Denitrifikdcios aktivitas 3:1 C:N tomegarany mellett

Az utolsé munkaciklusban a 1éptéknovelt bioreaktor mitkddésével szemben azt az elvarast
tamasztottuk, hogy az effluens nitrition-tartalma az adott kisérleti elrendezés mellett a lehetd

legkisebb, optimalis esetben az egészségligyl hatarérték alatti koncentracidt érje el. A
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reaktornak a 3:1 C:N tomegarany mellett mért denitrifikacids aktivitasait, és az effluenssel
tavozo NOs™-N és NO2-N mennyiségeket a 33. abra (a-b) mutatja.

A bioreaktor napi 40-50 liter kapacitds mellett a Kkisérleti ciklus alatt végig
kiegyenstlyozott aktivitast mutatott. A 0.88 + 0.06 kg NO3s-N m= nap™? atlagos aktivitasi
értekek esetén az effluens NO3™-N tartalma mindvégig alacsonyabbnak bizonyult a WHO éltal
meghatirozott egészségiigyi hatarértéknél (10 mg 1NO3z-N), mig a NO2-N tartalom
alakulasa sokkal nagyobb ingadozast mutatott. Mindemellett a mintavételi napok mintegy
felében az effluens NO2-N koncentracidja az egészségligyi hatarérték alattinak adodott (1 mg
I"NO2-N), egyes esetekben azonban annak tobb mint kétszerese is kimérhetd volt.

Az effluens pH-értéke mindvégig a nemzetkdzi standard alapjan meghatarozott maximum
értek (pH=8.5) alatt maradt (EEC-Europan Economic Community1980), és az influens és az
effluens kémhatasa kozott kimért valtozas (ApH) atlagos értéke 0.25 + 0.16 volt. A reaktor

miikodésével kapcsolatos fObb paraméterek 0sszefoglaldsat a 16. tabldzatban adjuk meg

16. tablazat
A pilot bioreaktor miikdésének jellemz6i 3:1 C:N témegarany mellett

Denitrifikacios Effl. NOs-N Effl. NO,-N Effl.
HRT Effl. aktivitas (mg I (mg I Elésejtszam
(6ra) pH (kg NO3-N m3nap?)  Min. Max. Min. Max. (sejt mI?)
245+0.12 7.58+0.14 0.88+0.06 0 5.21 0.09 2.52 3 x 107

A feleslegben alkalmazott szerves szénforrasnak koszonhetéen az influens éldsejtszama
meghaladta a megengedett hatarértéket, azonban az 0Osszsejtszam kevesebb mint fele
bizonyult csak P. butanovora-nak. A kompozit gélmatrixbol kiszaporodott immobilizalt
baktérium mellett az effluensbdl tovabbi négy Gram-negativ baktérium is kitenyészthetd volt.
Bar ezek az etanolt szerves szubsztratként elfogadtdk, komplett denitrifikacioval nem
rendelkeztek. Nitritet nem voltak képesek redukalni, tovabba a nitratredukciojuk is
elhanyagolhatd volt. A pilot bioreaktor belsejében megtelepedett denitrifikéciora képtelen
baktériumok etanol fogyasztdsabol adddhatott az altalunk kimért, a szakirodalmi adatoknal

bizonyos esetekben magasabb C: N tomegarany (1.41 + 0.41).
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A pilot bioreaktor miikddése 3:1 C:N
tomegarany mellett
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1.4.5. Denitrifikacios aktivitas 1.5:1 C:N tomegarany mellett

A pilot bioreaktorra felmend tapoldat szerves szénforras-tartalmanak felére csokkentése szinte
azonnal az effluens él6sejtszamanak két nagysagrenddel torténd csokkenését vonta maga utan,
¢s ez az értek a reaktor mitkddtetésének végeig jellemzd is maradt. A kitenyésztett
baktériumok mindségi eloszlasa is valtozott: a P. butanovora sejtek aranya nétt. A
denitrifikicios aktivitads azonban csokkent (17. tdblazat), annak ellenére, hogy a valtoztatast

kovetd napot kivéve a NOz™-redukcids aktivitas atlagosan 95.2 + 2.1 %-os volt (34. abra (a)).
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17. tablazat
A pilot bioreaktor miikodésének jellemzdi 1.5:1 C:N tomegarany mellett

Denitrifikacios Effl. NOs-N Effl. NO,-N Effl.
HRT Effl. Aktivitas (mg I (mg 1) eldsejtszam
(ora) pH (kg NOs-N m®nap?) Min. Max. Min. Max. (sejt ml™)
3.04+£0.12 7.35+0.21 0.54+0.05 0.7 24.73 0.37 7.29 5x10°

Ennek megfeleléen az effluens NO3-N tartalma még mindig az egészségiigyi hatarérték alatt
maradt. Bar az effluens NO2-N tartalma az el6z0 periodushoz hasonldéan igen nagy
ingadozasokat mutatott, az egészségligyi hatarértékhez kozeli, atlagosan 1.1 + 0.62 mg

NO2-N It koncentracié volt jellemzd (34. 4bra (b)).

A pilot bioreaktor miikddése 1.5:1 C:N

tomegarany mellett
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Az 1.5:1 C:N tomegarany mellett lizemeltetett bioreaktor aktivitdsa az 500. milkddési
oratol folyamatos lecsengést mutatott. A bioreaktor szétszerelése soran fény deriilt az
aktivitdsvesztés hatterére. Az egyedi kompozit gyongyok mechanikailag nem karosultak (az
immobilizalt baktérium nem mosodott ki a rendszerbdl), a gyongyok azonban nagy tomeghben
egymashoz tapadtak, lehetdvé téve ezaltal kisebb-nagyobb aramlasi csatornak kialakulasat.
Az influens a legkisebb ellendllast kovetve a gyongyok kozott a kialakult csatorndkban
kozlekedett, nem érintkezve a biokatalizator nagy részével, igy nem mehetett végbe tokéletes

nitrat- és nitritredukcio.

1.4.6. A pilot bioreaktor eredményeinek osszefoglalasa

A pilot szintii bioreaktor a 0.88 = 0.06 kg NO3-N m= nap™ atlagos aktivitas értékkel a 3:1
C:N tomegarany mellett a kisérleti ciklus alatt végig stabil mikodést mutatott. A kapott
aktivitds kisebb azl1.0 + 0.10 kg NOs-N m? nap? értéknél, amely mellett az elézé
munkaciklusban az etanolos reaktor effluensében a nitrat- és nitrition koncentraciok az
egészségiigyl hatarértéket nem haladtdk meg. A méretndvelés sordn azonban jol kozelithetd
volt az a denitrifikdcidos hatékonysag, mint ami a mintegy tized akkora térfogati reaktor
esetében 1étrejott.

A C:N tomegarany optimalizalasa utdn a pilot bioreaktor atlagos aktivitasanak csokkenése
mellett, az effluenssel tdvozd biomasszamennyiség két nagysagrenddel, mig a szerves
szénforrds mennyisége mintegy otddére csokkent. A maradék szénforras pedig az effluens
intenziv levegdztetésével nagy részben eltavolithatd volt. Az optimélis szénforrdsmennyiség
mellett heterotr6f modon tizemeltetett bioreaktor effluensének élésejtszama nem haladta meg
egyes autotrof rendszerek effluensére jellemzd mennyiséget (Kiss és mtsai 2000). Az effluens
NO3-N és NO2-N koncentracidja a mintavételi napok nagy részében a WHO altal eldirt
egeészsegligyl hatarérték alatt maradt, egyes esetekben kismértékben meghaladta azt.

