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I. Mi az a kornyezet(védelm)i biotechnolégia?
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Bevezeto

A kornyezeti biotechnologia egy uj, fejlddd tudoméanyag. Ha boncolgatjuk a
szO0sszetételt, a kornyezet sz6 azt sugallja, hogy a tanulmanyok, kisérletek kozvetlen
a kornyezetben, vagy kornyezetbdl szarmazé mintdkkal folynak, illetve a
kornyezetben valo alkalmazhatdsdgra koncentrdlnak, valamint olyan kutatasok,
melyek ki/felhasznaljadk a kornyezeti informacidkat mds nagyobb dologhoz. A
biotechnologia szd két részre bonthato, a bio- eldtag jelzi, hogy hangsulyozottan a
biologia tudoméanyagon van a hangsuly (tehat nem kémia, vagy fizika), a
kutatok/fejlesztok  kutatdsaikat kozvetlenil a kornyezetbdl szarmazd €16
szervezetekkel végzik. A technologia sz6 pedig arra utal, hogy ezesetben a biologiai
alapkutatasok eltolodnak kicsit az alkalmazott vagy technologiai iranyba. Ez lehet

egy Ujonnan fejlesztett technoldgiai eszkoéz (pl. PCR) vagy informécid (pl. genom



szekvencia) alkalmazasa a kornyezetben lejatszodo biologiai folyamatok analiziséhez.
Példaul lehet a kornyezeti biotechnologia informéacié befogadd is mas
tudomanyagaktol. Masrészt technoldgiai szempontbodl olyan hasznosithatd bioldgiai
informaci6é nyerhetdé a kornyezetbdl, melyet a kdrnyezetben lejatszod6d folyamatok
megértésé¢hez fel tudunk hasznalni (pl. szén ciklus, fém transzformacio). Harmadrészt
a kézzel foghat6 biologiai anyagok €s a kornyezetben lejatsz6do bioldgiai folyamatok
ismerete is atvihetd, hasznalhaté mas tudomany teriileten is.

A kornyezetben nehezen bomld vegyszerek mindig nagyon érdekelték a
kornyezeti biotechnologia teriiletén aktiv kutatokat. A vegyszer-mikroba kapcsolat a
mikrobialis kozosségen beliil is valtozast idéz el6, 0j katabolikus utak alakulnak ki, és
eddig ismeretlen fajok megjelennek, érvényesiilhetnek. Ezek tesztelése gyakran uj
kornyezeti monitorozasi technologidkat alapoz meg, €és lehetéség nyilik arra, hogy
tobbet megtudjunk a mikroorganizmusok koélcsonhatasairdl illetve adaptaciojukrél a
kornyezeti viszonyokhoz.

A vegyiiletek kiilonosen nagy kihivast jelentd osztilya a kornyezetben a
nehézfémek. Mig a szervesanyagok szén-, €s/vagy energiaforrast szolgaltatva a
mikrobak szaporodasdhoz metabolizalodnak, mikozben CO: keletkezik, addig a
nehézfémek csak redukalodnak vagy oxidalodnak. A radioaktiv fémeknek kiilonleges
kornyezeti vonatkozasuk van, hiszen kutatdsok bizonyitjak, hogy vannak olyan
mikroorganizmusok, melyek képesek ezeket atalakitani. Uranium banyak kornyékén
Desulfovibrio és Geobacter fajokat azonositottak, melyek esetében bizonyithato volt
a radionuklid transzformaci6. Nehézfém transzforméciora képes fajok genom
szekvenciajat vizsgaltak — Shewanella oneidensis, Geobacter sulfurreducens -, ezek
ismeretében megjosolhatd, mely gének jatszanak szerepet a fémredukcidban.

Nagyon sok szervesanyag van, melyet nehéz lebontani. Ennek ellenére (vagy
éppen ezért) a mikroorganizmusok folyamatosan fejlddnek €s 0j lebontasi utakat
talalnak, hogy képesek legyenek életteriiket kihasznalni a kdrnyezetben. Kifejlesztik
vagy szerzik a képességet, hogy a bontdsnak ellendlld vegyiileteket atalakitsak, igy
egyéni/kiilonds elkiiloniilt mikroba szigeteket kapunk, addig amig képességeiket szét

nem szorjak a koriilottiik €16 mikroba kozosségben laterdlis géntranszfer segitségével.



Tobb mikroorganizmus csoportot ismeriink, melyek a bontasnak ellenallo
vegyliletek lebontasanak mesterei. Pl1. a Rhodococcus fajok kozismert, hogy nagyon
sokféle szerves vegyiiletet képesek lebontani. Larkin és mtsai szerint képességeiket 3
tényez0 eredményezi: 1. kiilonbdz6 mono-, és dioxigenazokat kodold gének megléte,
2. a toxikus vegyliletekkel szembeni tolerancia, 3. vannak nagy lineéris plazmidjaik.
Valészintileg a Rhodococcus-oknak nagy mennyiségben vannak degradativ génjeik,
¢s a talajban széles korben elterjedtek, és nagy linearis konjugativ katabolikus
plazmidjaik vannak, ezen tulajdonsagok teszik lehetové, hogy ez a csaldd gyorsan
reagaljon egy 0j kémiai valtozasra/kihivésra, és kifejlesszen megfeleld katabolikus
utakat, mely altal konnyebben jut 0j potencidlis szén-, és energiaforrashoz.

A bakterialis katabolikus utak kialakulasaban/fejlodésében a f6 tényezo a fenti
elmélet és megfigyelés szerint a széles gazdaspektrumu konjugativ plazmidok
léte/hianya. Az egyik legismertebb ¢és talan legfontosabb ilyen plazmid az IncP, mely
képes szamos baktériumba atjutni. Biodegradativ kazettai miatt nagy jelentségii a
metabolikus degradacios utakban ¢és szerzett génjeit képes Osszekombindlni a
meglévokkel, ezéltal 0j tulajdonsagra tesz szert a hordoz6 baktérium.

A plazmidok mellett a baktériumok kozotti géntraszferben a fagok is szerepet
jatszanak. (A tengeri virusok a legelterjedteb biologiai lények a f6ldon.) A virusok
egészen biztos, hogy lényeges szerepet toltenek be azon baktériumok fejlédésében,
melyekben €l0skddnek. Teény, hogy tobb megszekvenalt (ismert) tengeri fag genomot
megtalaltak bakterialis gének kozott, ami igazolja az el6bbi feltevést.

Megjelenik egy biodegradativ funkcid, mely az id6 soran szamos kiilonb6zd
baktériumba bejutva képessé teszi azokat a funkciora, pl. alkdnok bontisara. A
kiilonb6z6 baktériumokban ezek a funkcidk atalakulnak, moddosulnak, igy szamos
eltérd tulajdonsdgot mutatva megmarad az alapfunkci6é sokféle megjelenésben. PI.
Szamos enzimet ismeriink, melyek képesek az alkdnokat oxidalni: P450
hidroxilazoktol a nem-hem vas-vas hidroxilazokon at a réztartalmu
monooxigenazokig. Mig ezen enzimek elsddleges feladata a baktériumokban az alkan
metabolizmus megkezdése, komoly az érdeklédés irantuk a kémiai szintézis ipar
részérdl, mivel ezek az enzimek képesek katalizdlni sztereo-, régio- ¢és

enantioszelektiv reakciokat is.



A kornyezeti biotechnologia feladata bioszenzorok Iétrehozésa is. A
bioszenzorok rendkiviil fontos szerepet jatszanak bizonyos a kérnyezetben megjelend
szennyezések, toxikus vegyiiletek korai kimutatdsdban. Modositott vagy specifikus
enzimeket, sOt teljes, genetikailag modositott katabolikus utakat fel lehet e célra
hasznalni. Ezeket a genetikailag mddositott rendszereket kdrnyezeti alkalmazasokban

is lehet hasznalni pl. hasznos végtermékek allithatok eld veliik.

I.1. Miért van sziikség a kérnyezetvédelemre, a kbrnyezeti
biotechnolégiara?

»A kornyezet alkotd elemei egymassal szoros Osszefiiggésben léteznek, az egyes
elemekre hato artalmak a kornyezet egészére kihatnak. Ha a fennallo egyensulyt
megbontjuk, belathatatlan kornyezetvédelmi problémakkal talalhatjuk szembe
magunkat.”
A baj akkor kezd6dott, amikor az ember tobbet termelt, mint amennyire sziiksége
volt, és az iparosodassal rohamosan romlott a helyzet
Fejlodd ipar  —» felhalmozo6do hulladék  —»  veszélyes anyagok

Két {6 probléma: - hogyan és hova helyezziik

- hogyan tavolitsuk el

A Fold mikroflérdjanak valasza az Gjonnan megjelend anyagokra: adaptacio

|.2. A bioremediacio

A remediacié (latin eredetli sz0, gyogyitast jelent) a szennyezdéanyagok kdrnyezetet
karositd hatdsanak csokkentése, vagy megsziintetése, a szennyezett talaj, viz vagy
iledék ,,meggyogyitasa”.

A remediaciés technolégiak koziil koltségét tekintve legeldnydsebb a
bioremediacio. A biotechnologia alkalmazhatosdgat a szennyezett teriilet és a
szennyezd ismeretében donthetjiik el, kémiai €és bioldgiai vizsgalatok és technoldgiai

kisérletek alapjan.



A bioremediacié olyan technologiai eljaras, mely bioldgiai rendszereket hasznal a
kornyezet megtisztitasara a (toxikus) szennyezéanyagoktol.
A bioremediacidhoz kapcsolodé alapvetd fogalmak:
- biodegradacié: szerves anyagok bioldgiai uton torténd elbontasa, mely sordn COo,
viz és biomassza keletkezik
- biotranszformacio: szeves vegyiiletek bioldgiai uton torténd atalakitasa, mely soran
a kiindulasi vegyiilettdl mindségileg eltérd vegyiilet keletkezik
- biostimulacié: a ,,bennsziilott” mikrofléra életfeltételeinek javitasa azaltal, hogy
asvanyi anyagokat adunk a kornyezetiikbe. Elsésorban in situ eljarasokban
alkalmazzak
- bioaugmentacié: a célvegyiilet bontdsara képes mikroorganizmust nagy
mennyiségben juttatjdk ki a szennyezett teriiletre. Lehet bennsziilott faj, de mas
eredetli (mashonnan szarmazhat) is
- biolégiai hozzaférés: egy adott vegyiiletet mennyire tud megtdmadni egy
mikroorganizmus. Ebben meghataroz6 paraméterek a vegyiilet kémiai tulajdonsagai,
a kornyezeti feltételek
- biodegradacios potencidl: a mikroorganizmus szamdra mennyire elfogadhato,
bonthat6 egy vegyiilet, fligg a biologiai hozzaféréstdl, és a mikroorganizmus egyedi
tulajdonsagaitol
EX situ talajtisztitasnal a szennyezés helyérdl eltavolitott, kiasott talajt kezeljiik
prizmakba rakva, vagy reaktorokban, gyakran iszapallagban.
In situ talajtisztitasi technologia esctében a kezelendé talajtérfogatot minden
iranyban nyitott reaktorként kell kezelniink, s a technologiai paramétereket a talaj
belsejében biztositanunk. Az 4llo szildrd fazisbol adodd gradienseket és a
természetes inhomogenitasokat a tervezés soran kell figyelembe venniink.
A bioremediaci6 hatékonysagat szamos tényez0 befolyasolja (késébbiekben
bévebben kifejtjiikk) - kornyezeti tényezok

- mikréba populaciok



|.3. Természetben (nem/)el6fordulé szervesanyagok —
fontosabb funkciés csoportok

Kornyezetiinkben a kémiai elemek, vegyiiletek legvaltozatosabb formait
megtalaljuk, a legegyszertibbtdl a legbonyolultabb szerkezetig. Tébb mint 10 millid
vegylletet ismeriink

» Alifas, ciklusos, aromas

» Alkohol, aldehid, amin, azo, karboxil, klér, ciano, epoxid, észter, éter, nitro,

foszfat, szulfonat, thiol,...

* Heterociklusos vegyiiletek (N, O, S, kevert)

Kornyezeti problémat akkor jelentenek, ha nincs, vagy nagyon lassu a természetes
lebontasi, atalakitdsi folyamatuk (recalcitrant = lebontdsnak ellenalld vegyiiletek,
xenobiotikumok = természetidegen vegyliletek). Kutatd-laboratériumokban nagy
eréfeszitéseket tesznek a természetidegen vegyiiletek lebontasara, de keveset hallunk
azokrél a vegyiiletekrdl, melyek a természetben el6fordulnak, mégsem bontjak
konnyedén a mikroorganizmusok. Manapsag mar a xenobiotikum sz6 jelentését nem
azonositjdk a nem bonthat6 kifejezéssel, ugyanis szdmos példa bizonyitja, hogy
emberalkotta vegyiiletek biologiai titon torténd lebontasa is tobb esetben (kdnnyen)
megoldhaté mikrobdk segitségével, csak a megfeleld koriilményeket kell biztositani.
Mindemellett taldlunk tobb olyan természetes uton képzddd vegyiiletet, melynek
mikrobidlis bontasara szinte alig taldlunk példat, és ezekben az esetekben is lassu,
vagy részleges a biodegradacio. Két példat emlitiink meg, az egyik a klérmetan, mely
a természetben kb 5 x 10° kg/év mennyiségben keletkezik, ipari el8allitasbol pedig
csak 2 x 107 kg/év. Illetve a ma ismert legtoxikusabbnak tartott vegyiilet a fluoracetat,
melyet legalabb 34 ndvényi faj termel (pl. Gastrolobium, Oxylobium, ...). Ezek
biologiai lebontasardl még igen kevés az informécionk.

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy nem azt kell figyelembe venni, hogy milyen
eredetli vegylilettel allunk szembe, hanem sokkal fontosabb informécio, ha tudjuk, pl.
milyen funkcios csoportokat hordoz a molekula, és az sem mindegy, hogy hany-, és

hanyféle funkcids csoportot talalunk egy molekulan.



A Dbioinformatika szerepe ma mar elvitathatlan. Segitségével olyan
lehetdségekhez jutunk, mely a kisérletes munkat nagymértékben megkdonnyitheti,
leroviditheti: az ismert enzimatikus reakciok csoportositasa, hipotetikus lebontasi
utvonalak felallitasa a funkcids csoportok alapjan, egy/tobb mikroba kivalasztasa
adatbazisokbol. Egyik ismert és hasznos internetes honlap a Minnesota Egyetemen
keresztiil érhetd el:

http://umbbd.ahc.umn.edu/index.htmlWelcome to MetaRouter

I.4. A bioremediacios eljarasokban élenjaré mikroorganizmus
csoportok

Kornyezetiinkben rendkiviil sok és sokféle mikroorganizmus €l. Ezek nagyrészét még
nem is ismerjilk. Az ismertek kozott akadnak kevésbé jelentds, és/vagy nehezen
szaporithatd fajok, de talalunk szamos fajt, mely ipari, biotechnoldogiai szempontbol

szamunkra nagyon fontos. Ezek koziil emlitiink meg néhanyat az alabbiakban.

