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BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a novekvd gazdasagi aktivitisnak KoszonhetSen egyre
nagyobb mennyiségii szennyezé anyag keriilt ki a természetbe, melyek nagymértékben
kéarosithatjak az éldvilagot.

Jelenleg tobb, mint 6t millid vegyi anyagot irtak le, tobb ezer van kereskedelmi
forgalomban. Az ipar egyre nagyobb mértékben hasznél olyan szintetikus vegyszereket,
melyek a kdmyezetben €16 szervezetek szdméra ismeretlenek, igy lebontasukhoz nincs
meg a természetes hattér. A problémat fokozza, hogy a hulladékok altaldban nem csak
egy, hanem szamos szennyezd anyagot, és azok bomlastermékeit is tartalmazzik. Ezek
felhalmozddasa egy-egy teriileten dontGen befolyasolhatja a kialakult mikro- és
makroflorat.

A szerves molekulak atalakitasa, illetve teljes lebontédsa a természetes vizekben és
a talajban leggyakrabban mikrobialis aktivitis eredménye. Altalaban az egyedi fajok a
kialakult mikrobidlis dkoszisztémaban nem képesek az egyes szennyez$ anyagokat
bontani, hanem egymas mellett élve, kolcséndsen egyiittmiikédve maradnak fenn a
toxikus/elénytelen kdrmnyezetben. Ilyen kooperativ egyiittlét soran mar képesek lehetnek a
kiindulési és képzGdott anyagokat be tudjék épiteni a sajat anyagcsere folyamataikba. Ezt
felismerve a bioremedidcids eljardsokban a fejleszté laboratériumok tobbségében olyan
irdnyitott kultirakat alkalmaznak, melyekben kiilonboz8 sejtek tiszta kulturait keverik
Ossze, vagy hosszabb adapticiés folyamat eredményeként nyert egyedi kultirakat
hasznélnak a lebonté hatékonysag névelése érdekében.

A veszélyes szerves vegyiiletek lebontisat fSleg aerob mikroorganizmusok
végzik, melyek a szerves vegyiiletek oxidativ lebontasakor felszabaduld energiat sajat
fenntartasukra, szaporoddsukra haszndljak fel. A folyamat soran nagyrészt artalmatlan

szervetlen termékek (pl. szén-dioxid, viz), és szerves anyagok (pl. biomassza) képzdnek.

A szulfonalt aromés vegyiiletek egyik tipikus képvisel§je a szulfanilsav fontos
intermedier az azofestékek, névényvédBszerek és gydgyszerek gyartisiban. Szdmos
baktericid szulfonamid gyégyszer kiinduldsi vegyiilete, és ezek hatisa azon alapszik,
hogy gatolni képesek a prokarita nukleotid bioszintézist. Xenobiotikus szulfoncsoportja

és erSs negativ toltése miatt azonban sok baktérium sejtfalan nem vagy alig tud atjutni.



Biér a szulfon-csoportot hordozé aromés vegyiiletek 4ltaliban mikrobidlis médszerekkel
nehezen bonthatbak, t5bb baktérium torzset is sikeresen hasznéltak ilyen tipusi toxikus

anyagok semlegesitésére.

A bioreaktorokban a fermenticié sordn a sejtek kontrollalatlan kijutﬁsét a
természetbe célszerli megakadalyozni. Egy viszonylag jkeletii és egyre elterjedtebb
modszer a sejtek régzitése, hordozéba zirasa. Szamos olyan eljaras ismeretes, amelyben
az immobilizalt mikroorganizmusok j6 hatékonysaggal alakitjak 4t a szerves vegyiileteket
megfeleld szelldztetés mellett anélkiil, hogy a sejtek a kdmyezetben elszaporodnénak.
Kis térbe zarva nagy aktiv biomassza koncentracio dllithatd el6. Az immobilizalas
tovabbi komoly elénye, hogy a sejtek a matrixban kozel keriilnek egyméshoz, ami
lehetdvé teszi a sejtek kozotti kozvetlen anyagesere forgalmat, mely dontSen

befolyasolhatja a lebonté folyamat sebességét.

CELKITUZES

A balatonfiizf6i Nitrokémia RT gyértisi folyamatainak melléktermékeként
viszonylag nagy mennyiségli szulfanilsav keletkezik. Ennek a vegyiiletnek a
hatéstalanitasara kivantunk a gyarral kzosen egy biotechnolégiai médszert kidolgozni.