Egy heterotrof rendszer esetében feleslegben rendelkezésre allo szénforras és nem steril
miikddtetés soran elkeriilhetetlen egyéb baktériumok megjelenése a bioreaktor belsejében. A
bioreaktorok aktiv toltetét alkotd baktériumpopuléacid valtozasa autotrof rendszerek esetén is
ismert (Szekeres és mtsai 2002). Jelen esetben a megtelepedett baktériumok csak “szénforras
¢l6skodoknek™ bizonyultak, mivel denitrifikacids aktivitdsuk nem volt. Az immobilizalt
baktérium aktivitasat nem csokkentették, és azt a bioreaktorbol, mint “élettérbdl” kiszoritani
nem tudtdk. A kompozit gélbe torténd immobilizalassal tehat olyan biokatalizator hozhato

létre, amely ellendll a bioreaktor hosszii tdvi miikddtetése soran esetlegesen bekodvetkezd
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populacié-dinamikai valtozasoknak. A szaporodd heterogén biomassza hatrdnya azonban,
aramlasi csatornak kialakulasat, és mindez a bioreaktor aktivitasanak csokkenéséhez vezethet.
Ebbdl adddoan a hasonld elrendezésii bioreaktorok esetében biztositani kell a gyongyok
idonkénti lassi mozgatasat, hogy a feliiletiikon kialakult biofilm és poliszacharid matrix
levaljon.

Bar a gyongyok feliiletén megtigyelhetd volt az 6sszetapadast eredményezd matrix, maguk
a gyongyok intaktak maradtak. A kompozit gél mindsége nem romlott a miikddtetési periodus
alatt. Annak ellenére, hogy a tartozkodasi id6 drasztikus csokkentése (HRT 1.5) valtoztatott a
redukcids folyamatok térbeli eloszlasan és a denitrifiklacios aktivitason, az influens dramlasi
sebességének ugrasszerli novekedésébdl adodo destruald hatds (shear stress) nem tudta
kifejteni a hatdsat Ggy, mint ahogy az a feliileti biofilmek esetében bekdvetkezett volna. A
bioreaktor stressz hatast (HRT 1.5 odra) kovetd milkodése soran aktivitdsvesztés nem
kovetkezett be.

A bioreaktor lizemletetésébdl addéddan az influens oldott oxigén-koncentracidja magas
volt. Az immobilizalt sejtek oxigénfogyasztasanak vizsgalata alapjan elmondhato, hogy a
reaktor elsd szintjén még nem alakult ki teljesen anoxikus allapot. Ennek ellenére 80-90%-0s
nitratredukci6 €s szimultan nitritredukci6 volt kimutathat6 2.45 6rés tartdzkodési idok mellett.
Mindez azzal az eldnnyel jart, hogy nem volt sziikség az influens oxigén-mentesitésére a
kezelés el6tt, bar az minden bizonnyal tovabb ndvelte volna a reaktor aktivitasat.

A denitrifikacié soran szerves szénforras, mint elektron donor alkalmazasa szdmos negativ
¢és pozitiv hatdssal bir. Az etanolt a baktériumok szinte mindegyike képes hasznositani, igy
egy nem steril rendszer esetében a fert6z0 baktériumok nem kivant megtelepedésének,
szaporodasdnak nagy esélye van, azonban a megfelelé C:N tomegarany bedllitdsaval mindez
kordaban tarthatd, csokkenthetd. Esetlinkben egyes autotréf rendszerek effluensével
megegyez0 biomassza terheltségli elfolyd oldatok keletkezése mellett az etanol
alkalmazasaval sokkal nagyobb denitrifikacios aktivitds, és sokkal kisebb, a bioreaktor
eflluensében bekovetkezd pH valtozas volt elérhetd. Néhany autotrof rendszer esetében a

tisztitott oldat pH-ja elérheti akar 10-es értéket is (Chang és mtsai 1999, Kiss és mtsai 2000).
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Mig Dahab ¢és Lee (1988) és Mohseni-Bandpi és Elliott (1999) altal 6sszeéllitott BSAF
(Bench-Scale Anoxic Filter) és RBC (Rotating Biological Contractor) rendszerekben 9 és 8.8
oras tartdozkodasi idok mellett 100%-0s nitratmentesités volt kivitelezhetd, az altalunk
immobilizalt P. butanovora sejteket tartalmazo bioreaktorral rovidebb tartozkodasi idék (2.45
¢s 3 ora) mellett is 100, illetve 95%-o0s nitratmentesités ment végbe. Az alkalmazott
bioreaktor-elrendezés elénye, hogy gyors aramlasi sebesség mellett, rovid id6 alatt képes

hatékony denitrifikaciora.
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Nitratmentesités I1.
Denitrifik&cio magas so-, és NO3z™ koncentraciok mellett
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Az inocserés nitratmentesitd technologidk esetén a telitett gyanta regeneralasakor keletkezd
magas Na* ion- és nitrattartalma oldatok kezelése nagy jelent6séggel bird probléma. Az ilyen
Osszetételll effluens kezelésre szorul, amelynek nitrattartalma csak a biologiai denitrifkacio
segitségével csokkenthetd. Ehhez azonban sziikségesek olyan mikroorganizmusok, amelyek
az effluensben el6forduld szélsdséges viszonyok mellett is képesek hatékonyan denitrifikalni.
Ebben a munkafazisban megvizsgaltuk, hogy a P. butanovora denitrifikacioja soran hogyan
toleralja a magas Na* ion- és nitratszinteket és aktivitasait a rendelkezésiinkre allo (el6zetesen
erre a tulajdonsagukra mar vizsgalt), izolatumok aktivitasaival hasonlitottuk ©6ssze. Ezt
kovetéen egy olyan denitrifikdld bioreaktor miikodtetését tliztiik ki célul, amellyel a
regenerald oldatoknak megfeleld Osszetételii oldat nitratmentesitését kivantuk elvégezni. Az

elvégzett kisérletek idérendi sorrendjét mutatja a 35. dbra.

2.1. A NaCl hatasa a novekedésre

Az novekedést gorbén (0. A NaCl hatasa a névekedésre
anthropi) megadtuk (36. abra) a

vizsgalt  baktériumok  50%-0s 35 ¢ I1(0.6 M) P. but.
novekedésgatlasat eredményezd, 40g11(0.7M) O. ant.

illetve azt a NaCl koncentraciot 509 (0.9 M) P. aer.
(g 1Y), amely mellett a szapo-

rodas még optimalisnak bizo-

42591t O.ant.
448 gl P.but.
62glt P.aer.

nyult. Az eredmények alapjan

mind a harom baktérium a 15

moderalt  sotlir6k  csoportjaba

OD (600 nm)

1 -
tartozik a Kushner (1985) altal
0,5 r
létrehozott felosztas szerint. A
moderalt sotlird  baktériumok 0
35 40 45 50 55

esetében a 29-144 g I* NaCl
NaCl koncentracio (g I')

koncentracio még nincs

36. abra
novekedés gatld hatassal. A P.
butanovora sotolerancidjaban

elmaradt a P. aeruginosa-tol, de jobbnak bizonyult, mint az O. anthropi.
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2.2. Denitrifikacios aktivitasok magas Na+ ion koncentrdciok mellett

Az O. anthropi esetében a 7 napos anaerob inkubaci6 ellenére sem lehetett NO3™-N fogyast
kimérni sem a 0.86 M, sem pedig a 0.43 M Na* iont tartalmazo tesztoldatokbol. Bar a
kiindulasi 2 g I' NOs jelentés része redukalodott, a beléle keletkezett NO, teljes egészében
akkumulalodott, vagyis ebben az esetben komplett denitrifikacid nem jatszodott le.