[.4.1. Pseudomonas fajok jellemzése, jelentésége

* Proteobacteria — torzs
— Gammaproteobacteria - osztaly
=  Pseudomonadales — rend

/7

«» Pseudomonadaceae — csalad
v" Pseudomonas — nemzettség

Gram negativ, aerob palcak, kemoorganotrofok. Tobbségiik polaris flagellummal
mozog. Pigmentjeik jellegzetesek, ezek alapjan is csoportositjak ¢ket: fluoreszcens
¢s nem fluoreszcens pigmentet hordozok (eldszor 1894-ben irtak le a fluoreszcens
csoport tagjait). Feliiletaktiv anyagokat (rhamnolipidek), fitohormonokat (pl.
pioverdin), hidrolitikus enzimeket, oxigenazokat termelnek, melyeknek kdszonhetik
jelentOségiiket a biotechnologiai vizsgalatokban, eljarasokban. Plazmidokat
hordoznak, ezek felelések szamos fenotipikus tulajdonsagért (pl. antibiotikum
rezisztencia, metabolikus utakat katalizalo6 enzimeket kdodold gének). Aerob
mikroorganizmusok, igy  altaldban a molekularis oxigént hasznaljak végso

elektronakceptorként, de néhany faj képes alternativ e- akceptorként a nitrat (esetleg


http://umbbd.ahc.umn.edu/index.html
http://umbbd.ahc.umn.edu/index.html

szulfat, foszfat) oxigénjét hasznalni oxigénlimitalt kornyezetben. A legdominansabb
csoportja a talajmikroorganizmusoknak. Sok faj koziiliik képes Xxenobiotikumok
torzs sokszor képes tobb kiilonbozd vegyliletet is, mint szénforrast hasznositani.
Jellemz6 képvisel6ik: P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri, P. cepacia

P. aeruginosa, P. mallei — ember-, allatpatogén

P. syringae — ndvénypatogén

Plazmidok

Kettds szalti cirkularis DNS molekuldk, nem eszencialisak. Onallo
replikaciora képesek, de a gazdaszervet fehérjéire, enzimeire sziikségiik van. Jellemzo
méretiik 1-200 kb (legkisebb 874 bp - hipertermofil mikroorganizmusbol), de
ismeriink megaplazmidokat, melyek mérete elérheti az 500-1000 kb-t. Alacsony v.
magas kopiaszamban vannak jelen. (vannak konjugativ, és mobilizalo plazmidok,
melyek elsésorban a tulajdonsdgok orokitésében, a plazmidok egyedek kozotti
vandorlasaban/ataddsaban jatszanak szerepet). Az eltérd tulajdonsagokat hordozo
plazmidok lehetnek egymassal kompatibilisek vagy inkompatibilisek, ett6l fliggéen,
vagy fennmaradnak egymas mellett vagy nem egy mikroban beliil.
A biodegradacios utak enzimeit kodolo gének lehetnek kromoszéman, vagy
(gyakrabban) plazmidon kodoltak A legismertebb katabolikus plazmidokat a
Pseudomonasokban talaljuk: TOL (pWWO), NAH, SAL, CAM, ...

Linearis plazmidok is léteznek, pl. Streptomycesekben

[.4.2. Sphingomonasok

» Proteobacteria — torzs
— Alphaproteobacteria - osztaly
= Sphingomonadales — rend
% Sphingomonadaceae — csalad
v Sphingomonas — nemzettség

Eléfordulnak folyovizekben, vizvezetékekben, talajban, tengeri iiledékekben,
rizoszféraban, korhdzi késziilékek feliiletén, kiillonbozd betegségekben szenvedd

emberekbdl izolalhatdak, ill. ndvényi patogének is akadnak kozottiik.
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Gram negativ, aerob palcak, kemoorganotrofok. Tobbségiiknek van egy polaris
flagelluma. Nem fluoreszcens, karotinoid pigmentjiik a nostoxantin jellegzetes sarga
szint ad a sejteknek. Egyedi membran strukturajuk van, a Gram negativ baktériumokra
jellemzd lipopoliszaharidok helyett glikoszfingolipideket tartalmaz (a savas szénhidrat
felszin az eukaridtakra jellemzO), ez fajmeghatarozo bélyeg is. (Csak 15-20 éve
ismerték fel, hogy a pseudomonasoktol eltérd tulajdonsagokkal birnak, addig nem is
alkottak kiilon csaladot.). Exopoliszacharidjuk a gellan, fontos élelmiszer és ipari
alapanyag. Viszkozus és rendkiviil stabil (pH=2-10-ig terjedd tartomanyban) polimer,
mely 90°C-on olvad csak meg.
Szintén jelentds szerepet jatszanak a biodegradacios folyamatokban —
xenobiotikumok bontésa
Jellemz6 képviselok: S. paucimobilis, S. capsulata, S. elodea, S. subarctica,

S. diminuta, S. adhesiva

1.4.3. Bacillusok

e Firmicutes — torzs
— Bacilli - osztaly
« Bacillales - rend
++ Bacillaceae — csalad
v Bacillus — nemzettség

Gram pozitiv, aerob (fakultativ anaerob) palcak igen elterjedtek a kornyezetben.
Hdstabil endospordjuknak kdszonhetden az extrém koriilményeket is képesek talélni.
Extracellularis enzimeik miatt ipari jelentdségiik nagy, de a bioremediacids
eljarasokban is eldszeretettel alkalmazzak oket pl. alifas vegyiiletek, fehérje-, cukor
polimerek bontasara. Egyik legjelentésebb ipari enzimiink a subtilisin, alkalikus
proteaz, melyet a B. subtilis termel, és a mosdszeripar hasznositja. A keményitd
bontdsdban jelentds szerepe van az o-amildznak, melyet tobbek kozott. a B.
licheniformis termel. Ez a faj emellett keratinaz enzimet is termel, mely a stabil toll,
és szOr szerkezetét képes megtamadni. Feliiletaktiv anyagok termelésére képesek
egyes fajok. Tobb képviseldjiik termel toxint pl. baktériumok ellen a B. polymyxa — a

polymyxin B-t pseudomonasok ellen, a B. thuringiensis 5-endotoxinja sziinyog larvak
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ellen hatasos. A Brevibacillus brevis a gombak ellen hatékony gramicidin S-t termeli.
Sajnos vannak kozottiik olyan toxinokat termeldk, melyek novényekre illetve allatra,
emberre mérgez6 hatasu. A B. cereus peptid tipusu toxinja ndvényekre, B. anthracis
antrax toxinja allatra, emberre veszélyes. Erdekes, hogy ezek a vegyiiletek gyakran
tobb funkciot is ellatnak, egyrészt feliiletaktiv anyagként, masrészt pedig bizonyos
szervezetek szamara toxikus anyagként is viselkedhetnek.

Az ipar nemcsak a subtilisin termeld fajt hasznélja nagylizemi szinten. A B. macerans
glukanotranszferaz enzimének segitségével a keményitobdl ciklodextrint lehet
eldallitani, melyet a gyogyszeripar hasznosit bizonyos vegyiiletek ,,csomagolésara”,
emellett a kornyezetvédelemben is egyre nagyobb szerepet kap.

Ismertebb képvisel6i: B. megaterium, B. licheniformis, B. subtilis, B. thuringiensis, B.

anthracis, B. cereus

[.4.4. Rhodococcus fajok

» Actinobacteria — torzs
— Actinobacteria - osztaly
« Actinomycetales - rend
% Nocardiaceae — csalad
v" Rhodococcus — nemzettség

Elterjedtek, megtaladlhatok talajban, {iiledékekben, talajvizben, so6t allatokban,
rovarokban is. Gram-pozitiv, aerob baktériumok. Nem mozognak. Révid, elagazo
hifdkat képeznek, melyek palca- és gomb formaju elemekre fragmentdlodnak.
Pigmentaltak. Nagy linearis plazmidokat talalunk e fajokban. Sajatos sejtfallal
rendelkeznek, mely mikolatot (hidrofob jelleg) tartalmaz. Feliiletaktiv anyagokat
(cellularis, extracellularis), flokkulansokat (polipeptid és lipid rész) temelnek. Ezek
szerepe a szennyezOanyagok biodegradacigjaban nagy: 1. a cellularis
feliiletaktivanyagok — mikolsavak- segitik a sejteket a hidrofob fazishoz tapadni két
fazist rendszerekben, 2. a két fazis kozott csokkentik a hatarfeliileti fesziiltséget, 3. az
extracellularis feliiletaktivanyagok diszpergaljdk a hidrofob komponenseket, igy
novelve a felszint a mikrobidlis tamadéds szamara. Egyes fajok bioflokkuldnsokat
termelnek, melyek polipeptid és lipid (foleg mikolat tartalmt glikolipidek) részbol

allnak, szuszpendat szilard anyagokat képesek flokkulalni pl. szennyvizekben.
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Kornyezetvédelmi  biotechnologiai  jelentdségiik nagy, részben feliiletaktiv
anyagtermelésiiknek koszonhetéen. A Rhodococcus sejtek hidrofob tulajdonsaggal
birnak a sejtfalban taldlhato mikolsavak alifds ladncai kovetkeztében, melyek
segitségével a sejtek a hidroféb felszinhez tudnak kapcsolodni. E kapcsolat révén
képesek a sejtek a hidrofob természetli szennyezddéseket ’konnyedén’ bontani.
Olajos szennyezddések komponenseinek bontasarédl hiresek, azonban ismeriink PCB
bonto torzseket is (ebben az esetben is kdzponti szerepet jatszik a feliiletaktiv anyag
termelés). A kdolaj szarmazékok tartalmaznak kéntartalmu vegyiileteket is, melyek
elégetése soran a levegd szennyezddik, és savas esOk formajaban jut vissza
kornyezetiinkbe. Egyes Rhodococcus fajok képesek e vegyiileteket tigy atalakitani,
kénmentesiteni, hogy a C-S kotést bontjak csak meg, mikdzben bifenil molekulak
keletkeznek, melyek nem rontjak, sot javithatjak az lizemanyagok, egyéb finomitott
kbolaj szarmazékok mindségét.

Ipari hasznositasuk is jelentds, nitrilaz enzimiik fontos transzformaciokat katalizal, pl.
akrilamid, nikotinamid (vitamin), izonikotinsav-hidrazid (antimikobakterialis szer)
eldallitasaban.

A biotechnologidban nemcsak biodegradativ képességiikért, hanem bioszenzorokként
is hasznaljak Oket. Szennyezett teriileteken el6fordulasuk altalanos, fOleg
szénhidrogén szennyezések esetén, feliiletaktiv anyagaik révén gyorsan hozzaférnek a
célvegylilethez, igy a specifikus enzimek termelddése is gyorsan beindul. Ennek
koszonhetd, hogy bioszenzorként alkalmazzdk szennyezések kimutatdsara aziltal,
hogy a specifikus enzimek jelenlétét detektaljak. Egy Rhodococcus torzsbdl heroin
¢szterdz enzimet mutattak ki, mely heroin kimutatdsara alkalmas. Orvosi
gyakorlatban is talalkozunk veliik, a fenilketonuria betegség Rhodococcusok altal
termelt fenilalanin dehidrogendz enzim segitségével kimutathato.

Egyes fajok patogének: R. equi, a 1égz6 rendszert tamadja meg.

JelentGsebb/ismertebb fajok: R. rhodochrous, R. erythropolis, R. globerulus, R.

roseus, R. ruber
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1.4.5. Streptomycesek

» Actinobacteria — torzs
— Actinobacteria - osztaly
« Actinomycetales - rend
¢ Streptomycetaceae — csalad
v’ Streptomyces — nemzettség

Gram-pozitiv, aerob, kemoorganotréf baktériumok. Gombaszerii hifakat képeznek.
Extracellularis enzimeik, antibiotikus anyagtermelésiik kovetkeztében figyeltek fel
ezekre a fajokra. Eddig mintegy 10 000 féle streptomycesekbdl szarmazo antibiotikus
tulajdonsaggal bird vegyiiletet irtak le, pl. streptomycin, puromycin, carbomycin,
oxytetracycline. Bioremediacioban foleg proteolitikus-, ill. szénhidrat polimer bonto
enzimeik miatt hasznaljak, olajbontasban is nagy a jelentdségiik.

Képviselok: S. fradiae, S. griseus, S. albidoflavus, S. pactum, S. coelicolor

[.4.6. Metilotrof - ,,C1” baktériumok

A metdn anaerob koriilmények kozott termelddik, a metanotrofoknak a metan
lebontasahoz pedig sziikségiik van oxigénre - mikroaerofilok. Ezért a metanotrof
baktériumok az aerob és anaerob hatarfeliileteken fordulnak eld, ahol a metan az
anaerob rétegb6l az aerob rétegbe keriil pl. foldgazmezdkon, metannal atjart
mocsarakban, allovizekben, iszapban, talajban.

Heterogén tarsasag, kozdos jellemzdjiik, hogy a *C1-C3’ szénforrasokat hasznositjak,
formaldehiddé alakitjak. E folyamat elsé 1épését katalizaljak monooxigenaz

enzimeik: SMMO, pMMO:

Az aerob anyagcserét folytatd metanotréfokban a metanhasznositas elsé 1épésében a
metan metanolla oxidalodik a metdn monooxigenaz enzimkomplex segitségével. A
MMO egy klasszikus monooxigendz, amely egy mol redukalé ekvivalenst hasznal fel

az O2 molekula kotéseinek felszakitasahoz.

NADH+H*  NAD*

CHy+ Qp monooxigeniz  CH;OH + H,0 —» HCHO —» HCOOH — CO;
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A metanotr6f baktériumokra altaldnosan jellemzo6, hogy novekedésiik soran tartalék
tapanyagokat halmoznak fel, kiilondsen, ha valamely tdpanyagbdl (pl. nitrogén,
oxigén) korlatozott mennyiség all rendelkezésiikre. A legéltalanosabban szintetizalt
tartalék tapanyag a polihidroxivajsav, illetve egyéb polihidroxialkansavak.

A metanotréf baktériumok alanyai lehetnek a metanbdl kiinduld metanol termelésnek
is. A Fold fosszilis metan készletei a kdolaj készletekkel 6sszemérhetd nagysaguak. A
metanol a belsd égésli motorok fontos alternativ iizemanyaga. Elényei, hogy a
benzinnél kevésbé kornyezetszennyezd és kedvezdbb égési tulajdonsagokkal
rendelkezik, a benzinhez keverve pedig néveli az oktanszdmot. Ezen kiviil a metanol
szamos kémiai szintézis kiinduldsi vegyiilete, a vegyipar egyik legfontosabb
alapanyaga.