A dolgozatban ismeretjiik

- olyan mikroorganizmus izoléldsat, jellemzését, amely nagy hatékonysaggal képes a
szulfanilsavat bontani, artalmatlanna alakitani,

- a biodegradaciés folyamat optimalizaldsit mind laboratériumi mind ipari szinten,

- a rendszer hatékony miikddtetését immobilizalt sejtekkel, laboratériumi 1éptékben,

- azokat a biokémiai vizsgélatokat, amelyek a lebontasi utvonal pontosabb felderitését
célozzak.



EREDMENYEK

Izoldltunk egy baktérium torzset, mely egyediil képes volt a szulfanilsavat, mint
kizar6lagos szén, nitrogén és kénforrast hasznositani. A lebonté folyamat soran kéros

melléktermékek nem keletkeztek.

Izolatumunkat az API 20 NE rendszer alapjan Pseudomonas paucimobilis-ként
azonositottuk. E baktérium j6l ismert mas bioldgiai lebonté folyamatokkal foglalkozd
kutat6k kdrében. '

Optimal.izéltuk laboratériumi koriilmények kozott a baktérium szuifanilsav bontasat.
" Megvizsgaltuk egyes sok, ionok a sejtek lebonté aktivitasara gyakorolt hatasat.
Megallapitottuk, hogy a tapoldat foszfattartalma jelentGsen javitja a konverzidt, de
nem haladhatja meg a 10 mM koncentraciot. Kimutattuk, hogy Ca¥, és Mg2+ ionok

elengedhetetlenek a sejtek szadmara.

A szulfanilsav konverzidja pH figgésének vizsgalata kapcsan megallapitottuk, hogy

a7 jzolalt sejtvonal csak meglehetdsen szik, pH=6,5-7,0 tartoményban volt aktiv, és

‘;;'ﬂ'=5,0"alan és pH=7,5 folott az adott kdmyezetben egyaltalan nem szaporodott. Az
'sejtek novesztése soran jelentSs pH valtozast tapasztaltunk, mely a sejtek aktivitasara
is visszahatott. A lehetséges lebont6 ut 1épéseit Gsszevetve a pH optimalizélas soran
“kapott eredményekkel, felvetettiik annak a lehetGségét, hogy egy kezdeti NH,
képzGdés okozza a pH emelkedést, majd a szulfon csoport lehasadasa, valamint CO,

felszabadulasa miatt indul meg a tapoldat pH-janak cskkenése.

" Kimutattuk, hogy a szulfanilsav bontashoz vas ionok jelenléte sziikséges.
Izolétumunk mér 0,05 mM Fe? jelenléte esetén is jo hatékonysaggal bontotta a
szulfanilsavat, mig vas hianydban jelentGsen romlott az aktivitds, a szennyvizes

kisérletekben pedig egyaltaldn nem volt kimutathatd a szulfanilsav bontésa.

Kimutattuk, hogy a P. paucimobilis hatékonyan metabolizlja a szulfanilsavat széles
koncentrici6 tartoményban. 5-20 mM szubsztrat koncentricié esetén 2-3 nap alatt



100%-0s konverziét tudtunk elémi, mig 20 mM folott koncentré‘ci()k esetén a
folyamat hosszabb iddt vett igénybe (5-10 nap), és a lebontds hatékonysiga még
kielégitd volt, bar nem érte el a 100%-ot feltechetden a tipoldat savanyodasa
kovetkeztében. Erdekes médon a sejtkultira még extrém magas, tobb, mint 100 mM
szulfanilsavat is képes volt toleralni, és egy nyugvé fazis utan elkezdte metabolizalni
a szubsztratot. A P. paucimobilis e rendkiviili képessége miatt potencilisan alkalmas

lehet a erGteljesen szennyezett komyezet artalmatlanitasara is.

Bizonyitottuk, hogy a P. paucimobilis ipari korilmények kozoétt is alkaimas
szulfanilsav eltavolitasara. Szennyviz oldatban, melyet peptonnal és vas(II)-ionokkal
kiegészitettiink a sejtek ot nap alatt a szubsztrat 30%-at metabolizaltik. A lebontas
sebessége id6ben emelkedS tendencidt mutatott, és egy honap utin a szulfanilsav
67%-a elfogyott a szennyvizb6l. Ez az eredmény jonak mondhatd, mindazonaltal-a

paraméterek tovabbi optimalizalasaval valésziniileg tovabb javithato.

A sejtek szubsztrat specificitasanak vizsgalata sordn bemutattuk, hogy a P.
paucimobilis j6 hatékonységgal képes bontani a szulfanilsav mellett a protokatekolt
(PC), a p-amino-benzoesavat (PABA), némileg gyengébben a metanilsavat,~mig
anilin, o-diklérbenzol, trinitro-benzolszulfonsav, szulfoszalicilsav és naftalin-

diszulfonsav szubsztratokon egyaltalan nem volt sejtnovekedés.