Az ecetsav mint szénforras mellett a vizsgalt két Pseudomonas torzs denitrifikacios
hatékonysaga kozott 1ényeges kiilonbség nem volt kimutathatd. Még a felezett Na® ion
koncentraciok ellenére sem tortént 50 %-ot meghaladé NO3-N fogyds a 7 napos inkubéciod
végére (37. abra (a,b)). A Na® iont kiilonbozé formaban tartalmazo tesztoldatokrol
elmondhato, hogy a tiszta NaCl oldathoz képest a NaHCOz3-0s rendszerekben rendre kisebb

denitrifikéacios aktivitast mutattak a sejtek.

Denitrifikacios hatékonysag

P. butanovora P. aeruginosa
B 0.86MNa* O
0.43 M Na*
100 _
C
s @) (b)
S 80 r -
=2
. 60 L
S
= 40 L
S
S 20t i
i - | J
L
O 1 1 1 1 1
NaCl NaHCOs NaCl NaCl NaHCO3 NaCl
NaHCOs3 NaHCOs

Ecetsav szénforras

37. abra

A tesztoldatok sotartalmanak felére csokkentése minden esetben az aktivitasok kis mértékii
novekedését vonta maga utan, amely a P. aeruginosa NaCl + NaHCOz-0s tesztoldataiban
eredményezte a legnagyobb valtozast (37. abra (b)) Egyediil az emlitett dsszetételli (0.86 M
Na") oldat esetében bizonyult a P. butanovora hatékonyabbnak a P. aeruginosa-nal ecetsav

szénforrason (37. ébra (a)).
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Denitrifikacios hatékonysag

P. butanovora P. aeruginosa
B 086MNa* O
0.43 M Na*
100 - —
g (a) — (b)
<2
< 80t
zZ
T 60 f L
2
= 40t -
S
é 20 - - I
R 1. ™ . i |
NacCl NaHCOs NaCl NaCl NaHCOs3 NaCl
NaHCOs NaHCOs

Etanol szénforras

38. abra

Az etanol, mint szénforrds alkalmazasa a két torzs aktivitdsdban jelentds kiilonbséget
eredményezett. A P. aeruginosa sejtek minden esetben nagyobb denitrifikacios aktivitassal
birtak nemcsak a P. butanovora hasonlé rendszereiben mértekhez, hanem az ecetsav
szénforras mellett kimért eredményekhez képest is (38 abra (b)). A tomény NaCl-0s oldatban
50% feletti, mig a Na* iont 0.43 M koncentracioban tartalmazoban 100%-0s NOs3™-N
eliminaci6é kovetkezett be, csakiigy mint a kevert (NaCl + NaHCOz3-0s) tesztoldatban. A P.
butanovora aktivitasai elmaradtak a P. aeruginosa-¢itol (38. abra (a)), a tdomény oldatokban

pedig még az ecetsav mellett mért aktivitasainal is alacsonyabb értékek adddtak.

2.3. A tesztoldatok pH-janak valtozasa a denitrifikdacio soran

Az alkalmazott szénforras tipusatol és a sooldatok Osszetételétél fiiggetleniil az inkubacio
végére altalaban a tesztoldatok kémhatdsa pH 8 fo6lottinek bizonyult. A két aktiv
denitrifikaciot végzé Pseudomonas esetében a kialakult pH-viszonyok kozott nem volt
szamottevo kiilonbség (39. abra). A NaCl-os tesztoldatokban altalaban alacsonyabb volt a pH-
valtozas, mivel ezekben a rendszerekben csak a nitritredukciot kovetd lagosodads okozhatta a

pH novekedését.
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A P. butanovora tesztoldatok
pH értékei

@0.86 M Na+ 00.43 M Na+

pH

A P. aeruginosa tesztoldatok
pH értékei

E0.86 M Na+ 00.43 M Na+

pH

NaCl NaHCOs NacCl
NaHCOs

ecetsav szénforras

A nitritredukcié kisérd jelensége a
tapkozeg lugosodasa. A pH talzott
emelkedése gatlo hatast gyakorol magara
a nitritredukciora, igy pl. a P. butanovora
esetében a nitritredukcid lassulasabol
adodoan egy adott nitratmennyiség
denitrifikacioja a kontrollalt rendszerben
mértkehez  képest kétszer-haromszor
annyi idébe 1is telhet, ha a kémhatas
értékét 9-re noveljik  (41. dbra). A
modon a denitrifikaciotol fliggetlentil is

emeli az oldatok pH-jat, akar 9.2-9.4

NaCl NaHCOs NacCl
NaHCOs

ecetsav szénforras

39. abra

A P. butanovora nitrat-, nitritredukcioja
kulonboz6 pH értekek mellett

- NOs-N@— NO2-N
pH —O—
he) 7
8
= 6
5
Q 5
o 4o
X 4
Z O
'~ E 3
(@)
< 2
=4
o 1
(@)
zZ 0O
0 20 40 60 80
Id6 (perc)
41. abra

értéket is kialakitva. A nitritredukcio 50%-os gatlasa a P. aeruginosa esetében 9.5-6s pH

értéknél, mig P. butanovora esetében mar 8.8-nal bekovetkezik. Mindez magyarazhatja a két

baktérium batch rendszerben mutatott eltéré aktivitasat, tovabba hogy a NaHCOs-ot is

tartalmaz6 tesztoldatokban miért volt altaldban alacsonyabb aktivitas kimérhetd.
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2.4. Bioreaktorok miikédése magas so- és nitrat-koncentraciok mellett

cre

kezelésének modellezését immobilizalt P. butanovora sejteket tartalmazé bioreaktorokkal
végeztiik el. A batch kisérletek eredményei bizonyitottak, hogy a NaHCOz a pH emelésével a
denitrifikécio folyamatat gatolja, ezért NaCl-ot adtunk a kezelendd oldatokhoz, tigy hogy
annak Na* ion koncentracioja 0.86 M legyen. A denitrifikaciohoz sziikséges elektronforrast
ecetsav fomdjaban biztositottuk, 4:1 és 2:1 C:N tomegaranyok beallitasaval, mivel a batch
rendszerekben a tomény Na* ion oldatokban (0.86 M) az ecetsav mellett fejtettek ki a sejtek
nagyobb aktivitast. A magas nitrattartalmi (0.45 g I* NO3-N) oldatok fed batch modon

torténd kezelésének eredményeit mutatja be a 42. dbra.