Bioremediacioban betoltott szerepiik: Metanotrofok tiszta kultGrai metannal és
levegdvel atjart talajban, talajvizben katalizaljdk a szennyezd trikloretilén,
dikloretilén, vinilklorid, kloroform és a legtobb alacsony molekulastulyti halogénezett
szénhidrogén lebontasat. A metanotrofok felhasznalhatdsagat eldsegiti, hogy extrém
magas halogénezett szénhidrogén koncentracio mellett (pl. 50 mg TCE/liter, ami az
ivovizben megengedett érték 10000-szerese) is megdrzik aktivitasukat. A
metanotrofok altal termelt TCE oxidacios termékeket méar szamos baktérium képes
tovabboxidalni.

Végiil, de nem utolsé sorban, a metanotrofokat sikeresen alkalmazzak nagylizemi
méretekben egysejtfehérje termelésre is. Az egysejtfehérje termelésnél egyik
legfontosabb tényezd a fermentdcios koltségek szadmbavétele. A metanotrofok
alkalmazasanak egyik nagy eldnye, hogy novesztésiikk egyszerli, biogdzon vagy
foldgazon noveszthetok, a tapoldat olcsd, kizarolag szervetlen sokat tartalmaz. A
45°C-on vald novesztés pedig kizarja a patogén mikrobak elszaporodasat, ezaltal a
biomassza biztonsagosan hasznalhato allati takarmanyozasra.

Képviselok: metanotrofok, metilotrof baktériumok (féleg G-negativ)

pl.Methylosinus, Methylomonas, Methylobacter, Methylococcus
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[.4.7. Metanogének

« Euryarchaeota — torzs
— Methanobacteria, Methanococci, Methanopyri- osztaly

Archaea, obligat anaerob, kemolitotrof, heterotrof szervezetek. Sokféle megjelenés —
palca, kokkusz, egyesével vagy aggregatumokként. Pseudomurein tartalmu sejtfaluk
van (kivétel a Methanococcales rend). Membran szerkezetiik is egyedi, a lipidek
glicerin hidnyaban caldarcheolt és mioinozitolt tartalmaznak, mint a lipid polaris
csoportja. Eléfordulnak metanogén kdrnyezetben pl. anaerob emésztok, iiledékek, €16
szervezetekben is. A kornyezeti feltételek valtozasaira nagyon érzékenyek.

Kozos ismertetd jegyiik, hogy a CO.-ot (esetleg metil csoport tartalma vegyiileteket)
redukaljak, ahol az e donor H», formiat lehet. EbbSl addéddan nem csoda, hogy

nagyon kedvelik a hidrogén termeld fajokat kdzvetlen kdrnyezetiikben.
4H;+CO; —» CHs+2H0; CH3COOH — CHs+ CO2

Biotechnoldgiai, ipari jelentdségiik a biogdz eldallitasban nyilvanul meg.
(megjegyzés: a teljes metan kibocsajtas 430 x 102 gallon, ebbdl biogén eredetii 280 x
10*2 gallon!)

|.5. Mikrobialis enzimcsaladok

Az enzimek olyan fehérjék, melyek kiilonb6z6 biotranszformacios folyamatokat
katalizalnak megfeleld koriilmények kozott (enzim adatbazis: http://www.brenda.uni-
koeln.de/). Csaknem minden a sejtben végbemend reakciot enzimek katalizalnak. A
termodinamika torvényei természetesen az enzimek altal katalizalt reakcidkra is
érvényesek, tehat az enzimek termodinamikailag elonyds reakciok végbemenetelét
segitik eld az altal, hogy az aktivalasi energiat csékkentik. A bioldgiai rendszerekben
azért van sziikség enzimekre, mert az élethez sziikséges reakciok egyébként nem
kovetkeznének be elég gyorsan. A katalitikus hatékonysag mellett az enzimek fontos
jellemzéje a specifitds. Minden enzim csak egy bizonyos tipusi reakcio

végbemenetelét és csak bizonyos vegyiiletek atalakulasat serkenti. Az enzim

16



specifitdsa lehet abszolut vagy részleges. Mig az elsd esetben az enzim egyetlen
szubsztrattal reagadl, a részleges specifitdst mutatdé enzimek tobb, szerkezetileg

hasonlo vegylilet atalakulasat katalizaljak.
Az enzimcsaladok (EC kategoériak):

1. Oxidoreduktazok
dehidrogenazok, oxidazok, reduktazok, peroxidazok, katalazok,
oxigendzok, hidroxilazok

2. Transzferazok
transzaldolaz és transzketolaz, acil-, metil-, gliikozil-, és
foszforiltranszferazok, kinazok, foszfomutazok

3. Hidrolazok
észterazok, glikozidazok, peptidazok, foszfatazok, tiolazok,
foszfolipazok, amidazok, deamindzok, ribonukleazok

4, Liazok
dekarboxilazok, aldolazok, hidratazok, dehidratazok, szintazok, lidzok

5. Izomerazok
racemazok, epimerazok, izomerazok, egyes mutazok

6. Ligazok
szintetazok, karboxilazok

Az enzimcsaladok szamos tagja katalizal biodegradacios, biotranszformacios

folyamatokat:

* Oxidacioé: aromas gyliriik oxidativ hasitasa pl. oxigenazok
hidroxilalas pl. hidroxilazok
hidroxilcsoportok oxidalasa
alkil oldallancok oxidativ lebontasa

szubsztituensek oxidativ lehasitasa, vagy oxidalasa

» Redukcio: karboxil csoportok redukcioja, pl. dekarbozilazok
heterocsoportok redukcioja

kettds kotés redukcid
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« Hidrolizis (depolimerizacio): hidrolazok, fehérje, cukor polimerek hasitasa pl.

proteazok, amilazok, cellulazok, lipid bontas: lipazok, észterazok
* Izomerizacio- izomerazok pl. gliik6z izomeraz

Késobbi fejezetekben részletesen foglalkozunk egyes enzimfajtakkal, pl. oxigendzok,

proteazok, stb.

|.6. A bioremediacié koériilményei

A bioremediacios technologiak esetében, a mikroorganizmusoknak kodzponti
szerepiik van, els6sorban a vizben, a talajban, vagy az iiledékben ¢é16 és miikodo
szervezeteké a fOszerep. A miikodésiikhoz sziikséges optimalis koriilményeket
(amelyek altaldban nem adottak) nekiink kell biztositanunk a maximalis hatékonysag
érdekében.

A kornyezetet szennyez6 szerves anyagok tobbsége aerob koriilmények kozott
biodegradalhaté hatékonyan, ezért az oxigénellatottsag alapvetd fontoSsdgi a
bioremediacid soran. Emellett a nedvességtartalom, a kornyezet kémhatésa,
tapanyagok jelenléte/hianya szintén fontos paraméterek a bioremedidcid
kivitelezésében.

A szennyezett kornyezetben el6bb-utobb kialakul egy sajatos mikroflora,
mely képes elviselni, sOt bontani is a szennyezOanyagokat. A hatékonysag ndvelése
érdekében azonban egyre gyakrabban alkalmaznak mikrobialis oltéanyagokat a
kornyezetvédelmi technologiakban, elsdsorban a talajtisztitdsban, szennyviz
kezelésben.

Egyetlen kémiai vegyiilet, vagy elem kockazatat sem egyszerli megbecsiilni,
de tovabb neheziti a helyzetet, hogy az esetek tobbségében nem egyetlen vegyiilet,
vagy elem jelent kockazatot a kornyezetre, hanem veszélyes kemikaliak tucatjait
tartalmaz6é vegyes hulladékok, szennyviziszapok, technologiai maradékok, illegalis
lerakatok. A szennyezd anyagok kolcsonhatdsai egymadssal és a matrixszal egyre

bonyolitjak a helyzetet és a megitélhetéséget. A vegyi anyagok okotoxikoldgiai
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hatasa kevéssé ismert, adatbazisokban alig talalunk Okotoxikoldgiai adatot (Gruiz
Katalin jegyzet).

Ha egy toxikus szennyez6 a kornyezetbe keriil, az messzemend
kovetkezményekkel jar. Az ott él6 Okologiai kozosség egyes tagjait, egyes fajait
hattérbe szoritja, kipusztulasukat is okozhatja, masokat elényhoz juttat, tehat
felboritja az 6koszisztéma egyensulyat. Az 6koszisztémak kisebb-nagyobb mértékben
képesek alkalmazkodni a kornyezet valtozasaihoz, néha extrém kornyezeti
tényezOkhoz is képesek idomulni, meg tudnak felelni a klimatikus valtozasoknak és a
legkiilonbozobb stresszeknek. Az okologiai  kozosség egyes tagjai érzékenyebben
reagalnak a kornyezeti hatdsokra, masok rezisztensebbek. Egyes kornyezeti hatdsok
csak a koOzOsség tagjainak aranyat toljak el, mely barmikor visszaalakulhat, de

torténhet irreverzibilis karositas is (Gruiz K. jegyzet).

e A bioindikaci6 a vizsgalt 6kologiai rendszer legérzékenyebb tagjanak meglétét,
vagy hianyat vizsgalja,

e A Dbiomonitoring a monitor-szervezetekben lejatszodd valtozasokat, pl.
akkumulaciot,

e A bioteszt olyan laboratériumban végzett vizsgalat, melyben a tesztorganizmus
vélaszat mérik a toxikus anyag, vagy toxikus kornyezeti minta hatasara.

e A populdcio, ill. az oOkoszisztéma szintjén megjelend hatasokat mérik a

mikrokozmosz, vagy mezokozmosz kisérletek.

A talajok esetében a talajhoz vald kotdédés, a talaj szervesanyag-, ¢és
agyagtartalma, valamint pH-ja ¢és nedvességtartalma nagyban befolyasolja a
hozzatérhetdséget, igy a toxikus hatas megjelenését és mértékeét.

A szennyezd tipusa, fizikai dallapota ¢és koncentracidja nagymértékben

crer

szennyezO-anyag fizikai allapota. Eszerint megkiilonboztetiink:

o a talajrészecskékkel azonos, anndl kisebb, vagy annal nagyobb szennyezd
részecskéket,
o atalajszemcsék feliiletéhez, folyékony filmként k6tédd szennyezdket,

o atalajrészecskék feliiletéhez adszorpcioval kotott szennyezdket,
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o aszerves talajalkotokhoz abszorbealodott szennyezoket,
o atalajszerkezet pérusaiban szilard, vagy folyadék allapotban jelenlévoket, és
o a talajrészecskékhez, kotott, vagy a mikrokapillarisokban 1évé vizes fazisban

oldott szennyezoket.

A szennyezett teriilet torténetével kapcsolatban harom tényez6t kell elsésorban

figyelembe venniink, amikor a talajtisztitdas modozatait fontolgatjuk, ezek:

o atalajszennyezés mddja,
o aterlilet szennyezés eldtti haszndalata és
e a szennyez6dés megtorténte és a tisztitas megkezdése kozott eltelt id6, vagyis a

szennyezddés kora.

A megtisztitds, vagy dartalmatlanitds gyakran tobb moddszer egyiittes
alkalmazasdval oldhato6 meg. A tisztitdisi modok a talaj OsszetevOk ¢és a
szennyezddések, ill. a szennyezddést hordozd részecskék eltérd tulajdonsagain
alapulnak. A szennyezé6-tulajdonsagai, melyeket a tisztitasi technoldgia

kivalasztasanal figyelembe kell venni:

e aszennyezo illékonysaga,
o aszennyezO oldhatosaga vizben, vagy szerves oldoszerekben,
e aszennyezO kémiai- ill. h6hatéasra torténd bonthatosaga, vagy stabilitasa,

o biodegradalhatosaga.

A fenti paraméterek figyelembe vételével lehet/kell megtervezni a tisztitast. A
bioremediaciot fizikai és/vagy kémiai modszerekkel lehet kapcsolni. Olyan
modszeregyiittesre van sziikség, mely a lehetd legjobb eredmény biztositasa mellett a
legkevésbé karositja az 6koszisztémat. Hidba tokéletes modszer szerves szennyezokre
a magas hofoklu égetés, ha az tonkreteszi a talajt, annak szerves anyagait, teljes
biologiai rendszerét. Az eredményiil kapott tiszta anyag mar nem is tekinthetd
talajnak. Raadasul az eljaras igen koltséges.

A bioremediaci6 alkalmazdsa messzemenden figyelembe veszi a természeti

koriilményeket, azokra minimalis/vagy nincs karos befolydsa. A megfeleld
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technologia kivalasztasa el6tt elészor eldkisérletekkel fel kell mérni a szennyezett
talaj fizikai, kémiai €s bioldgiai allapotat és a talajban folyd biodegradaciot, majd az
ismeretek alapjan olyan technologiat kell tervezni és alkalmazni, amely a talajban
miikodé, illetve utdlagosan  hozzaadott mikroorganizmusoknak — optimalis
koriilményeket biztosit (nedvességtartalom, hoémérséklet, tapanyagellatottsag,
levegdztetés). Rendkiviil nagy jelentéségli az alkalmazhaté modszerek kozott az
apolaros szerves szennyezok hozzaférhetdségét noveld koriilmények biztositidsa vagy
adalékok alkalmazésa.

A szennyezett kornyezetben nem jelenlévé mikroorganizmus adagolasara pl. friss
szennyezés esetében keriilhet sor, amikor a talaj sajat mikroflorajanak még nem volt
ideje adaptalodni a szennyezéhoz, illetve toxikus xenobiotikumok esetében, melyek
gyors bontdsidra a bensziilott mikrofloranak kicsi az esélye. Ez utdbbi esetben
adaptalt, s6t esetleg génmanipulalt torzseket kell alkalmaznunk. Talajoltoanyagot
alkalmazhatunk még nagyon rossz mindségii, alacsony sejtszamu, leépiilt talajok

esetében is.

[.6.1. A bioremediacié elényei, korlatai

A bioremediacio  biztonsagos, mert a természetes mikrofléra egyedeit
hasznalja fel, veszélyes vegyszert nem hasznalnak, a kiegészitd tapanyagok sem
veszélyesek (asvanyi anyagok, nyomelemek, vitaminok), a folyamat soran a
veszélyes anyagok semleges (nem toxikus) vegyiiletté alakulnak.

A bioremedidacio elénye, hogy természetes folyamatokon alapszik, a
szennyezett teriilet, talajviz az eredeti helyen (in/on site) tisztithato, kevés hulladék
keletkezik, mas modszerekhez képest nem igényel annyi felszereltséget, ezért
olcsobb, mint a legtobb fizikai-kémiai eljaras.

A bioremediacio hatranya, hogy rossz hatékonysagu lehet pl.osszetett
szennyezések esetén, nehezen hozzaférhetd szennyezések esetén, illetve ha a talaj

humuszanyagait is bontjak az alkamazott mikroorganizmusok.
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1.6.2. Mikrobiologiai tényezdk

A szennyezett kdrnyezetben egy bizonyos 1d6 utan olyan mikroorganizmusok
jelennek meg, melyek képesek hasznositani a szennyezOanyagot. Ezek a mikrébak
lehetnek eleve ott él6-, esetleg talajviz, esOviz, szél (stb) segitségével odajutd
egyedek, melyek hatdsara a természetes populacid osszetétele megvaltozik.