Enzimatikus mérések segitségével alatamasztottuk, hogy a kizarélag szulfanilsavon
felnétt sejtekben olyan enzimaktvitas indukalédik, amely az aromas gyirit oxidativ
moédon felnyitja. A kisérletekben protokatekolt, mint potencidlis intermediert
hasznaltunk, és spektrofotometrids méréssel kimutattuk, hogy a szulfanilsav tartalma
tiptalajon felndvesziett sejtekben olyan enzim indukalédik, mely a protokatekolt
képes oxidalni. Hasonld, bar némileg gyengébb aktivitdst tudtunk kimutatni olyan
sejtek extraktumaban is, amelyek protokatekolon, mint egyediili szénforrason néttek
fel. A komplex taptalajon tenyésztett sejtek esetén ilyen aktivitas egyaltalan nem volt
detektalhaté. A lebonté enzimrendszert tehdt a sejt kérnyezetében megjelend toxikus

anyag indukalja.



Kimutattuk, hogy a kiilonboz6 szerves szubsztratok alternativ lebontasi itvonalakat
indukathatnak. A kiitonboz6 szubsztratokon nétt sejtek fehérjéinek Osszetételét SDS-
gélelektroforézis médszerrel megvizsgélva ravilagitottunk, hogy a P. paucimobilis
sejtekben a kiilonbdz6 szubsztratok hatisira eltérd molekulatdmegl enzimek
indukalédnak. A szulfanilsavon nétt sejtek dsszfehérje Gsszetétele nagyon hasonlit a
PABA-n nitt sejtek fehérje mintazatdhoz. Egy 39 kDa molekulatémegi fehérje
azonban csak a szulfanilsavas mintakban jelenik meg, ezért valdszini, hogy ennek az
enzimnek a szulfoncsoporttal kapcsolatos reakcio(k)ban van szerepe. A
protokatekolon nétt sejtek fehérje mintdzata hatarozottan eltér ezektdl, és némi
eltéréstd] eltekintve inkabb a komplex tapoldaton nétt sejtek fehérje Osszetételének
felel meg. Ezekbdl a kisérletekbdl és az aktivitasmérésekbdl azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a P. paucimobilis t5bb, alternativ lebontasi utvonallal rendelkezik,
.amelyekben a kiilonbdzd mono- és/vagy dioxigenazok kulcsszerepet jatszanak. Ezen
enzimek tulajdonsagai killonbozéek, de a szubsztratspecificitdsuk valészinileg

némileg atfedhet.

‘Folyamatos iizemii atfolyasos reaktorban alkalmazhato, a sejteket zart térben rogzitd
immobilizilasos modszert fejlesztettiink ki. Tobb, kilonféle immobilizalasi technikat
probaltunk ki. Az adszorpcion alapuld sejtrogzitési eljaras a sejtek aktivitasat nagyon
kedvezden befolyasolta, azonban nem tartotta vissza a szaporodé sejteket, igy olyan
eljarasokban alkalmazhaté hatékonyan, ahol a sejtek kiszaporodasa nem jelent
.problémat. A legjobbnak az az eljaras bizonyult, melyben a sejteket jol definialt
szerkezetii és méretii alginat-gelrite kompozit gélbe zartuk. Az igy elGéllitott - sejteket
tartalmazd - gyongyok mechanikai szilardsiga megfelelt az elvarasoknak, beldle a
:sejtek nem szaporodtak ki, s mindemellett a sejtek megdrizték aktivitdsukat. Ez a
‘sejtrogzitéses eljaras mar jol felhasznalhaté a méretndveld kisérletekben, atfolyasos
.reaktorokban mivel a gyongyok elkészitése egyszerii, a tulajdonsagai kielégitik a
‘kivdnalmakat, és a benniik immobilizalt sejtek hosszabb idén at képesek megbrizni

-metabolikus aktivitasukat.

Meéretndveld  kisérletekben igazoltuk, hogy a P. paucimobilis rendszer ipari
méretekben is alkalmazhatdbioremediacids célra. A Veszprémi Egyetem egy kutaté

csoportjdval kooperacidban végzett kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy



izoldtumunk kivaléan alkalmazkodott a méretndvelés soran némileg megvaltoztatott
kériilményekhez. Egy kaszkad rendszeri immobilizélt sejtes bioreaktorban igen jo,
90%-0s bonté aktivitast értiink el a gyakorlati felhasznlas sordn igényelt

koriilmények kozott.

e Az izolitum és az eljards az ipari felhasznalds tekintetében sok -eldnyds
tulajdonsaggal bir, széles korben alkalmazhato, ezért szabadalmaztatasa folyamatban

van.
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