A bioreaktorok denitrifikacids aktivitasa kilonb6zé C:N tdbmegaranyok mellett

—— Denitrifikacios aktivitas 4:1 C:N tdmegarany

nrektt—
= 100
[72]
©
s 80
e
60
he]
i_é 40
2 20
(0]
a
0 " )
20 30 40 50
Id6 (nap)
42. abra

A kiilonb6z6 C:N tomegaranyok mellett miikddtetett bioreaktorok aktivitdsdban szignifikans
kiilonbség nem volt. A 2:1 C:N tomegarany esetében ugyanugy Ilétrejott 100 %-0s
denitrifikdcios aktivitds, mint a kétszer annyi szénforrést tartalmazé oldat esetében. Annak
ellenére, hogy a kezelendd tapoldatok tobb napon keresztiil inkubdlodtak a bioreaktorok
belsejében €s nagyfoku sejtszaporodas volt kimutathatod, a baktériumok nem hasznaltak el
teljes mértékben a rendelkezésre allo szénforrés, igy szénforrds-limitacio egyik esetben sem
kovetkezett be. A 2:1 C:N tomegarany mellett kimért optimalis C:N arany 1.2 + 0.24 volt,
amely jol kozeliti az irodalmi értékeket 1.2:1 Cervantes és mtsai (2001) és 1.7:1 Croll és
mtsai (1985). A reaktorok periodusonkénti aktivitdsaban megfigyelt nagy fokd ingadozas a

kevertetés sordn a tapoldatokba bejutd oxigén gatld hatdsaval magyarazhatod. A rendszerek
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anaerob muikodtetésével ez nagy valosziniiséggel kikiiszobolhetd. A tapoldatok pH-ja minden
esetben emelkedett és periodusok végén atlagosan 8.73 £ 0.13 és 8.76 £ 0.16-os értékek
voltak kimérhetéek a 4:1 és 2:1 C:N tomegarany mellett. Az inkubéciéo végére kialakult
kémhatas megegyezett azzal a pH értékkel (8.8), amely a P. butanovora nitrit-redukcidjanak
50%-o0s gatlasat eredményezi.

A kisérleti eredményekbdl meghatarozhatd volt a 100 %-os denitrifikdciohoz sziikséges

tartozkodasi id6 (43. abra), amely az adatok alapjan 8 napnak bizonyult.

2.5. Részeredmények osszefoglaldsa

Bar a vizsgalt harom baktérium sotiird képességében 1ényeges kiillonbség nem mutatkozott az
O. anthropi sejtek denitrifikacidja szempontjabél nem voltak kedvez6ek a magas
sokoncentraciok. A madsik két baktérium esetében a kiilonbozé natriumsoknak szintén
erteljes hatasa volt a redukcios folyamatokra. A NaHCOs a denitrifikacié folyamatat a
nitritredukcié szintjén, magas pH értékek kialakitasaval, gatolja. Igy ezt a natriumsot egy
tényleges technologia soran az ioncserés toltetek regenerdldsira nem ajanljuk, mivel a
keletkezd szennyviz biologiai rendszerrel torténd kezelhetdsége igy Iényegesen csokken.

Az ecetsav szénforras mellett a Pseudomonas torzsek kozel azonos aktivitassal birtak, mig
az etanol a P. butanovora-val ellentétben nagyban kedvezett a P. aeruginosa-nak. A P.
butanovora a 0.43 M Na* iont tartalmazd NaCl-os tesztoldatban etanol felhasznalasaval
nagyobb aktivitdst mutatott, mint az ugyanolyan Osszetételli, de ecetsavat tartalmazo
oldatokban. Ennek ellenére egy bioreaktor elrendezésben az ecetsav alkalmazasa ajanlott,
mert annak segitségével a toményebb sdoldatokban is végbemehet a denitrifikacio.

A Dbioreaktorokban kapott eredmények azt mutatjdk, hogy az altalunk Gsszeallitott
megoldhatd, és egy hasonld technoldgia folyamatosan iizemeltethetd, ahol 8-10 napos

tartozkodasi id6k esetében garantalhaté a 100%-os denitrifikacids hatékonysag.
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Bioremediacio
Aromas anyagok és a nitrat kKometabolizmusa

Torzsizolacio

- — =

e Aromas anyagok bontasara képes baktériumok izolalasa

e Szalicilat bontésra és denitrifikaciora képes baktérium

kivalasztasa
[ Szalicilatbontas vizsgalata ]
Nehézfémionok NO; mellett,
mellett anaerob
= = = =
e Nehézfém-tolerancia e A szalicilat anaerob modon, nitrat
vizsgalata mellett torténd bontasanak vizsgalata
e A nehézfémionok szalicilat- e A szalicilatbontas enzimatikus

bontasra kifejtett hatasanak vizsgalata
e A nehézfémionok denitrifikaciora

kifejtett hatasanak vizsgalata

44. jbra

hatterének vizsgalata
Az oxigenaz reakcio nitratigényének

meghatarozasa

Az aromas anyagok és nitrat kometabolizmusénak vizsgélata sordn elvégzett kisérletek

1dérendi sorrendjét mutatja a 44. abra.
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3.1. Aromas anyagok bontdsdra képes baktériumok izoldaldasa

Az izolalt baktériumok aromés anyag bontd képességének vizsgalata soran a két aromas
gytrat tartalmazo naftalinon, mint egyediili szénforrason novesztettik a sejteket. Ezt
kovetden megvizsgaltuk, hogy az adott tenyészetek a naftalin és szamos mas aromas vegyiilet
lebontasi intermedierjét jelentd szalicilatot képesek-e bontani (18. tablazat). Harom torzs
esetében kaptunk pozitiv eredményt (NA, FNN és NAF), mig az ACI jelt izolatum csak a
szalicilatot volt képes hasznositani. Az aktivitast mutatd baktériumok koziil azonban csak a
NAF jeli (P. butanovora) bizonyult az el6z6 kisérletsorozatok eredményeképp egyben
denitrifikéaciora is képesnek. Az adott munkafazisban olyan baktériumokat kerestlink, amelyek
enzimeivel egyszerre rendelkeznek, lehetévé téve, hogy a kapcsolt anyagcserét részleteiben is
megvizsgaljuk. Ezeknek a feltételeknek egyediil a P. butanovora felelt meg, mely a naftalinos
tapoldat aerob, razatott tenyészetében 108 db sejt mlt-es sejtkoncentraciot ért el. A

sejtszaporodas soran sarga intermedier megjelenését detektaltuk.

18. tablazat

Az izolatumok aromas szubsztrat hasznositasa

Novekedése Novekedése Novekedése | Novekedése
Torzsek naftalinon Szalicilaton naftalinon | Szalicilaton
Torzsek
PSH - - NNT - -
AFA - - PSM - -
ACI* - + BMY - -
BBA - - NF - -
RHO - - RSz - -
NA* + + RK - -
FNN* + + NAF +++ +++

* denitrifikdcidéra nem képes
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3.2. A szalicilat és nitrat kometabolizmusa

A kemosztatban az egy hetes inkubacid A szalicilat és a nitrat kometabolizmusa

soran bekoOvetkezett szalicilat-, nitrat-

cres —<>— szalcilat —@—
oD

szaporodasat kovetdé OD-novekedés a —- =
45. abran lathat6. A 7. napra a
tapoldatban a szalicildt mennyiségének
mintegy 70%-a oxidalodott, mig a nitrat

teljes mennyisége a denitrifikacié utjan

OD (600 nm)

tovabb alakult. A sejtek a 4. napra elérték

exponencialis novekedésiik végét, és azt

kovetden beallt a stacioner fazis, ahol a
sejtek 6x107 sejt ml* koncentraciot értek
el. Az exponencidlis novekedési fazis
vége egybeesett a nitrit-akkumulacio

maximumaval.