A legtobb ellentmondast és vitat a talajtisztitasi technologiakkal kapcsolatban
az oltéanyagok alkalmazasa valtja ki, bar egyre nagyobb teret hodit a koltségkiméld
¢s hatékony modszerek kozott.

Bioremediaci6 alkalmazésa soran az alabbi szempontokat figyelembe kell venni:

- kornyezetiinkben, a szennyezett teriileteken is talalkozunk természetes mikroba
populacioval. Még erGsen szennyezett, toxikus koriilmények kozott is sok-sok
mikroorganizmussal talalkozunk, ezek fiziologiai koriilményeit figyelembe kell
venniink.

- A fent emlitett mikroorganizmusok biofilmet hozhatnak Iétre, mely elényds
lehet az azt alkotd6 mikroorganizmusok szempontjabol, azonban hatranyos is
lehet pl. oxigéndiffuziot gatolhatja

- A bioremediacio céljara létrehozott konzorciumok, és a bennsziilott mikroflora
esetén az Osszeférhetdséget vizsgalni kell egymadssal és az alkalmazas helyével,
meg kell vizsgalni az €lettani, biokémiai tulajdonsagaikat

- Meg kell hatarozni a mikrobialis aktivitas valos hatasfokat

- A felhasznalas el6tt ellendrizni kell, hogy a laboratoriumi kisérletek az adott
terlileten felhasznalhatéak —e

- A lebontas soran keletkezO metabolitok hatasat az enzimekre, mikrobakra
figyelembe kell venni. El6éfordul, hogy a mikroorganizmusok a vegyiiletek
nitrogén, foszfor, vagy kén tartalmat hasznositjdk, azonban a szubsztrat tobbi
elemét/részét érintetleniil hagyjak.

- oxigén hidnyaban alkalmazhatok-e alternativ elektronakceptorok (nitrat, szulfat,
karbonat, klorid, Fe(III)...)

- a szennyezg€s Osszetettségét szintén meg kell hataroznunk, hiszen csak rendkiviil

ritkan fordul eld, hogy csak egy komponensii a szennyezés
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- a szennyezés kora angyon fontos paraméter a lebonthatdésag szempontjabol.Az
id6sebb szennyezOanyagok a talajmatrix polimer komponenseihez kotédnek, és

igy mar nehezen hozzéaférhetdk a lebonto szervezetek szamara

Amennyiben torzsgyiijteményekbdl szarmazd az adott szennyezés bontdsara
alkalmasnak leirt mikroorganizmusokat szeretnénk hasznalni a bioremediacioban,
gyakran csalddunk, sokszor azzal szembesiiliink, hogy az adott koriilményeket, illetve
eleve jelenlévd mikoflorat nem képesek toleralni. Ha meg mégis versenyképesek,
eléfordulhat, hogy tobb kart okoznak, mint hasznot. Ezen tapasztalok alapjan legtobb
kutato-fejlesztd laboratériumban kornyezeti mintakbol, szennyezdkhdz adaptalddott
szennyviziszapbol, talajbol, iiledékb6l izolalnak  baktériumokat melyeket
felszaporitanak és esetleg dsszekevernek (“iranyitott” konzorcium), hogy megfeleld
Osszetételll oltdanyagot nyerjek. Az izolalast kovetd tisztitds és szaporitds soran
fennmaradé mikroorganizmusok szdma rendszeresen és torvényszertien drasztikus
csOkkenést mutatott. Nyomonkdvetheto volt, hogy egy-két-harom, egymastol nehezen
szétvalaszthatd mikroba tokéletes megtisztitds utdn mar nem tudott szaporodni,
egymagaban életképtelen volt. Ezeket amennyiben a szelekcié utan, felszaporitva
rogton visszahelyezziik a szennyezett kornyezetbe, gyakran csaldédnunk kell, nem
képesek jo hatasfokkal bontani a célvegyiileteket.

Adaptacioés-mutacios kisérletekkel azonban a bontd hatékonysag nagysagrendekkel
novelhetd, a lebontasi id6 jelentdsen csokkenthetd. Az eljaras akkor volt igazan
sikeres, ha az oltdanyag céljara eldkezelt talaj azonos tipusu és azonos szennyezOt
tartalmazott, mint az oltand6é (Gruiz K. jegyzet). Ennek magyarazata, hogy a
mikroorganizmusok természetes ¢léhelyén minden fajnak és torzsnek megvan a
megfeleld szerepe, az izoldlhatatlan minor komponensek is igen fontosak lehetnek a
lancolatban, abban a szorosan egymasra ¢épiilé egyiittmiikodésben, mely a keverék
eloszlasanak, egymdshoz viszonyitott ardnydnak finom valtoztatasaval.

Tiszta kulturakat, vagy tiszta baktériumok keverékét olyan xenobiotikumok esetében
érdemes alkalmazni, melyek a szennyezett teriileten nem vagy rendkiviil lassan

biodegradalhatéak. Ha a bontd mikroflora miikodéséhez nem alkalmasak a
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koriilmények, példaul limitalt a levegdellatas, célszerti indokolt lehet mikroaerofil
torzsek alkalmazasa, vagy levegOutanpotlas, illetve alternativ elektronakceptorok
bevetése. Klorozott szénhidrogén szennyezOk esetén féleg anaerob bontd
mikroorganizmusokat és ex-situ, reaktoros technologiat alkalmazhatunk.

Policiklikus aroméas szénhidrogénekkel szennyezett talajban jelentkezd gyenge
biodegradaci6 bizonyitott oka lehet a szennyezd apolaros volta ¢és ezzel
Osszefiiggésben a mikroorganizmusok szamara hozzaférhetetlen allapota (Gruiz K.
jegyzet). A hozzaférhet6séget maguk a mikroorganizmusok is képesek megndvelni
feliiletaktiv anyagok szintézise révén. Ezzel fiigg Ossze az a - minden laboratériumi €s
szabadfoldi bioremediécios kisérletiink sordn megjelend és sokaig magyarazat nélkiil
maradt - jelenség, hogy a talajok extrahalhaté anyagainak mennyiségében a
bioremediacid adaptacios periddusat, lag-szakaszat kovetden egy Oridsi novekedés
jelentkezett, amely aztan viszonylag rovid id6 utan lecsengett. Ez a megndvekedett
extraktumtartalom néha sokszorosat is elérte az eredeti szennyezddésnek. Ez akkor
volt kiilondsen meglepd, amikor mesterségesen szennyeztiink. A kontrollaltan
hozzaadott olajmennyiségnél nagyobb kivonat mennyiség - természetesen a kontrollal
korrigalt értékekrdl van sz6 - annak a biotechnologus altal megndvelt mikrobioldgiai
tevékenységnek tulajdonithatd, mely feliiletaktiv- és mas hozzaférhetéséget ndveld
anyagok szintézise kovetkezményeképpen nem csak a szennyezdt, de a talaj addig
hozza nem férhetd szerves anyagainak egy részét is mobilizalja.

A metabolizmus oxidacios és redukcios folyamatok Osszessége (Gruiz K.
jegyzet). A mikroorganizmus energiat nyer a szerves vegyiiletek oxidaciojaval. Mivel
a lejatszodd oxidacids €s redukcidos folyamatok ereddje 0, sziikség van olyan
vegyliletre, amely redukalodik, azaz ,elektront vesz fel”. Ez a vegyiilet az un.
terminalis elektronakcepor. Aerob esetben ez a vegyiilet az oxigén. Amennyiben
oxigén nincs jelen a rendszerben, mas vegytiletek szolgalhatnak elektronakceptorként.
A kiilonb6z6 elektronakceptoroknak kiilonbozik az oxidalé ereje (standard
redoxpotencialja), ennek megfeleléen valtozik a metabolizmus sordn kinyerhetd

energia mennyisége.
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Elektronakceptor redoxpar

0,/ H0

Kinyerhetd
NOs/NO, energiamennyiség
csOkken
NO2/NO
S04%/S0z* v
CO,/CH4

Anoxikus koriilményekrdl beszEéliink, amennyiben oxigén nincs jelen a rendszerben,
nitrat azonban igen, igy ez szolgdl elektronakceptorként. Az Un. denitrifikald
mikroorganizmusok a nitratot nitritté, majd elemi nitrogénné redukaljak, ez a

folyamat a denitrifikécio.

Anaerob koriilmények esetén sem oxigén, sem nitrdt nincs jelen a rendszerben.
Amennyiben szulfét jelen van a rendszerben elektronakceptorként szulfitta (SO3?) és
késobb kénhidrogénné (H2S) redukalodik szulfatredukaldé mikroorganizmusok
hatasara. Amennyiben szulfat sincs jelen a rendszerben a széndioxid szolgalhat
elektronakceptorként, és metan keletkezik (metanogén baktériumok). Az anaerob

folyamatok soran melléktermékként illosavak (pl. ecetsav, vajsav) keletkeznek.

Fontos!!! Mivel az energiagazdalkodas szepontjabol eldnydsebb helyzetben vannak,
az aerob organizmusok metabolikus elonyt élveznek a denitrifikalokkal szemben, a
denitrifikalok elényt élveznek a szulfatredukalokkal szemben, szulfatredukalok elényt

¢lveznek a metanogénekkel szemben (lasd késobb BTEX bontésa).
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1.6.3. Kornyezeti faktorok hatasa a mikroorganizmusokra

A kiilonb6z6 kornyezeti tényezokre (6koldgiai faktorok) az €16 szervezetek

eltéré modon reagéalnak

* Oxigén és a redoxpotencial (rH):

Oxigénnel megfelelden ellatot teriiletek  redoxpotencialja  magas,
oxigénhianyos kornyezetben viszont alacsony. Az oxigén létfontossagli szamos
mikroszervezet szamara, azonban az anaerob fOleg az obligat anaerob szervezetek
szamara toxikus (de 21% felett mar az aerobok szamara sem elényds). A
redoxpotencidl  érték  mérésével  informdaciét  nyerhetiink a  teriilet
oxigénellatottsdgarol.

Jol Dbiodegradalhaté szennyezd esetében természetesen bioremediaciot
célszerli alkalmazni. Legolcsobb és leghatékonyabb eljaras a bioventillacid, mely a

biodegradacidhoz sziikséges oxigént a talaj szelldztetése itjan biztositja.
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kismértékii szellztetésére van sziikség, hogy a hézagtérfogatokban kialakulé megndvekedett oxigén-
koncentracid, a biofilmben torténé diffuzidot megnovelje. A sziikséges levegdmennyiség szamithato,

vagy technologiai kisérletekkel meghatarozhato).
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talaj, 4-levegdhevitd, 5-ventillator, 6-mintavétel és szabalyozas, 7-aktiv szenes adszorber

Az oxigénnek a talaj belsejébe juttatisa levegdvel telitett viz, vagy maés

oxigénforras, pl. hidrogénperoxid, nitrat tartalmt viz recirkulaltatasaval is
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megoldhatd. Osszehasonlitva a bioventillacié és a talajviz recirkuldltatissal jaro
modszereket elébbi hatarozottan hatékonyabb az olajbiodegradacié szempontjabol.
Ehhez jarul még, hogy a bioventillacid nem teszi tonkre, nem ligozza ki a talajt a
vizes kezeléssel ellentétben.

A levegdztetés optimalis mértékét is érdemes kisérletesen meghatarozni,
hiszen a bioventillacié f0 koltsége a ventillatorok energiafogyasztasa. Kisérleti
eredményeink szerint folyamatos 24 Oras levegdatszivatassal nem ériink el jobb

eredményt, mint napi 2-szer egy oras szelldztetéssel.

* H20:

Szallitokozeg, mely a Ilétfontossagu tapanyagokat, elektronakceptorokat, ¢&s
vizoldékony szervetlen- és szervesanyagokat juttat el a mikrobakhoz. Tul magas
viztartalom gatolja az oxigén talajba jutasat, tal alacsony nedvességtartalom viszont a

mikrobak aktivitasat, talélését korlatozza.

* Tapanyagok:

A mikroorganizmusok tapanyagigénye rendkiviil valtozatos. A sejtek életciklusaihoz
sziikséges tapanyagok a nitrogén és foszfor mellett egyéb nélkiilozhetetlen elemeket,
asvanyi anyagokat: kén, kalium, magnézium, kalcium, mikroelemek, esetleg

vitaminokat is biztositani kell.

* pH:

Az egyes fajoknak nagyon eltér6 pH optimumuk lehet, ezért a kornyezet (talaj,
talajviz, felszini vizek) kémhatasa meghatdrozza mely tipusi mikroba fajok tudnak
fennmaradni, szaporodni és emellett befolyasolja a szervesanyagok hozzaférhetéségét
is. A talajok pH-ja széles hatarok kozott valtozhat, de a szerves szennyezOanyagok

biodegradacidja szempontjabodl a legkedvezObb a semleges érték koriili pH.

o Homérséklet:
A hémérsékletnek azon tll, hogy a mikrobidlis szaporodast, illetve a szervesanyag
bontds mértekét meghatirozza, befolydssal van a szennyezd szénhidrogén fizikai

allapotara, Osszetételére. Talajban folyd biodegradaciohoz sziikséges hdmérséklet
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optimuma 20-30 °C, de létezik lebontas igen szélsdséges koriilmények kozott is.
Alacsony homérséklet esetén megnd az olaj viszkozitasa, vizoldatosaga, csokken az
illékony frakciok parolgasa. A  homérséklet emelkedésével nemcsak a
szennyezdanyag mobilitdsa novekszik meg, de a mikroorganizmusok aktivitasa is

legtobb esetben nd.

Biodegradalhatd szennyezOk esetében legelényosebbek az in situ biologiai
modszerek, melyekkel nagyobb szennyezett terliletek megtisztitasara is van esély,
kobméterenként 100-200 dollar koltséggel. Kisebb szennyezett teriiletek ¢és
kiilonlegesen veszélyes szennyezok esetében gazdasdgosnak mindsiilhet a legtobb,
500-1000 dollar koltséget is elérd ex situ, nagy energiaigényii technologia is, ha ezt a
koltséget a veszélyes hulladék elhelyezési koltségével vetjiik Ossze. A nagyon
koltséges modszereket kompenzalhatja a teriilet jovObeni haszndlata, vagy a telek ara.

A remedialasi technoldgidkat célszerli Gsszekapcsolni, példaul bioldgiai
kezelés a hémérséklet kismértékli megemelésével. Kémiai, fizikai elokezelés utani
biotechnologia alkalmazasa féleg az ex situ moédszereknél terjed, leggyakoribb
példaként a talaj vizes mosdsa ¢és frakciondldsa utdni biotechnoldgia a
legszennyezettebb, biologiailag bonthatd szennyezOt tartalmazd frakciora, mely
altalaban az agyag- és humusztartalmu frakcio.

A szennyezett teriiletek remedialasadt gazdasagi szempontok szerint is
értékelniink kell. Az 6koldgiai karok becslése, foleg pénzben kifejezhetd értékének
meghatarozasa nem konnytl, de a gazdasagi szakemberek nem is ebbdl indulnak ki,
hanem a teriilet hasznositasdval nyerhetd haszonbo6l és a biintetés nagysagabol. A

remedialasi technoldgidknak ilyen szempontbdl is meg kell allniuk a sajat labukon.
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[I.1. Xenobiotikus karakter és bonthatésag

Xenobiotikumoknak olyan anyagokat neveziink, melyek a kornyezet szamara
idegenek, antropogén eredetliek. E vegyiiletek olyan szerkezeti elemeket
tartalmaz(hat)nak, melyek természetes modon nem jonnek Iétre, igy a
mikroorganizmusok az evolucié soran nem alakitottak ki megfelelé enzimrendszert
bontasukra, nem hasznositjdk ezen anyagokat szén- és energiaforrasként. Bar pl. a -
CHs csoport jol ismert természetes vegyiiletekben, bizonyos szerkezeti dsszetételben
idegen szerkezetté “alltak Ossze”, ezaltal bioldgiai lebonthatdsaguk korlatozott. Ezért
tagabb értelemben azok a szintetikus vegyliletek szamitanak xenobiotikumnak,

crer

eléforduld anyagoktol.
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Az 1960-as évek elején felfedezték, hogy szamos talajlaké mikroorganizmus
képes a xenobiotikumok bontasdra. Mivel a mikroorganizmusok katabolikus
potencialja rendkiviili, ezért ez a felfedezés nem is olyan meglepd. Szamos tanulmany
bizonyitja, hogy a mikroorganizmusok alkalmazkodd képessége egy-egy
xenobiotikus, vagy toxikus anyaghoz nagyon gyors, ami annak koszonhetd, hogy
reprodukcios idejik rovid, igy gyorsan tudnak adaptilédni a megvaltozott
koriilményekhez.

A fentiek ismeretében a xenobiotikumok foleg azért jelentenek veszélyt, mert
nem ismerjiik kelloképpen hatdsukat a kdrnyezetre, és ha egy uj vegyliletrdl van szo,
kicsi az esély arra, hogy biodegradacidja rovid idon beliil megindul. A helyzetet egy—
egy szennyezés esetén tovabb rontja, hogy egyféle komponensbdl alldé szennyezés
ritkan fordul eld, altaldban Osszetett hulladékkal taldlkozunk, igy sokféle enzim,
mikroorgamizmus sziikséges lebontasukhoz. A szennyezés helyén sokszor nem
tapasztalunk valtozast még honapok, akar évek mulva sem, igy azt gondoljuk, hogy
nem is él ebben a kornyezetben olyan szervezet, mely képes egyik vagy masik
szennyez0 komponenst bontani. A szennyezett teriiletrél begylijtott minta alaposabb
vizsgalataval azonban, néha sikeriil kitenyészteniink olyan mikroorganizmusokat,
melyek valamelyik jelenlévd vegylilet bontasara képesek, de egy masik alkotod gatld
hatast a lebontasi folyamatra.

Ahhoz, hogy megértsiik a mikrobidalis lebontasi utvonalakat, sziikséges a
mikroorganizmusok alapmiikodésének ismerete (mikrobioldgia kurzus).

A metabolizmus reakciok egyiittese, mely soran a sejtek energiat és kémiai

épitdelemeket nyernek (biokémia kurzus).
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I1.1 abra
Szénhidrogének (szaporodashoz kapcsolddo) aerob lebontdsanak elve

Eléfordul azonban olyan eset is, hogy a sejtek nem nyernek kdzvetleniil
energiat ez vegyilet lebontasabol/atalakitasabol. Ez esetben kometabolikus
folyamatok allnak a hattérben, amikor egy sejt szubsztratként hasznosit egy
vegyiiletet, mikdzben a specifikus degradativ enzimeik intenziven szintetizalodnak, és
ezzel az enzimrendszerrel egy, szubsztratként nem elfogadott, de a sejtek
kornyezetében jelenlévé vegyiiletet is atalakitanak. Ennek a folyamatnak abban
lehet/van jelentdsége, hogy ezek a szubsztratként nem elfogadott vegyiiletek
toxikusak a sejtek szamara, ezért arra torekszenek, hogy ezt a szdmukra hatranyos
kornyezetet maguk koriil megsziintessék. A mikroorganizmusok e meglepd
képességiiket annak koszonhetik, hogy enzimeik tobbsége nem szigoruan egy
szubsztratra specifikus, hanem képesek tobb, sokszor igen sok vegyiiletet is bontani.
Bar vannak nagyon sziik spektrumd enzimek is, de pl. az oxigenazok tobbsége sok-
sok vegyiiletet képes tdmadni, atalakitani.

Mivel a kometabolikus folyamat a sejtek szdmara nem elény0s, a biomassza
mennyiségét azaltal tudjuk novelni, illetve az enzimszintézist fenntartani, ha szén- és
energiaforrdst juttatunk a sejtek kornyezetébe. Ezaltal a xenobiotikus vegyiilet

atalakitasat is fenn tudjuk tartani, s6t novelni a hatékonysagat.
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Vannak azonban olyan vegyiiletek, melyek elektron elszivd szubsztituenseket
tartalmaznak pl. halo-, nitro-, azocsoportok, viszonylag magas redoxpotenciallal
birnak, igy kevésbé hatdsos ellenikk egy oxigenolitikus folyamat. Ezekben az
esetekben reduktiv, vagy nukleofil mechanizmusokkal jobb eredményt érhetiink el. E
folyamatoknak a hatékonysaga elektrondonorok adagolasaval fokozhato.

Ha megfigyeljiik a természetben a szennyez6é anyagok lebomlasat azt latjuk,
hogy 0Osszetett mikroba kozosségek alakulnak ki, ¢és szervezett/Gsszehangolt
munkaval tavolitjdk el a toxikus vegyiileteket kornyezetiikkb6l. Az egyes fajok
adottsagai/képességei Osszehangolddnak, és egy egységes rendszerben hatékonyan
fejezddnek ki. Ha ezt az egységet megbontjuk, az egyedi fajok tulajdonsdgai nem
feltétlen jelennek meg a tiszta rendszerekben.

A xenobiotikumok koziil a legproblémasabb vegyiiletek az aromas, valamint
halogén elem tartalmi vegyiiletek, lebontasukra tobbek kozott az oxigenaz,
dehalogenaz enzimek, illetve az azokat szintetizald mikroorganizmusok alkalmasak.
Szamos aerob ¢€s anaerob mikroorganizmus képes az aromas vegyiiletek lebontéasara.
Attol fliggben, hogy aerob vagy anaerob szervezet végzi a lebontast eltérd
metabolitokkal talalkozunk. Az anaerob metabolizmus soran keletkezd un. kézponti
intermedier a benzoil koenzimA (II.1. abra), mely tovabbalakul, és acetil koenzimA
intermedieren keresztiil hasznosul a sejtekben (I1.2. abra).

Az aerob folyamatokban katekol (I1.3. abra), protokatekol (II.4. abra) (illetve
ezek szarmazékai) keletkeznek, mint kozponti intermedierek, majd az oxigenaz
enzimek aktivitasanak koszonhetden felhasad az aromas gylirli, és szukcinat vagy

piruvat keletkezik.
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II.1. abra Aromas szénhidrogének lebontasa benzoil-CoA kozponti intermedieren
keresztiil anaerob koriilmények kozott
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I1.2. abra Benzoil-CoA konverzioja acetil-CoA-va
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I1.4. abra Aromas szénhidrogének lebontasa protokatekol kozponti intermedieren
keresztiil aerob koriilmények kozott
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1l.2. Oxigenazok

Az oxigenazok kozponti szerepet jatszanak a mikrobidlis katabolikus utakban
(IL5. é4bra). Alkanok és mads, tobbek kozott aromds vegyiiletek kemo-, régio-, és
sztereoszelektiv  oxidacigjat  katalizaljak  alkoholok, aldehidek, epoxidok,
karboxilasavak képzOodése kozben. Alaposan tanulmanyoztdk miikodésiiket,
szerepiiket, tobbek kozott ennek kdszonhetd, hogy egyre nagyobb a jelentdségik a
kornyezeti, ipari biotechnologidban. A mikrobidlis oxigendzok mellett meg kell
emliteniink az emlds6kben jelenlévo oxigenazokat is, melyek komoly szerepe van a

szteroidok hidroxilacijdban, neurotranszmitterek szintézisében, a mérgezd
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Miikodésiikhoz molekularis oxigénre, illetve kofaktorokra is sziikségiik
van. A kiilonb6z6é oxigendzok eltérnek szerkezetiikkben, mitkddésiikben és kofaktor
igénylikben. Kétféle oxigenazt ismeriink, 1. a monooxigendz, mely az oxigén
molekula egyik oxigénjét a szubsztratba épiti be, a masik vizzé redukalodik egy
NAD(P)H oxidacidja altal 2. dioxigenaz, mely az oxigén molekula mindkét atomjat a
szubsztratba (esetleg szubsztratokba) épiti.

Az enzimek altaldban tobb alegységbdl allnak, egy kofaktor, egy dtmeneti fém
(vas), flavin vagy pteridin szintén részét képezi a komplexnek. Az atmeneti fémek
¢s/vagy a flavin/pteridin szerepe a dioxigén aktivalasa, mely alapallapotban nem

reaktiv. Az altaluk katalizalt reakcié energianyerd, de a reakcioban felszabaduld
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energidt nem taroljdk ATP formajaban, hanem a szubsztrat szerkezetét
destabilizaljak.

Az oxigenazokban taldlhaté fém fontos ismertetdjegye az enzimeknek, lehet
nem-hem ¢s nem-vas-kén Fe(Il) vagy Fe(Ill), és vannak hem-enzimek is. Ritkan
eléfordul, hogy vas helyett mangant, rezet esetleg kobaltot talalunk, mely a dioxigént
koti. A flavinok szemikinon formaja és a pteridinek képesek reakcioba 1épni a

dioxigénnel, kovalensen kotott peroxidot, mint intermedier, eredményezve.

Torténti dttekintés roviden:
1955 Osamuri Hayaishi - felfedezi az oxigenaz enzimeket(dioxigenazok)

H. S. Mason - felfedezi a fenolaz enzimet (monooxigenaz)
1965- Irwin Gunsalus - citokrom P450 bakterialis monooxigenaz
1970 David Gibson - aromas szénhidrogén dioxigenazok

- lebonto utvonalak tanulmanyozéasa

1980- sok kutatocsoport - lebontasi Gtvonalak feltérképezése

A. Chakrabarty - katabolikus plazmid transzfer Pseudomonas torzsek

kozott

[1.2.1. Monooxigenazok

Azokat az oxigendzokat, melyek a dioxigén egy atomjanak beépiilését
katalizaljak a szubsztratba (Sz), monooxigenazoknak nevezziik (II.6. abra). A masik
oxigénatom vizzé redukalodik, melyhez elektron donorként NAD(P)H-t (D), vagy
magat a szubsztratot hasznalja. Az Oz molekula egyik atomjat épitik be a

célmolekulaba.

SzH2 + O2 = SzO + H2O (‘belsé’-monooxigenaz, a szubsztratrdl (Sz) jon az elektron)
Sz + 02 + HoD = SzO + H,O + D (‘kiilsé’-monooxigenaz, egy kiilsé molekula
biztositja
az elektront)
A reakcidsor a szubsztrat enzimhez kotédésével kezdddik, mely konformacio
véltozast idéz eld, ez megnoveli a NAD(P)H oxidécidjat, mikozben FADH:

keletkezik. A dioxigén ekkor kotddik a FADH>-hoz, és redukalodik két egymast
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kovetd elektron transzferen at. El6szor egy szuperoxid anion képzddik, majd a
masodik e-transzfer soran egy reaktiv hidroperoxi-flavin, mely timadja az aromas
gytriit. A kovetkezd 1épésben egy atmeneti intermedier képzddik, és a szubsztrat
hidroxilalodik.

A monooxigenazok tobbsége egy komponensii enzim, de taldlkozunk

multikomponenstiekkel is, pl. fenol €s toluol-4 monooxigenaz.

Csoportositasuk:

1. aromas gytirii monooxigendzok, ezen beliil tobb csaladot kiilonbdztetiink meg:
p-hidroxibenzoat hidroxilazok
phenol 2-hidroxilazok
flavoprotein monooxigenazok

multikomponensi fenol 2-hidroxildzok
2. alkil csoport hidroxilazok
R-CH3 + NAD(P)H + H" + O2 = R-CH20H + NAD(P)* + H,0

- alkan hidroxildzok (ALK, TOL plazmidokon)
Az alkdnok terminalis szénatomjanak hidroxilacidjat, illetve a
zsirsavak omega-hidroxilaciojat katalizaljak, a legismertebb a
Pseudomonas putidd-ban talalhatd. (Ez az enzim harom kiilonbdzd

polipeptidb6l all Gssze: egy membran kotott hidroxilaz komponens (az alkB gén

kodolja), és két masik polipeptid, melyek az elektrontranszport lancot alkotjak)

- metan monooxigenaz (MMO)
A szolubilis MMO két obligat metilotr6fbol ismert, a metan metanolla
alakitasat katalizaljak NADH jelenlétében. Arrdl hiresek, hogy széles
szubsztrat specifitasuak, azaz képesek hidroxilalni szamos alkan,

haloalkan, alkén, aromés ¢€s heterociklusos vegytiletet
- vanillat demetilaz
3. Citokrom P-450 csalad

SzH + O+ NAD(P)H + H* = SzOH +H,0 + NAD(P)*
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Multikomponensii enzimrendszer, egy terminalis hidroxildaz hem fehérjébdl és egy
vagy két elektrontranszport komponensbdl allnak. Neviiket onnan kapték, hogy az
enzim, mely szénmonoxidhoz kotddik karakterisztikus fényelnyelési maximumot
mutat 450 nm-en. Sok citokrom P-450 enzimet azonositottak prokariotakban,
¢lesztokben, gombakban, novényekben, rovarokban, de legtobbet emldsOkben. Az
eukariota enzimek az endoplazmatikus retikulumban és mitokondriumokban

membran kototten talalhatok, mig a bakterialis enzimek szolubilisek.
- kdmfor 5-monooxigenaz (CAM pl.)
- mitokondrialis P-450 (Eukariota)

- mikroszomalis P-450 (Eukariota)

4. Aromas aminosav hidroxilaz csalad (Eukariotakban)
- fenilalanin 4-hidroxilaz
- tirozin 3- hidroxilaz

- triptofan hidroxilaz
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MMO=metan monooxigenaz, BMO=butan monooxigenaz, AlkB= alkan hidroxilaz

I1.6. abra

11.2.2. Dioxigenazok
Azok az oxigendzok, melyek a dioxigén mindkét atomjat a szubsztrat(ok)ba épitik a

o

dioxigenazok (I1.7. dbra). A reakcidban az aromas gytirtin hidroxil csoportokként €piil

be a dioxigén két atomja.
Csoportositasuk:

1. Az aromas gylirtire oxigént/hidroxil csoportot épitd
Funkcionalisan két részre oszthatok, a, hidroxilaz komponensek- egy vagy két
(o, B) kiilonbo6zo, szorosan kapcesolodo alegységekbdl felépiilé oligomerek, és
b, elektron transzport komponensek. A hidroxildz komponenseknek van két
kofaktora az a alegységéhez kapcsoltan, egy vas-kén [2Fe-2S] centrum és egy
mononuklearis nem-hem vas.
A reakcidhoz ez esetben is sziikkség van NAD(P)H-ra. Az enzimreakci6 sordn a

NAD(P)H-t az enzimen levé FAD oxidalja, a FADH: kofaktorhoz kapcsolodik
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az Oy, és egy reaktiv hidroperoxiflavin tartalmu fehérje képzodik. Ez egy

reaktiv koztiterméken keresztiil hidroxilalja az aromas gyurtit.