A 2. naptol a tipoldatban sarga

nitrat, nitrit koncentracié (mM) Szalicilat koncentracio (mM)

intermedier jelent meg, ami a szalicilat 0 5 4 6 8
teljes, katekol intermedieren keresztiil Id6 (nap)
torténd  lebontdsdra  utal, amelyet 45. abra

megerdsit az is, hogy a 2. napon a katekol-2,3-dioxigendz (K2,3DIO; SZMO=szalicilat
monooxigenaz) aktivitdisa mdar jol mérhetd volt a tdpoldatban (46. abra). Az enzimek
aktivitdsa mindvégig novekvo tendenciat mutatott.

A tapoldat kezdeti oxigéntartalma az inokulalast kovetdéen 6-8 ora alatt nullara csokkent.
Az anoxikus koriilményt jelzi, hogy az Osszes nitrat atalakulasabol szamitott maximalis
mennyiségll nitrit mennyiségének csak a fele akkumulalodott (teljes denitrifikacid), majd az
azt kovetd napokban tovabb redukalodott. A szalicilat oxidacidja kdzben a 6. napig szimultan
nitrat- €s nitritredukcio, ezt kovetden pedig mar csak nitritredukcio zajlott. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a nitritredukciot is koveti oxigéngyok felszabadulds, mert az anaerob
koriilmények kozott, amely a nitritredukcio elsddleges feltétele, az oxigendzok mashonnan

nem juthattak volna oxigénhez.
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A kimért enzimaktivitasokbol ¢s a Az oxigenaz enzimek aktivitasanak

sargaszini  intermedier = megjelenésébdl valtozasa
kovetkezik, hogy a szalicilatbontas terméke ~ 120 ESZMO T K2,3DI0

a katekol is tovabbalakult, am annak o> 100 f W
koncentracio-valtozasait 1évén ez a sejtek § 80 r

citoplazmdjaban zajlo, gyors folyamat nem % 60 r

tudtuk nyomon kovetni. A  szalicilat E 40 ¢

mennyiségi valtozasai, tovabba a SZMO ¢s Yoo

a K2,3DIO enzimek specifikus aktivitasai ° 1 2 3 4 5 &6 | 7 I
azonban jol mérhetdek voltak. Az irodalmi Id6 (nap)

adatok szerint a K2,3DIO enzim specifikus 46. 4bra

aktivitdisa minden vizsgalt baktérium

esetében nagyobbnak bizonyult, mint a SZMO enzimé és a kisérlet sordn mi is ezt az
eredményt kaptuk. Az exponencidlis novekedési fazis végén meghatdrozott specifikus
aktivitasok a P. butanovora esetében a kovetkezok voltak: 0.4 £ 0.09 a SZMO enzim ¢és 0.65
+ 0.14 a K2,3DIO enzim esetében. Mindebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a szalicilat
lebontasakor katekol-akkumulacié nem alakulhatott ki, vagyis a szalicilat oxidaciojat egyidejii
katekolbontas kisérte. Igy egységnyi szalicilat bontasakor egységnyi monooxigendz és
dioxigendz reakcio jatszodott le egymdés utan. Ebbdl kovetkezik, hogy ha megadjuk a
szalicilat ¢és nitrat fogyas aranyat, akkor tulajdonképpen az egymast kdovetd
monooxigenaz-dioxigenaz reakcid nitratigényét hatdrozzuk meg.

A kisérlet soran az egyes mintavételi napokra szamitott NO3z™-N: szalicilat aranyok értéke kis

mértékll novekedést mutatott (19. tablazat).

19. tablazat
A kisérlet soran meghatarozott NOs-N:szalicilat aranyok

Mintavételi napok 2. nap 3. nap 4. nap 5. nap 6. nap
NOs-N:szalicilat

0.98+0.31 1.18+0.51 1.01£0.06 1.32+£0.41 1.64+0.51
arany

A szalicilattartalma DSM 457 tapoldat a sejtek novekedéséhez sziikséges foszfatokat és
szulfat ionokat is tartalmazta a nitrationok mellett. Annak érdekében, hogy eldontsiik, hogy
valoban csak a nitrdtbol szarmazd oxigén hatasanak volt-e kdszonhetd az oxigenazok
miikddése, stacioner allapotu sejtekkel, anaerob koriilmények kozott, a szalicildt mennyiség

teljes eloxidalasdhoz elegendd moléris oxigénmennyiség kétszeresét tartalmazo szulfat,
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crer

napos inkubécié utdn csak a nitratot tartalmazd oldatokban volt kimutathaté a szalicilat
mennyiségének csokkenése. Igy a foszfatokban és a szulfatokban 1évé, illetve az esetlegesen
onnan felszabaduld oxigén gyokok méréseink alapjan nem jatszottak szerepet a kapcsolt

anyagcserében.

3.3. A katekol gytiriinyitasanak vizsgdlata

Célul kittzott feladataink kozé tartozott, o ] )
A katekol 2,3 dioxigenaz enzim

hogy jellemezziik az altalunk izolalt miikédése P. butanovora-ban

baktérium  szalicilatbontdsdnak  bio- 14 ¢

Lo , , ” — 1 perc
kémiai utvonalat. Elsésorban arra 12 | P

—— 2,5 perc PAN

kerestiik a valaszt, hogy a szalicilatbol

kialakul6 katekol a lebomlas soran a

OD értékek

katekol-1,2-dioxigenaz altal Kkatalizalt
orto-, vagy a Kkatekol-2,3-dioxigenaz

altal katalizalt meta-helyzeti hasitason

megy-e  keresztiil. A  baktérium
225 275 325 375 425 475

szalicilaton, mint egyediili szénforrason Hulldmhossz (nm)

o

torténd novekedésekor a sargaszini 47 4bra

intermedier megjelenése az utobbi,

vagyis az a-ketosav utat feltételezte. A A katekol 2,3 dioxigenaz gatlasa H.O»-dal
47. 4bran a feltart sejtekbdl szarmazd Nakazawa és Yokota nyoman
enzimekkel elvégzett kisérlet ered-
ményeit mutatjuk be. al
1t K 2,3 DIO
Az UV tartomanyban 275 nm-nél | ... K 1,2 DIO
elnyelési maximumot mutatd katekol % T
mennyiségének folyamatos fogyésa g %o
mellett 375 nm-nél  fokozatos al
abszorbancia-ndvekedést detektaltunk. 02
Irodalmi adatok szerint a 375 nm-nél 0200 2;0 2&0 296 320350 38(;-;.1-6 440 4;0
elnyelési maximumot mutatd termék Hullamhossz (nm)
megfelel a katekolbol meta-helyzeti 48. 4bra

hasitassal kialakuld 2-hidroxi-mukon-
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sav-szemialdehidnek, amely sarga szinli. A kapott eredmény alapjan elmondhato, hogy a P.
butanovora sejtek katekol-2,3-dioxigenazzal rendelkeznek.