Enzim csalddok:
- Benzol 1,2-dioxigenazok (pl. benzol 1,2-dioxigenaz, toluol 2,3- dioxigenaz,
naftalin 1,2- dioxigenaz)
- Nem meghatarozott aromas gylrti dioxigenazok (pl. ftalat dioxigenaz, 4-

klorfenilacetat 3,4-dioxigendz)

2. Az aromas gytri hasitdsaban résztvevo

A gylirtit hasitd dioxigendzoknak a kettd vagy tobb hidroxil csoportot tartalmazo
aromas gylriik szubsztratjaik. A gylirQi felnyitdsahoz kiilsd reduktansra nincs
szlkségiik.
Amennyiben a két hidroxil csoport egyméshoz viszonyitva 0rto poziciéban van a
dioxigenazok tobb pozicidban is hasithatjak (II.8. dbra) az aromdas gyurit ( B-
ketoadipat lebontasi Gtvonalként is ismert az alabbi két mechanizmusbdl kiindulo
gyliriibontas):

a, orto/intradiol hasit6 dioxigenazok a két hidroxil csoport kdzott nyitjak a

gyurtt

A hasitési termék mukonat, amely tobb 1épcsdn keresztiil végiil

szukcinatként 1ép a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusba.
- 3,4-dioxigenazok
b, meta/extradiol hasito dioxigenazok a két hidroxil csoport mellett hasitanak
A hasitasi termék hidroxi-mukonsav- szemialdehid, amely t6bb 1épcsén
keresztiil végiil piruvatként 1ép a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusba.
- 2,3- dioxigenazok
- 4,5- dioxigenazok
Ha a két hidroxil csoport para helyzetben van egymashoz viszonyitva pl. gentizat,

a karboxil csoport és a mellette 1év6 hidroxil csoport kozott hasitjak a

dioxigenazok a gytirtit.
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I1.8. abra A hasito helytdl fliggden eltérd intermedierek keletkeznek a lebontés soran
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11.2.2.1 A multikomponensii oxigenazok elektron-transzport komponensei

A NAD(P)H oxidacidjabol két elektron keletkezik, de a hidroxilaz komponens
redukcidjadhoz 2 6nallo elektron-transzfer 1épés sziikséges. Ezt megoldja a hidroxilaz
rész elektron-transzfer komponense, ebben a rendszerben az elektronok a NAD(P)H-
r6l a FAD-ra érkeznek, ezek a flavinok az elektron tarolok és innen megy tovabb két

1épésben a két elektron a vas-kén centrumhoz.

Osszefoglaloan elmondhatjuk, hogy az oxigenazok egymastol nagyon eltérd
szervezetekbdl szarmaznak, szerkezetiikben, reakci® mechanizmusukban mégis
szamos kozos tulajdonsagot fedezhetlink fel. A szerkezeti tanulmanyok azt mutatjak,
hogy a NAD(P)H, és FAD koté régiok, valamint a vas-kén centrumok nagyon
konzervalt szekvenciak/szakaszok.

Baktériumokban a katabolikus gének, kiillondsen a xenobiotikumok bontasaért
felelds gének plazmidon kddoltak, néha transzpozon szekvencidk kozé integraltak. A
kromoszéman kodolt katabolikus gének pedig gyakran szupraoperon struktiraba
szervezddtek. A  kornyezetben megfigyeltek informacio/talajdonsdg atadast
kiilonboz6 szervezetek kozott, melyek plazmidok segitségével, vagy kromoszomalis
gén mobilizacioval, transzdukcioval, transzformécioval ¢€s transzpozicioval
lehetséges. Ezek a mechanizmusok generalhatnak genetikai valtozasokat a prokariota
¢és eukariota sejtek kozott (mutdciok léphetnek fel, melyek nem foltétlen jarnak
funkcio6 vesztéssel/valtozassal).

Erdekes, hogy a P. putida alkan hidroxiliza és xilol monooxigenaza
szerkezitel hasonlo, funkcidjukban mégis eltérnek. Bar mindkét enzim ugyanazt a
tipusu reakciot katalizélja, de nincs kozds szubsztratjuk, melyet mindkét enzim
bontana.

Megfigyelték, hogy gyakran 6sszefliggés van a szubsztrat spektrum nagysaga
¢és a hatékonysag kozott. Sok szubsztratot elfogadd enzimek hatékonysiga gyakran
gyengébb, mint a sziik spektrumu enzimeké.

A kornyezetvédelmi-bioremediacios eljarasokban, illetve ipari biotechnologiai
célokra molekularis bioldgiai mddszereket bevetve moddositjdk az oxigendzokat a

jobb hatékonysag és nagyobb szubsztrat spektrum elérése érdekében.
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11.3. PAH szakirodalom feldolgozasa a biotechnologiai
megoldasok szemsz6gébél

Bevezeto

A PAH-ok elsésorban a fosszilis energiahordozok tokéletlen égésének
termékei, mindeniitt el6fordulnak a természetben (a levegdben, talajban, iiledékekben,
felszini-, ¢és talajvizekben). Tobbséglik komoly gondokat okoz genotoxikus,
karcinogén hatdsuk miatt és tartds jelenlétiikkkel a kornyezetben. A talajokban féleg
lokalis szennyezést okoznak, de pl. fiistgazokkal nagy teriiletre szétterjedhetnek.
Mikrobialis lebontasuk gatolt a gyenge biohozzaférhetdség miatt, ami elsOsorban

gyenge vizoldékonysaguknak kdszonhetd.

11.3.1 A policiklusos aromas szénhidrogének
A policiklikus aromas szénhidrogének (PAHs) nagy molekulatomegti (2-7

benzolgyiiriis) vegyiiletek (IL.9. 4bra). Altaldban (UMBBD adatbézis) jellemzd rajuk
szilard halmazallapotuak, magas olvadas- €s forraspont, alacsony géznyomas, nagyon
csekély mértékli vizoldékonysag, ami a molekulatdmeg ndvekedésével tovabb
csokken. A molekuldk oxidéacioval, redukcioval szembeni ellendlloképessége és
illékonysaguk a molekulatomeg novekedésével egyiitt n6. A PAH-ok lipofil
vegyliletek, jol oldodnak szerves oldoszerekben. A 2-3 gytiriis molekulak toxikusak,
ami a molekulatomeg novekedésével csokken. A 4-5 gyiiris PAH-ok sokkal
rezisztensebbek, mint a 2-3 gytrisek. Tobbségiik komoly gondokat okoz
genotoxikus, karcinogén hatasuk miatt és tartos jelenlétiikkel a kornyezetben (I1.10.
abra). A talajokban foleg lokalis szennyezést okoznak, de pl. fiistgdzokkal nagy
teriiletre szétterjedhetnek. A talajban akar 10-15 évig is tartdsan jelen lehetnek a
talajszemcsékhez/humuszanyagokhoz kototten (I1.11. abra).

PAH-okat nem szintetizdlnak kémiailag, hanem kd&szénkétrany feldolgozas
soran a koncentratumbol izolaljak dket egy tisztitasi és kristalyositasi 1€épést beiktatva,

vagy a nyers kdolaj finomitasi folyamatbol szdrmaz6 olajmaradékbol nyerik.

46



A PAH-okat fdleg intermedier vegyiiletekként hasznositjdk a
gyogyszeriparban, mezdgazdasagban, fotografidban, hore keményedé miianyagok,
kendanyagok eldallitdsdban, a vegyiparban.

Nem biologiai jellegli eltavolitasuk: volatilizacid, fotooxidacio, kémiai
oxidécio, adszorpcio-, adhézid a talaj matrixhoz (II.12. abra). A bioremediacid
alkalmas alternativ remediacids eljaras a veszélyes anyagok bontasara. Hatékony
bioremediacios eljaras kidolgozasdhoz eldszor fel kell térképezniink, és megérteniink
a PAH-bontd szervezetek enzimatikus folyamatait, metabolikus utjaikat. A
biodegradacid, bioremediacid hatékonysdga nagymértékben fligg a kornyezeti és
mikrobidlis faktoroktol: a talaj tipus, nedvesség tartalom, redox koriilények,
elektronakceptorok, homérséklet, pH, szezonalis faktorok, inorganikus tapanyagok
jelenléte/hianya, diffuziods- és fizikokémiai tulajdonsagok, valamint a szennyezéanyag
koncentraciojatol, kémiai szerkezetétl. Mikrobidlis lebontdsuk gatolt a gyenge
biohozzaférhetdség miatt, ami elsdésorban gyenge vizoldékonysaguknak kdszonhetd.

Tébb  mikroorganizmus csoport is mutat PAH  biodegradacios,
biotranszformacios aktivitast (I1.13. 4bra):

— baktériumok: Pseudomonas-ok, Sphingomonas-ok, Acinetobacter-ek,
Rhodococcus-ok, Mycobacterium-ok...;
— gombak: Phanerochaete chrysosporium, Cunninghamella elegans ...,

— algak: cianobaktériumok
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11.9. abra
A PAH-ok alapvegyiiletei

PICENE (CAS RN: 213-46-7)

PENTACENE (CAS RN: 135-48-8)

CORONENE

CAS RN: 191-07-1)
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PAH oldékonysag karcinogenitas
- ma/l
Maphthalene 3.7 Nem karcinogén
Acenaphthene 39 Nem karcinogén
Nem karcinogén
Anthracene 0.07
)
(=} . -
g Phenanthrene 1.3 Nem karcinogén
is
g n‘?
[-¥]
£ CL IO cyensén
Fluoranthene 0.26 karcinogén 1
Pyvrene 0.14 Nem karcinogén
Benz[alanthracene  (0.002 karcinogén
Benzo[a]pyrene 0.003 karcinogén

I1.10. abra
A PAH-ok gylirliszama és vizoldékonysaga, karcinogenitasa kozotti 0sszefiiggés

Az abran ol latszik, hogy minél tobb gylirlis a molekula annél kevésbé oldodik viben,
ezzel egyenesen ardnyos ellendlldsa a kdrnyezeti tényezokkel szemben. Meglepd,
hogy az igen veszélyes anyagnak tartott antracén, fenantrén és pirén vegyiiletek nem

tartoznak a karcinogén molekuldk csapatédba.
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I1.11. abra
A szennyezés fizikai/kémiai dllapotdnak sematikus dbrazoldsa talaj-viz rendszerben

(vastag fekete vonallal jelezve a szennyezddés)
1. talaj agglomeratum, 2. szuszpendalt talajrészecskék, 3. adszorbealt allapot, 4. abszorbealt allapot, 5.
oldatban 1év6 szennyezés, 6. kémiai kotéssel a talajmatrixhoz kapcsolddd szennyezés

Bioremediacio -
paH | C > Metabolitok
Q Adszorpcio a talaj
szervesanyagaihoz
=
Bioakkumulacio S
g
Kémiai oxidacio N
)
Volatilizicié e
Fotooxidacié \\ COz
Eltavolitas
vagy
detoxifikacio
e ————

I1.12. abra
A PAH-0k sorsa a kornyezetben
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[1.3.2 PAH-ok mikrobialis bontasa

Szamos baktérium képes a policklusos szerkezetet tdmadni (II.13. 4bra) elsGsorban
oxigenaz enzimekkel [Cerniglia 1993]. A legjelentésebb baktérium csalad, a
Pseudomonas csalad, melynek szamos képviseldje részt vesz aromas vegylletek
bontasaban pl.: P. putida, P. fluorescens, P. cepacia, de talalunk bont6 szervezeteket
az Alcaligenes-ek, Acinetobacter-ek, Arhtrobacter-ck kozott is.

A bakterialis PAH bontés soran el6szor egy dioxigenaz enzim katalizalta reakcid a
gylrti hidroxilalasa torténik, mikozben cis-dihidrodiol keletkezik. Monooxigenaz
katalizalta oxidacié is lehetséges, ekkor egy arénoxidon keresztiil transz-
dihidrodiolok képzddnek. A dihidrodiol molekuldk szubsztratjai a gyurtihasitd
oxigenazoknak, a tovabbi katabolikus 1épések soran a folyamat a Szentgyorgyi-Krebs
ciklusba Iép.

A PAH-ok mikrobialis bontasat altaldban a naftalinnal modellezik, e vegylilet
biodegradacidja a legjobban tanulmanyozott. A reakcidot multikomponensii
enzimrendszer katalizalja, melyet naftalin dioxigenazként jeldlnek. A Pseudomonas
putida PpG7 torzs hordoz egy NAH7 plazmidot, mely azokat a géneket tartalmazza,
melyek a naftalinlebontasért felelés enzimeket kodoljak [Park 2002]. A gének a nah
¢s sal operonokban talalhatok. A nah operon a naftalin szalicilatta alakitasaért felels
enzimeket kodold géneket tartalmazza, a sal operon pedig a szalicilat oxidalokat, és a
“meta” tipust gylirlihasitd enzimeket kodold géneket.A metan-oxidalé baktériumok
monooxigenaz enzimeik segitségével szamos xenobiotikumot képesek oxidalni. A
Methylococcus trichosporium kometabolizalja a naftalint, 1- és 2-naftol keletkezik
[Brusseau 1990].

A gombik szintén fontos szerepet jatszanak a PAH-ok bontisidban (II.13. &bra), de
nem hasznositjdk azokat egyediili szén-, ¢és energiaforrasként, hanem
kometabolizaljadk nem toxikus termékké [Cerniglia 1993].

A gombdknak biodegradacid szempontjabodl két f6 csoportjuk van, a lignolitikus és
nem lignolitikus gombdk, mindkét csoportban taldlunk olyan torzseket, melyek
képesek oxidalni a PAH vegylileteket. A reakcioban citokrém P450 monooxigendzok
¢s lignin peroxiddzok vesznek részt. A citokrém P450 monooxigenazok a molekularis

oxigén egyik atomjat épitik a gylirlire, mikdzben arén oxid keletkezik, mely spontan
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tovabbalakul fenolla (pl. Cunninghamella elegans). A ligninperoxidazok azokat a
PAH-okat oxidaljak, melyeknek alacsonyabb az ionizaciés potencialjuk, mint 7,6 eV,
a reakcid soran el0szor kinon keletkezik. Az egyik legismertebb képviseldjik a
Phanerochaete chrysosporium, mely az antracént antrakinonon at ftalatta oxidalja, a
fenantrént oxidalasa soran pedig difénsav keletkezik [Hammel 1991]. Ugyanezen faj
nem-lignolitikus koriilmények kozott is képes bontani a fenantrént, ekkor fenol ¢€s
transz-dihidrodiol keletkezik, mely citokrom P450 aktivitast sejtet [Sutherland 1991].
A harmadik PAH degradalé csoport a cianobaktériumok és eukariéta algak (11.13.
abra), melyek fotoautotrof koriilmények kozott oxidaljak pl. a naftalint 1-naftolla. Az
Oscillatoria sp. JCM cianobaktérium térzsben ez az atalakitas arénoxid intermedieren
keresztiill megy végbe [Narro 1992], ami a gombak esetén latott monooxigenaz
katalizalta reakciora utal.

A Selenastrum capricornutum zold alga fotoautotréf — koriilmények kozott
metabolizalni képes a benzo[a]pirént mikézben cis-11,12-dihidroxi-11,12-
dihidrobenzo[a]pirén képzodik [Warshawsky 1990]. A cis-dihidrodiol képzdédése a
heterotrof baktériumokra jellemzd dioxigenaz katalizalta reakciora utal.

Az aerob folyamatokban az O eszencialis, nemcsak mint elektron akceptor,
de be is épiil az aromas gylirlibe. Azonban gyakran el6fordul, hogy a szennyezett
terlileten az oxigén mennyisége korlatozott, igy az aerob folyamatok gatlodnak, ezért
nagyon fontos, hogy anaerob lebontasi utvonalakat is vizsgdljunk. Denitrifikaléd
koriilmények kozott bizonyitottdk pl. a naftalin, acenaftén lebontdsat. Mikrobialis
konzorcium segitségével [Chang 2002] eltéré6 mértékben bonthatok a PAH
vegylletek: fenantrén > pirén > antracén > fluorén > acenaftén. Kevert PAH
szubsztratok esetén a biodegradacié mértéke jobb, mint egyedi szubsztratok esetén.
Az optimalis koriilmények enyhén lugos (pH=8,0) kornyezetben 30°C-on voltak. A
biodegradacié hatasfoka javithatd egyéb szervesanyagok: acetat, laktat, piruvat
adagolasaval. A kiilonb6z6 redukald koriilményeket Osszehasonlitva, a legnagyobb
mértékli degradacio szulfatredukald koriilmények kozott figyelhetd meg, majd

metanogén kdrnyezetben, és végiil nitrat redukalo feltételek mellett.
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11.13. abra
A PAH-ok mikrobialis lebontasanak kezdeti oxidacios 1épései
(6sszefoglald abra)
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[1.3.3. Metabolikus utak

11.3.3.1. Naftalin

Biciklusos aromas szénhidrogén, modell vegyiilet a PAH-ok tulajdonsagainak
vizsgalatdban. A naftalin és szarmazékai nyers kodolajban és kdolajtermékekben
fordulnak eld. Metabolizmusa a naftalin-dioxigenaz enzim katalizalta reakcioval
indul aerob baktériumokban (IL.14. 4bra). Erdemes megemliteni, hogy ez az enzim
szamos mas reakciodt is katalizal, pl. a kék “jean” festék, az indigd szintetizalasaban

felhasznaljak.
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I1.14. abra
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A naftalin biodegradacioja

11.3.3.2. Fenantrén

A PAH-ok altaldban, igy a fenantrén is, megtalalhatok/gyakori szennyezok
talajban, vizben, vizi liledékekben. Bar a fenantrén nem mutagén vagy karcinogén, de
toxikus, féleg a vizi €él6lényekre. Triciklusos aromas szénhidrogén, mely rendelkezik
“bay-régio”-val és “K-régio”-val (II.15. é&bra), ezért gyakran hasznaljadk modell

szubsztratként a karcinogén PAH vegyiileek metabolizmusanak tanulméanyozasara.

Bay-region g
NP
? 1
]
7 10

g ] h\

K-region
Phenanthtene

11.15. abra

A fenantrént a talajlako baktériumok kétféle uton képesek bontani. Az egyik
it a ‘naftalin lebontasi utvonal’-ba torkollik, a mésik pedig a ‘ftalat ut’-ba. Altalaban
a baktériumok a fenantrént képesek egyediili szén-, és energiaforrasként hasznositani
azaltal, hogy dioxigenaz enzimiik elsésorban a “bay-régi6”-ban tdmadva a molekulat
fenantrén cis-dihidrodiolla alakitjak, majd tovabbi lépéseken keresztiil hasitjak a
gytriit (II.16. dbra). Ellenben néhany cianobaktérium, és sugargomba (I1.17a., I1.17b.
abra) ettdl eltérden, inkdbb az emldsok, illetve gombak metabolizmusat kdvetve a
“K-régi6”-ban tamadjak a molekuldt monooxigendz enzimet haszndlva, igy trans-
dihidrodiol keletkezik.

A baktériumok mellett a gombak is képesek enzimeikkel atalakitani a fenantrén
molekulat (II.18., I1.19. 4bra). Azonban a baktériumoktdl eltéréen nem képesek
egyediili szén-, és energiaforrasként hasznositani, hanem kometabolizaljak, mikdzben
hidroxilalt termék keletkezik. Szdmos nem-lignolitikus gomba a fenantrént erdsen
régio-, ¢és szteroszelektiv mdédon metabolizalja citokrém P-450 monooxigenaz és
epoxid hidrolaz enzimek segitségével, igy fenantrén trans-1,2 ill. trans-3,4 és trans-
9,10-dihidrodiolok, illetve 1-, 2-, 3-, 4-, és 9-fenantrolok képzddnek, tovabba az
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elsédleges metabolitok szulfat-, gliikozid-, és glikuronid konjugétjai. Bar a {6
enzimatikus tdmadasi pont gombak esetén az 1,2- és 3,4-poziciok (bay-régid), mégis
eléfordul itt is a 9,10-pozicid (K-régid) tdmadasa (hasonloan az emlds enzimatikus

folyamathoz).
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11.16. abra

Aeromonas sp. S45p1, ill. Pseudomonas sp. S47p1 baktérium torzsekben megfigyelt
lebontési ttvonal



11.17. abra
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Erdekessége a két lebonté folyamatnak (I1.17. 4bra), hogy jobban hasonlit az
emlosokben ill gombakban leirt enzim rendszerekhez, mint a baktériumok altal
katalizalt folyamatokhoz. Mindkét esetben az elsé 1épés a fenantrén oxidacidja egy
monooxigenaz-epoxid hidrolaz  katalizalta reakcioban trans-9,10-dihidrodiol
molekulava (és nem dioxigenaz tamadas torténik!). Egy gyors nem enzim-katalizéalta
izomerizacidval fenantrol képzodik. E vegyiiletet a Synechococcus metiltranszferaza

1-metoxifenantrénné alakitja.
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Pleurotus ostreatus lignolitikus gomba (a lignolitikus Phanerochaete chrysosporium
is hasonldan bontja, csak elsé metabolikus Iépésben keletkezik eltérdé enantiomer),
Syncephalastrum racemosum nem lignolitikus gomba fenantrén bontasa
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Cunninghamella elegans gombaban feltérképezett metabolikus ut
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11.3.3.3. Fluorén

Tricklusos aromas szénhidrogén, mely tartalmaz két hattagu-, és egy Ottagi aromas
gyuriit. A fosszilis energiahordozok, ¢és szarmazékaik f6 komponense, de
melléktermékként megjelenik a kdszénfeldolgozo-, és energia iparban is. Gyakran
talalkozunk vele kipufogd gazokban, nyers-, motorolajban, szén- ¢&s olaj
¢géstermékekben. Alapanyaga festékek, pigmentek, peszticidek, h6alldé miianyagok,
¢s gyogyszerek eldallitdsanak. A fluorén szerepel az EPA Elsédleges Szennyezdk
listajan, tehat kdrnyezetbarat eltavolitasa a kornyezetbdl kiillondsen fontos.

Mivel szerkezeti hasonlosdgot mutat mas toxikus vegyiiletekkel (pl. karbazol,
dibenzotiofén, dibenzofuran, dibenzodioxin), ezért mint modell vegyiiletet
felhasznaljak a biodegradacios folyamataik vizsgéalataban.

Szerkezete, mely tartalmaz aromdas és aliciklusos részeket is lehetdvé teszi a
biokémiai tamadodsok tobb varidciojat is.

Casellas 1997-ben két lehetséges lebontasi utat is leirt egy Arthrobacter torzsben
(I1.20. abra). A C-9 pozicidban monooxigenaz enzim tamadas eredményeként 9-
fluorenon keletkezik, de nem alakult tovabb, akkumulaldédott. Az alternativ 1t
dioxigenacioval kezdédik a C-1, C-2, C-3 és C-4 pozicioban, cis-dihidrodiolok
keletkezése kozben, melyek tovabbi oxidacids lépésen at, egy extradiol dioxigenaz
tamadasanak kitéve meta-hasitassal bomlanak. Egy tovabbi aldoldz reakcio és a
gylirlihasitas utani dekarboxilaci6 eredménye indanon molekulak keletkezése, melyek
szubsztratjai a biologiai Baeyer-Villiger reakcionak.

Egy masik lebonté tutvonalat  Sphingomonas sp. LB126, Brevibacterium sp.
DPO1361, és Pseudomonas sp. F274 toérzsekben figyelt meg Wattiau [Wattiau 2001].
Ebben az esetben a fluorén ftalsavva és 2-hidroxipenta-2,4-dienoatta alakul 9-
fluorenon és egy bifenil intermedieren keresztiil.

Herwijnen és mtsai [Herwijnen 2003] megfigyelték, hogy a Sphingomonas sp. LB126
torzs a fluorént képes metabolizalni, egyediili szén-, és energiaforrasként hasznositani
(IL.21. 4abra). A fenantrént, antracént, fluorantént, dibenzotiofént ,csak”
kometabolizalni képes, azaz szénforrasként egyéb szubsztratot hasznosit, pl. gliikozt.
A fluorén metabolizmusara bizonyitek volt GC-MS késziilékiikkel kimutatott

intermedierek jelenléte: 9-fluorenol, 9-fluorenon, és protokatekol. Eldzetes
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kisérletekben a fluorén bontas els6 1épésének termékeit mar kimutattak

Brevibacterium-ban és Pseudomonas-ban [Trenz 1994, Grifol 1994].
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11.20. abra

Fluorén bontasa Arthrobacter sp.-vel
A zardjeles intermediereket nem tudtak kimutatni, csak feltételezik létezésiiket a folyamatban. A rémai
szamoknak megfeleld kémiai nevek: 1. 9-flurenol, Il. 9-fluorenon, IIl. 3,4-dihidrokumarin, 1V. 3-
hidroxi-1-indanon, V. 1-indanon, VI. 2-indanon, VIIa és VIIb 2-formil-1- indanon és 1-formil-2-
indanon, VIII. 4-hidroxi-9-fluorenon, IX. 3-(2-hidroxifenil) propionat, X. szalicilat, XI. 3-izokromanon
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Fluorén bontasa Sphingomonas sp. LB126 torzsben

11.3.3.4. Pirén

Négy gytiris PAH, nem karcinogén, de szdmos lizemi folyamat, és nem tokéletes
égetési miveletek melléktermékeként megjelenik a k(’jrnyezetben. Bakterialis
lebontast azért is érdemes alaposan feltérképezni, mert a benzo[a]pirén egyike a

CERCLA Veszélyes Anyagok Top20-as listdjan szerepld vegyiileteknek.

A pirént bontjak baktériumok, és gombak is. Kezdeti 1épésként baktériumokban
talalkozunk mono-, és dioxigenaz tdmadassal is, mig a gombdakra csak monooxigenaz
katalizalta reakcio jellemzd. A I1.22. 4dbran a dioxigenazzal inditott biodegradacid
folyamata lathato, melyet Mycobacterium flavescens [Deanross 1996], és tobb masik
Mycobacterium fajban is kimutattak [Churchill 1999, Cheung 2001], valamint
jellemzé még ez a reakcio Pseudomonas stutzeri-ben, s6t Bacillus cereus-ban is
leirtdk [Kazunga 2000]. A 1I1.23. abran monooxigendz tamadassal kezd6do
biodegradacids folyamatokat latunk. A pirén 4,5-monooxigendz reakcid jellemzd

baktériumokra, pl. Mycobacterium fajokban, illetve Pleurotus ostreatus gombaban, a
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masik utvonalban pirén-1,2-monooxigenaz tamadja a molekulat, ami Aspergillus
niger SK9317, Penicillium glabrum TW9424, Cunninghamella elegnas, Trametes
versicolor gombakban bizonyitott.
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Baktériumokban megfigyelt dioxigenaz tamadéssal inditott pirén metabolizmus
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Monooxigenaz enzimekkel inditott pirén metabolizmus
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11.3.3.5. Nagy molekulasulyu PAH-ok (HMW PAH) biodegradacioéja

A PAH-0k nagy ¢és diverz csoportja a szerves vegyiileteknek. Kémiai tulajdonsagaikat
nagymértékben meghatarozza a gyiirik szama, kapcsolodasa, stb. Altaldban a
molekula méretének novekedése, és szogletessége ndveli a hidrofobicitdsukat és
elektrokémiai stabilitasukat. Ez a két f0 faktor, melyek meghatdrozzak
perzisztencidjukat a kornyezetben, pl. a 3 gylrlis fenantrén féléletideje talajban,
iiledékben 16-126 nap, mig az 5 gylrlis benzo[a]pirén (BaP) féléletideje 229-1400
nap is lenhet. A HMW PAH-ok karcinogének, mutagének, toxikusak. Kanaly és mtsai
2000-ben irtak Osszefoglalot e molekuldk biodegradacidjarol. Az 1990-es évek elott
nem volt ismert metabolizmus ezekre a vegyiiletekre (egy kivétellel lasd lentebb). A
legkorabbi hivatkozas 1988-ban volt, Heitkamp és Cerniglia irt le Gram-pozitiv
baktériumokat, melyek kometabolizaltak egyes HMW PAH-okat pl. fluorantén, pirén,
1-nitropirén, 3-metilkolantrén, 6-nitrokrizén, és benzo[a]pirén. A négy gylriis PAH-
ok bontadsara a pirén bemutatdsaval mar lattunk példat, ebben a részben az 5, vagy
informécio6 all rendelkezésilinkre, és a megjelent publikaciok féleg a BaP lebontasat
boncolgatjdk. Mar 1975-ben Gibson ¢és mtsai foglakoztak e vegyiilet tartds
jelenlétével a kornyezetben, illetve biodegradaciojaval iiledékek
mikroorganizmusaival. Sikeriilt izolalniuk egy Beijerinckia torzset, melynek mutans
véltozataval szukcinat ¢és bifenil szubsztratokon novesztve képesek voltak
kometabolizalni a BaP-t. A Mycobacterium sp. PYR-1 torzs, mely bontja a pirént,
bizonyos feltételek mellett bontotta a 0,5 mg/l koncentracidban jelenlévé BaP-t (
I1.24. 4bra) bizonyos mértékig [Heitkamp 1988]. Uledékkel kevert tovizben ez a torzs
képes volt bontani 25 ppb BaP-t, bar csak 3,6%-at 28 nap alatt. E Mycobacterium
torzsrol leirtak, hogy hatgyiiris PAH keverékben is bontja némileg a BaP-t [Kelly
(50 mg/l konc-ban) Burkhoderia cepacia torzsben 100 mg/l fenantrén jelenlétében
[Juhasz 1997]. A két vegyiilet 41 és 52 %-ban bomlott el 56 nap alatt.