Bar a Pseudomonas genus tagjaira altalaban ez a lebontasi ut jellemz6, nem ritka, hogy a
masik utvonal enzimével is rendelkeznek (Nakazawa és mtsai 1973). Ennek megvizs-
galasahoz az enzimpreparatumokat H,O»-dal kezeltiik, majd az inkubacids idd lejarta utan a
rendszerben maradt peroxidot kataldz enzimmel elbontottuk. A katekol 2,3-dioxigenaz,
szemben a katekol-1,2-dioxigenazzal, H2O2-0s kezelés utan nem nyeri vissza az aktivitasat,
igy ezzel a modszerrel szelektiven gatolhaté (Nakazawa és mtsai 1973). Ha az enzimek kozott
van katekol-1,2-dioxigenaz is, akkor a peroxidos kezelés utan a katekol bomlasabol 260
nm-en elnyelési maximumot mutatd cisz,cisz-mukonat keletkezik (48. abra) (Nakazawa és
mtsai 1973). A H202-0s kezelés utan még a 10 perces inkubacios id6 elteltével sem volt 260
nm-en kimérhetd abszorbancia ndvekedés. Mindez arra utal, hogy ez a sejtvonal nem
rendelkezik katekol-1,2-dioxigenazzal. Méréseink azt tamasztjak ala, hogy a P. butanovora a
katekol gytrinyitasat meta-helyzetben, a katekol-2,3-dioxigenaz enzim segitségével viszi

véghez.

3.4. Nehézfém ionok hatasa a novekedésere, a szalicilat bontdsra és a denitrifikaciora

A Nieto és mtsai (1989) meghatarozasa szerint, ha 1 mM Zn?*, Cd?*, Pb?*, Ni%*, Cu?" és 0.1
mM Hg%, vagy ennél nagyobb ion koncentriciok nem gatoljdk az adott baktérium
novekedését, akkor azokkal az ionokkal szemben a vizsgalt sejtvonal tolerancidt mutat. Az
adatok alapjan a P. butanovora két fémionnal szemben bizonyult toleransnak, ezek pedig a
Cu®* és Pb®" ionok voltak (1 mM). A vizsgilt nehézfémionok koziil a legerdsebb
novekedésgatld hatassal a Hg?* rendelkezett (20. tablazat).

A szalicilaton torténd novekedés soran a fémionok altalaban erésebb gatlohatast fejtettek
ki, igy még a vizsgalt legkisebb koncentracidban nehézfém iont tartalmazé rendszerekben
sem haladta meg a szalicilat bontds mértéke a kontrollhoz (nehézfémsot nem tartalmazo
szalicilatos tapoldat) viszonyitott 20-24 %-os hatékonysagot.

A sejtek denitrifikacidés enzimrendszere is érzékeny volt a nehézfémionokra. Egyediil a
Pb?* ion esetében volt No-gaz-képzddéssel jard teljes denitrifikdcid a maximadlis koncentracio

(tolerancia hatarkoncentracid) mellett, ahol még a sejtek szaporodni voltak képesek.
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20. tablazat

A néhézfémionok P. butanovora vizsgalt tulajdonsagaira kifejtett hatasai

Novekedés Katekol bontas

e . , Szalicilat Denitrifikacid (2-hidroxi-mukonsav-sze

Nehézfémion Novekedés , o mialdehid megielenése)
DSM 1 téptalajon tapoldatban (N2 képzés)
mM

zZn% 0.10 0.10 0.05 0.01

Hg?* 0.01 0.01 0.01 0.01

Pb? 1.00 0.10 1.00 0.10

Cu®* 1.00 0.10 0.50 0.10

Ni% 0.50 0.10 0.10 0.01

Cd** 0.10 0.05 0.01 0.01

crcr

(mM-ban), amely mellett még névekedés, szalicilatbontas vagy komplett denitrifikacié ment végbe.

Ahogy azt 2-hidroxi-mukonsav-szemialdehid megjelenése mutatta a szalicilat katekolon
keresztiil torténd teljes lebontasa tobb esetben is csak a kevesebb nehézfém sot tartalmazo
oldatokban ment végbe, mint ami mellett még aktiv szalicilat felvétel és bontds tortént.
Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy az aromés anyagokat kiséré nehézfém szennyezések
egy biodegradacios folyamat tobb szintjén képesek gatldhatast kifejteni. Az intermediereket
bontd enzimek érzékenyebbek lehetnek, mint maga a lebontand6 célszubsztrat elsddleges
oxiddza, ami az intermedier akkumulicidjdhoz vezethet. Ezért egy komplex
kornyezetszennyezés felszamolasa soran sosem elegendd csak az elsddleges szubsztrat
mennyiségének csokkenését nyomon kovetni, hanem figyelemmel kell lenni a keletkezd,

sokszor ugyanolyan mérgez6 vagy meég toxikusabb lebontasi koztitermékek mindségére és

mennyiségeére.

3.5. A részeredmeények osszefoglalasa

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a P. butanovora képes anaerob koriilmények kozott a
szalicilat és nitrdt kometabolizmusara, amelyet kiilonb6z6 nehézfémionok nagymeértékben
gatoltak. A szalicilat teljes lebontasaban kdzremitk6ddé monooxigendz és dioxigenaz enzimek
nehézfémion érzékenységében kimutatott elétérés felhivja figyelmet arra, hogy egy

biodegradacidos folyamat monitorozasa soran figyelemmel kell kisérni a lebontand6
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vegyiiletekbdl keletkezd intermedierek sorsanak alakuldsat is, mivel az intermediereket bontod
enzimek sok esetben érzékenyebbek lehetnek a kisérd szennyezésekre.

Kimutattuk, hogy a faj katekol-2,3-dioxigenaz enzimmel rendelkezik, az enzim plazmidon
torténd kodoltsagat azonban nem sikertilt bizonyitani.
A szalicilat anaerob modon, nitrat mellett zajlé bontdsa sordn meghatdroztuk az egymast
kdvetd monooxigenaz €s dioxigenaz enzimreakcid nitratigényét, amelyet NOs™-N: szalicilat
arany értékeként adtunk meg. Ez az ardny pl. 1.01 + 0.06, j6 egyezést mutatott az altalunk
vazolt reakciout sordn feltételezett 1:1 arannyal. A kisérletek soran a kemosztat rendszerben
kialakult NO3™-N: szalicilat arany segitségével egy tényleges bioremediacios eljaras soran a
kezelendd teriiletre kijuttatandd sziikséges nitrat mennyisége a szennyezd vegyiiletek
mindségének ¢és mennyiségének ismeretében jo kozelitéssel megadhatd. A nitrat nagy
mennyiségben, feleslegben torténd alkalmazasa feltételezhetéen nem ndvelné meg az
oxigendz reakciok sebességét, igy magat a lebontast sem, viszont az elfolyd nitrat- és az
akkumulalédott nitritionok tovabb fokoznak a kornyezetszennyezés mértékét. Természetesen
egy Osszetett ¢l0 rendszerben (talaj mikroflora) a nitrat nem csak az aromds vegyiiletek
kometabolizmuséara forditodhat, igy azonos mennyiségli szennyezéanyag elbontasahoz
sziikséges nitrat ardnya nagyobb lehet ilyen esetekben, mint a kisérleti rendszerekben. A
sziikséges nitrat mennyiségének kialakitasban jelentd szerepe van tovabba annak is, hogy a
kometabolizmus soran a baktériumok aktivan szaporodnak vagy stacioner allapotukban viszik
végbe a lebont6 folyamatokat.

Egy anaerob in situ bioremediacios eljaras soran a szennyezé anyagok ismeretében a
meghatdrozott, azok lebontdsdhoz elegendd nitratmennyiséggel megegyezd vagy annal
kevesebb nitrat alkalmazasat tartjuk célravezetonek, mivel igy nagy valdszinliséggel

elkertilhetd a talajviz nitrat- és nitrittartalmanak tovabbi emelése.

93



OSSZEFOGLALAS

Az elvégzett kisérletek soran a Pseudomonas butanovora nitratmentesité eljarasokban, illetve
a nitrat-kometabolizmusan alapulé anaerob talajremediacios eljardsokban  valo
alkalmazhatosagat vizsgaltuk meg. A kornyezetvédelmi biotechnoldgia két egymastdl teljesen
eltérod teriilete kozott a baktérium sajatos anyagcseréje jelentette a kapcsolatot, mivel mindkét
esetben a baktérium denitrifikdcios képességét hasznaltuk fel, mikdézben szamos Uj

informaciot nyertliink miikodésének részleteirdl.

7.

A batch és reaktor kisérletek eredményei azt bizonyitottak, hogy a P. butanovora a
Martienssen és Schops féle rendszer szerint a C tipusu denitrifikalok csoportjaba tartozik,
vagyis denitrifikdcioja sordn nitrit-akkumulacié torténik.

o Fiiggetleniil az alkalmazott szerves elektrondonor tipusatol a nitritredukciét a tapkozeg
kémhatasdnak emelkedése kisérte, amely negativ hatassal volt a nitrit-reduktaz
aktivitdsara. A nitrit-reduktdz 50%-o0s aktivitasvesztést szenvedett, amint a tapoldat
kémhatasa elérte a pH 8.8-as értéket.

e A szukcindt, az etanol és az ecetsav mind hatékony elektrondonornak bizonyultak a
denitrifikdcios aktivitdisok minden esetben nagyobbnak bizonyultak, mint a szukcinat
mellett mért értékek. A szerves elektrondonorok denitrifikciora forditott mennyiségének
kimérése soran az egyes szénforrdsok esetében meghatarozott optimalis C:N
tomegaranyok minden esetben jol kozelitették a nemzetkozi irodalomban kozolt értékeket.
Az etanol alkalmazédsa soran a meghatarozott C:N tomegaranyok értelmében egységnyi
nitrat teljes redukciojahoz kevesebb szénforrasra van sziikség, mint az ecetsav esetében,
tovabba egyszerli kezelhetdsége (nincs sziikség az influens pH-janak allitdséra) és a
kezelendd oldatban az altala kialakitott legkisebb pH valtozas miatt az etanol hasznélata
bizonyulna legkedvezdbbnek egy ipari denitrifikacios technologiaban.

e A P. butanovora moderalt sotiird baktériumnak bizonyult, és az ioncseréld nitratmentesitd
aktiv denitrifikaciora volt képes.

e A P. butanovora novekedését erételjesen gatoltak a kiillonbozo vizsgalt nehézfémionok. A

baktérium novekedése soran a Nieto féle rendszer szerint a Pb?" és Cu?* ionokkal szemben

toleranciat mutatott, a denitrifikicidja pedig az Pb?" kivételével minden nehézfémion
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esetében mar alacsonyabb koncentracid-tartomanyokban gétlast szenvedett, mint amelyek
a novekedést még nem befolyasoltak.

A P. butanovora minden altalunk vizsgalt denitrifikalé baktériumnal hatékonyabb
denitrifikalonak bizonyult.

A nitrdatmentesités (I) sordan kapott eredmények:

A P. butanovora mindkét feliileti hordozo, a zeolit és az ioncseréld gyanta felszinére
kik6tédott, azonban az igy kialakult biofilm segitségével, annak nagyfoku sériilékenysége
miatt, hatékony denitrifikacidé nem volt kivitelezheto.

A baktériumok kompozit gélmatrixba torténd immobilizaladséval olyan bioaktiv toltet volt
létrehozhatd, amelyek kiillonb6zd reaktor elrendezésekben, kiilonb6zé miikodtetési
feltételek mellett is magas denitrifikacios aktivitast biztositottak. A toltet mechanikailag
ellenallt az aramlési sebesség hirtelen valtozasainak (shear stress) és aktivitdsat nem
vesztette el az alkalmazott szénforrdsmennyiség csokkentésének, illetve a reaktor
belsejében felszaporodott fert6zd baktériumok hatadsdnak kdszonhetéen sem.

A kompozit gyongyoket bioaktiv toltetként tartalmazd bioreaktorok térfogatinak egy
nagysagrenddel torténd méretndvelését kovetden kialakult denitrifikdcios aktivitasok jol
kozelitették azokat az aktivitdsokat, mint amelyek az azt megel6z6 kisebb reaktorokra
jellemzodek voltak.

A 1éptéknovelési kisérletek utolsd 1€pésében egy napi 40-50 liter kapacitassal rendelkezd
pilot méretli denitrifikalo bioreaktor mitkodését teszteltiik, amely soran elértiik, s6t tobb
szempontbdl meghaladtuk hasonld rendszerek hatékonysagat. A bioreaktor az inffluens
nitratmentesitésre volt képes gy, hogy az effluens nitrittartalma a mitkodési napok nagy

részében az egészségiigyi hatarérték (1 mg 1”1 NO2-N) alattinak bizonyult.

A nitratmentesités (1) soran kapott eredmények:

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a P. butanovora alkalmas magas so- ¢és

crer

denitrifikacios aktivitds értéke nagymértékben fliggoétt az alkalmazott szerves
elektrondonor és nitratos szennyvizben 1évd natriums6 tipusatol. Az ecetsav ez esetben

jobb szubsztratnak bizonyult, mint az etanol. Kimutattuk, hogy a NaHCO3 a denitrifikacio
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folyamatat a nitritredukci6 szintjén, magas pH értékek kialakitasaval, gatolja. Igy ezt a
natriumsot egy tényleges technoldgia soran az ioncserés toltetek regeneralasara nem
ajanljuk, mivel a keletkez0 szennyviz biologiai rendszerrel torténd kezelhetOsége igy
Iényegesen csokken.

A Dbioreaktorokban kapott eredmények azt mutattdk, hogy az altalunk Osszeallitott
rendszerrel egy magas s6-és nitrat-koncentracioju oldat kezelése eredményesen
megoldhato, és egy hasonld technoldgia folyamatosan tlizemeltethetd, ahol 8-10 napos
tartozkodasi id6k esetében garantalhatd a 100%-os denitrifikdcios aktivitas. Ipari
technoldgia esetében azonban mindenképpen ajanlott a pH szabalyozas megoldéasa, mivel
a reaktorokban minden esetben a denitrifikaciot koveté pH emelkedés elérte azt az értéket
(8.8), ami mar a nitrit-reduktdz 50%-os aktivitasvesztését okozza. A kezelendd oldatok

kémhatasanak kontrollalasa és a rendszerek teljesen anaerob modon torténd muikodtetése

napokkal roviditheti le a szennyviz kezeléséhez sziikséges 1d6t.

A bioremedidacios kisérletek soran elért eredmeények:

A vizsgalt denitrifikald baktériumok koziil egyediil a P. butanovora volt képes a sejtek
szaporodasahoz a naftalint €s a szalicilatot szerves szénforrasként felhasznalni.

Anaerob kisérleti rendszerben bizonyitottuk, hogy a baktérium képes a szalicilét és a nitrat
kometabolizmusara, amely reakcié soran az aromas gytirit nyité oxigendzok miikodéséhez
sziikséges oxigén a nitrat redukcidja soran felszabaduld oxigéngyokok formdjaban allt
rendelkezésre. A kisérletek sordn meghataroztuk az anaerob koriilmények kozott
lejatsz6do, egymast kdvetd monooxigenaz, dioxigenaz enzimreakciok nitratigényét, és az
igy kapott arany jo egyezést mutatott az altalunk feltételezett 1:1-es molaris arannyal. A
meghatarozott arany segitségével egy tényleges bioremediacios eljaras soran sziikségesen
alkalmazando6 nitrdt mennyisége a szennyezd vegyiiletek ismeretében tervezhetd, ezaltal
elkeriilhetd az esetlegesen tulzott mennyiségben alkalmazott nitrat altal kialakulo
addicionalis koérnyezetszennyezés.

A szalicilat teljes lebontasaban kozremiikodé monooxigendz és dioxigendz enzimek
nehézfémion érzékenységeében kimutatott elétérés felhivja figyelmet arra, hogy egy
biodegradacids folyamat monitorozdsa soran figyelemmel kell kisérni a lebontando
vegyiiletekbdl keletkezd intermedierek sorsanak alakuldsat is, mivel az intermediereket

bontd enzimek sok esetben érzékenyebbek lehetnek a kisérd szennyezésekre.

96



A Pseudomoans butanovora kiilonb6zé koriilmények kozott kifejtett magas denitrifikacios
aktivitdsa, moderalt sotiird képessége, egyes fémionokkal szembeni tolerancidja, rovid
szénlancu szénhidrogének, klorozott szénhidrogének, aromas vegyiiletek és a nitrat anaerob
modon torténd kometabolizmusa, valamint az a tény, hogy mind a mai napig a baktérium altal
okozott humén megbetegedést még nem irtak le, mind eldsegithetik a baktérium tovabbi

4

kornyezetvédelmi biotechnoldgiai eljarasokban torténd alkalmazasat.
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SUMMARY

The objective of this work was to investigate the application of Pseudomonas butanovora
cells in nitrate-elimination technologies and in anaerobic bioremedation technology based on
the nitrate and aromatic substrate cometabolism of the bacterium. The denitrification ability
of the bacterium provided the connection between the two different environmental
biotechnological processes and our experiments allowed the detailed characterisation of the

denitrification process of the P. butanovora.

The results of the P. butanovora denitrification are as follows:

e The nitrite accumulation of the cells in batch and reactor experiments revealed that P.
butanovora is a group C denitrifying bacteria according to the classification of
Martienssen and Schops.

e The nitrite reduction of the bacterium was followed by the increase of the pH
independently from the applied organic electron donor that negatively influenced the
nitrite reduction. The ratio of the inhibition of the nitrite reduction in the cell turned 50%
as soon as the pH of the medium had attained 8.8.

e Succinic acid, ethanol and acetic acid served as sufficient electron donor for the bacterium
denitrification, but the measured denitrification activity was always higher in the presence
of ethanol and acetic acid. The determined optimum C:N ratios for the different substrates
were in great accordance with the previous results.

e P. butanovora proved to be a moderately halophilic bacterium capable of denitrifying
under high salt concentration.

e The growth of the P. butanovora was seriously inhibited by most of the examined heavy
metal ions; the cells tolerated the presence of Pb?* and Cu?* ions up to the tolerance level
determined by Nieto et al. The heavy metal ions had severe effects on the denitrification
of P. butanovora. Complete denitrification at the maximum concentration of the tolerance
was achieved in media containing Pb (1 mM).

e P. butanovora proved to be a more effective denitrifying bacterium than the other

investigated ones.
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Results of the nitrate elimination (1) are as follows:

P. butanovora developed biofilm on the surface of both carriers (zeolite and the ion
exchange resin) but reactor filled with the carriers had not effective denitrification because
of the instability of the biofilm (loss of cells due to the shear stress).

The bacterium immobilized into composite gel matrix exhibited high denitrification
activities independently from the bioreactors set up and the operation parameters. The
composite beads showed great mechanical resistance against shear stress and contributed
to the amount of concentrated denitrifying biomass available in the reactor despite the
high flow rate and the appearance of other strains.

The increase in the size of the bioreactor did not affect dramatically the denitrification
activity, which was close to the activity measured in smaller bioreactor.

At the end of the scaling up process the function of a pilot scale denitrification bioreactor
with loading rate of 40-50 I influent day™* was tested. The bioreactor had 100-90% nitrate
removal efficiency and the average concentration of the nitrite in the effluent was always
near the prescribed level throughout the experiment in spite of the high oxygen

concentration and excessive flow rate of the influent.

Results of the nitrate elimination (I1) are as follows:

The denitrification activity of the P. butanovora as a moderately halophilic bacterium was
dependent on the type of the applied organic electron donor in the presence of high salt
concentration. In this systems acetic acid proved to be the best stimulant of the bacterial
denitrification. The nitrite reduction of the cells was affected by the applied sodium salt as
well. NaHCOz inhibited the nitrite reduction by increasing pH.

The results of the bioreactors loaded with media containing nitrate and sodium salt of high
concentration showed that the biotreatment of such media can be solved effectively and a
similar technology can be run in the long run where 100% nitrate removal efficiency is

obtainable during 8-10 day retention time.
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Results of the bioremedation experiments are as follows:

¢ In an anaerobic chemostat system we showed that the P. butanovora was able to utilise a
simple aromatic substrate, salicylic acid as a growth substrate, and reduce nitrate
simultaneously. Under the anaerobic circumstances the oxygen necessary for the
enzymatic ring cleavage originated from the nitrate ions. During the experiments we
determined the nitrate requirement of a consecutive monooxygenase and dioxygenase
enzyme reaction and it was in great accordance with the amount of the theoretical ratio of
1:1. This ratio allowing the enumeration of the amount of the nitrate ions will be applied
during an in situ bioremedation process; being aware of the type and the concentration of
the contaminants the additional environmental contamination can be avoided by the usage

of nitrate ion in excess.

The application of the Pseudomonas butanovora in further environmental biotechnology
processes is promoted by its high denitrification capacity, degradation ability of short chain
hydrocarbons, chlorinated aromatic compounds, aromatic compounds under anaerobic

circumstance, tolerance of some heavy metal ions and being moderately halophilic bacterium.
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