Mostanaban jelentek meg olyan cikkek, mely anaerob oxidéacidjat mutatjak be a

HMW PAH-oknak mikozben szén-dioxid keletkezik szulfat redukald koriilmények
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kozott oceani iiledékekben [Coates 1997]. Ez az 1j irany azt jelzi, hogy korantsem

ismeriink még mindent a PAH-ok bontasarol.
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11.24. abra

Benzo[a]pirén biodegradacioja Mycobacterium torzsben

11.3.4. A bontasi koriilmények vizsgalata
A megfigyelések azt mutatjdk, hogy szamos esetben a PAH degradalo torzs

bejuttatdsa a szennyezett talajba nem jart egyiitt a PAH koncentracid jelentds
csokkenésével. Ennek természetesen tObb magyardzata van, pl. a ,bensziilott”
mikrofloraval szemben nem ellenalld a bejuttatott torzs, vagy a talaj mindsége, a
kornyezeti feltételek nem megfeleloek [Kastner 1998]. Immobilizacioval javithato a
mikrobak tulélése [Wiesel 1993], de ez sem mindig vezet eredményre. Tovabbi a
bontd szervezet szdmadara szerves szénforras, valamint egyéb asvanyi tdpanyagok
adagolasa [Weir 1995] javithatja a bontas hatékonysagat (azonban tovabbi
szervesanyag bejuttatdsa a szennyezett teriiletre altaldban nagy ellendllasba iitkozik,

mégha ez a szennyezés csak atmeneti). A sokoncentracio és a pH szintén komoly
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befolyassal bir a bontd szervezetekre [Leahy 1990], pl. savanyu kornyezetben a
baktériumok aktivitasa altaldban gatolt.

Feliiletaktiv anyagok alkalmazdsa a biodegradacioban jelentdsen javithatja a
lebontast, hiszen hidrofob anyagokrol lévén szd, azok nem oldodnak vizben.
Feliiletnoveléssel azonban, hozzaférésiiket tudjuk javitani, valamint permeabilisabba

valik a sejtfal is, ha feliiletaktiv anyagokat alkalmazunk [Willumsen 1998].

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy szamos mikroorganizmus képes a PAH

vegyiileteket bontani, ha megfeleld koriilményeket biztositunk szamukra.
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11.4. Halogénezett alifas és aromas szénhidrogének
biodegradacioja
Bevezet6

A huszadik szdzad masodik felében a fejlodd ipari  vallalatok
versenyképességiik, piaci részesedésiik megdrzése érdekében vegyszerek egész sorat
bocsatottadk kereskedelmi forgalomba. Tették mindezt ugy, hogy a megfeleld
hatdstanulmany (termékeiknek a természeti kornyezetre, ¢éldvilagra gyakorolt
hatasanak vizsgdlata) elkészitésére csak joval ezutan keriilt sor, amikor az
alkalmazasi teriileten mar jelentds egészségiigyi, kornyezeti problémak jelentkeztek
¢s a beavatkozas elkeriilhetetlen volt. A nemzetkdzi szabvanyok  fokozatos
feliilbiralasanak, szigoritasanak eredményeként, a gyarapodd kornyezetvédo
csoportok és politikai ,,z01d” partok, mozgalmak nyomasara, ill. a kérnyezetiinkhoz
fliz0dd szemlélet megvaltozasaval a hetvenes évektdl mar tudoméanyosan is helytalld
felmérések, vizsgalatok kezdddtek a sulyos kornyezeti karok helyredllitasara. A
kornyezet rekonstrukcidjanak koltségigénye sem elhanyagolandd; maéra mar
elfogadotta valt, hogy épp a vegyiparban vagy olajiparban érdekelt cégek forgatjak
vissza a keletkezett haszon egy részét a kornyezetvédelembe. Manapsag a fogyasztok
is elonyben részesitik azokat a termékeket, melyek kornyezetbarat technoldgiak-,
vagy akar vegyszerek mérsékelt felhasznalasaval, esetleg teljes melldzésével (,,bio”-
termékek) késziiltek, még ha ezek dragéabbak is.

Az altalanosan elterjedt fizikai, kémiai technoldgidkkal mar nem megoldhatd
a kis koncentracioban jelenlévd szennyezOdések eltavolitisa. Erre a feladatra a
legalkalmasabb moddszerek a bioldgiai eljarasok, melyek soran a mikroorganizmusok
nyomnyi mennyiségli szerves anyagot is képesek felhasznalni, atalakitani artalmatlan
vegyiiletté.

A Kklérozott aromds szénhidrogén csalad tagjait pl. oldoszerként, peszticidként
alkalmaztak korabban, napjainkra azonban felhasznalasuk jelentosen csokkent. Az
évekkel ezel6tt nagy mennyiségben alkalmazott nehezen lebomld peszticidek sok
helyen megbontottak az 6kologiai egyensulyt, melynek kdvetkezményei egyre inkabb
megmutatkoznak. A talajba jutott szerves szennyezddések egy része megkotddott a

talajszemcséken. Ezzel egyrészt gatlodik kimosodasuk a talajvizekbe, masrészt
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mikrobialis lebontasuk gatolt. Megfeleld bioremediaciés mddszer alkalmazasaval és a
fizikai-kémiai eljarasok kombinalasaval a lebont6 folyamat gyorsithato.

El§ szervezetek segitségével megtisztitani a kornyezetet elényds, mivel
viszonylag alacsony a koltségigénye és a lebontds eredménye nagy mennyiségii
biomassza. Tovabbi elénye, hogy a mikroorganizmusok képesek a kornyezetbdl
nyomnyi mennyiségli szervesanyagot is hasznositani, melyet egyéb modszerekkel
lehetetlen, illetve nem gazdasagos eltavolitani. Toxikus vegyiiletekkel szennyezett
kdrnyezetben egyes mikroorganizmusok egyiittmiikddve képesek fennmaradni, és
atalakitjak vagy sajat anyagcsere folyamataikba beépitik a jelenlévd szerves
anyagokat. A klorozott szénhidrogének bontasaért felelés enzimek génjei gyakran
plazmidon kodoltak, gondoljunk példaul a 3CBA bontasaban résztvevé Pseudomonas
putida pAC27 [Chatterjee és Chakrabarty 1981] - és Flavobacterium sp. pRC10
plazmidjaira [Chaudry és Huang 1988].

1.4.1. Klérozott szénhidrogénekrdl altalanosan, enzimatikus
lebontasuk

A klorozott szénhidrogének hasznos, nagyrészt emberalkotta vegyliletek.
Felhasznalasuk szempontjabol elonyds, hogy nem oldddnak vizben, igy ellenallnak
pl. a biologiai tdmadasnak. Kozponti szerepet jatszanak az iparban, mint olddszerek,
vegytisztitd szerek, és mezOgazdasagi felhasznalasuk is sokaig figyeleme méltd volt,
mint herbicidek, tartositoszerek, stb. Sajnos ipari jelentdségiikkel ellentétes
kornyezeti hatasuk. Kémiai tulajdonsaguk miatt toxikusak, s mivel tartdsan
megmaradnak a kornyezetben eltavolitasukra megoldast kellett kidolgozni. De vajon
hogyan keriilnek ki a kérnyezetiinkbe? Sok mas szervesanyaghoz hasonloan: az ipari
folyamatok soran keletkeznek melléktermékek, hulladékok, melyek taroldsa nem
mindig megfeleld (gondoljunk csak Garé torténetére, ahol a nem megfelelden tarolt
hordok elkorrodedltak, és a benniik tarolt klorozott benzol vegyiiletek elszennyezték a
talajt, mentesitése még ma is folyik, holott tobb éves torténetrél van szo), ezek
beszivarognak a talajba, folyo- és 4ll6 vizeinkbe, bejutnak a talajvizbe. A
mezOgazdasag pedig a megmuvelt terliletekre kiszort novényvédd szerekkel

szennyezte kornyezetiinket. Szamottevo részik hozzéférhetetlen a
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mikroorganizmusok szdmara, mert a talajrészecskékhez kotdédnek, vagy bezarédnak a
talajasvanyok porusaiba.

Halogén szubsztitudlt aromés szénhidrogének nemcsak emberi tevékenység
kovetkezményeként juthatnak a kornyezetbe. A bioszféraban eddig kb 1500
kiilonb6z6 halogén tartalmu anyagot detektaltak [Rehm-Reed 2000]. Ezeket altalaban
egyes novények, allatok, mikroorganizmusok termelik, de keletkezhetnek természetes
¢gési folyamatok soran pl. vulkénkitorés, erddtiizek. A teljes klormetdn emisszid
donté részét tengeri szervezetek bocsatjak ki (5 mt/év, mig a human eredetli emisszid
csak 26et/é¢v). Bar a fluoracetat nagyon toxikus, mert gatolja a Krebs ciklus
korforgésat, fluor-zsirsavak mégis eléfordulnak egyes magasabb rendii szarazfoldi
novényben. A tengeri iledékben fellelheté Hemicordatik 2,4-dibromfenolt
szintetizalnak, aerob baktériumok novekedését gatolandd. Az {iledékbdl izolalt
anaerob baktériumok kevert kultiraban pedig képesek e vegyiilet reduktiv
debrominalasara [King 1986]. Tovabbi érdekesség, hogy pl. szocskék termelnek
klérozott aromas vegyiileteket, pl. a 2,5-diklorfenolt és a 2,6-diklorfenolt, szekretaljak
e vegyiileteket hangyariasztoként, illetve a ndstény atka/kullancs pedig szex
feromonként termeli. Emberi szervezetben is termelddnek halogén tartalmu
vegyliletek: a pajzsmirigy tiroxin hormanja egy tetrajod-tirozin szarmazék.

A halogén tartalmu vegyiiletek bomlasa lehet abiotikus vagy biotikus.

Abiotikus bomlasuk megtoténik hidrolizissel viz jelenlétében barhol (talaj,
viz, levegd). A hidroxid ion nukleofil tamadasaval a Cl™ lecserélédik megfeleld
ionerdsség, pH, és felszini feltételek mellett. A fotohidrolizist napsugarak aktivaljak.
A t6bbi abiotikus reakcioval szemben a hidrolizis a dominans. Lehetséges abiotikus
redukcid is fémionik jelenlétében, de ezt a folyamatot természetben nem igen tudtak
megfigyelni, csak laborban. UV sugérzas hatdsidra a szén-halogén kotés hasad, a
gyokok pedig reagéalnak a kornyezetben talalhatd oxigén tartalmt molekulakkal, foleg
02, O3, NOx. E reakcid illékony halogéntartalmti szénhidrogénekre jellemzd a fels6
atmoszféraban.

Kloérozott szénhidrogének biotikus bontasara iranyuld eredményes kisérleteket
a ’90-es évek elejéig talnyomo tobbségben anaerob, a szennyezddés helyérdl izolalt

mikroorganizmusok kevert kultardival végeztek un. reduktiv dehalogénezés soran:
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néha jelentdsen szennyezé (DDT, Lindane, Mirex, tobbségiik a ’60-as évektdl
hasznalt peszticid hatdsu készitmény), aerob korilmények kozott nem, vagy igen
lassan lebonthaté (tobbszordsen) klorozott vegyliletek degradacids folyamata, mely a

szubsztituens halogénatom lehasitasaval jar.

1.4.1.1. Reduktiv halogén eltavolitas
1. tipus: hidrogenolizis: a molekulan 1évé klorid hidrogénatommal helyettesitddik
hidrogén-klorid képzédése kozben. Igy alakulhat a 2-klér-benzoesav benzoesavva

(aril hidrogenolizis), vagy az 1,2-dikléretan kloretanna (alkil-hidrogenolizis):

cl H

| +2[H] |
R— C—R T R— C—R

| [

R HCl R

2. tipus: ,,szomszédos” redukcid/dihaloeliminacio: két szomszédos szénatomon
1év6 egy-egy halogén szubsztituens hasitodik le, a szénatomok kozott kettds kotés
alakul ki, elektrondonor jelenlétében, példaul az 1,2-dikléretan eténné torténd

atalakuldsa [Mohn ¢s Tiedje 1992]:

Cl cCl

I +2[H] R R™
| | / N
R" R™ 2 HCl R R

11.4.1.2. Oxigenolitikus dehalogénezés
Mono-, vagy dioxigenazok katalizaljak ezeket a reakciokat, aerob folyamatok.
Kloérozott aromds vegyiileteket, és féleg hossztlancu haloalkdnokat lehet igy
klormentesiteni, s6t a tovabbi Iépésekben az aromas vegyiiletek esetében

gylriihasitasi 1épés is koveti a szubsztituciot.

a) monooxigendz katalizalta reakcio: al o
' + [O] \ 7
R'— <|3—R R'— C—OH R—C

\ §

R" "
R HCl

b) dioxigendz katalizdlta reakcio:
COOH  \apH + 1t NAD* OH

Cl \_ Fe? / (j/OH
N

o, HCI + CO,



11.4.1.3. Hidrolitikus dehalogénezés
A kloridot vizbdl nyert hidroxil csoportra cseréli a katalizald enzim:

halohidrolazok, foleg alifas vegyiileteket (2-8 szénatomos) tdmadnak:

Cl OH

| +H0 |
R— C—R T’ R— C—R

l [

R HCl R

11.4.1.4. Tiolitikus dehalogénezés

A reakcioban glutation vesz részt, melynek kén atomja cseréli le a klor atomot, a

keltekez0 tioéter hidroxilalodik:

cl GSH HCI GS H,O GSH OH
| E i | \ i |
R— C—R R— C—R R— C—R
| | |
R" R" R"

1.4.1.5. Halogénmentesités intramolekularis szubsztitucioval

haloalkoholok esetén:

Cl OH 0
[ / N\

R—C — C—R™ T' R—C— C—R™
Lo I
R" R Hel R" R"

11.4.1.6. Dehidrodehalogénezés

Csak olyan vegyiilet esetén lehetséges, ahol a halogén atomot hordoz6 szénatom

melletti szénatomon hidrogén van:

Cl H
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1.4.1.7. Hidrodehalogénezés

3-klorakrilsav-hidrataz enzim katalizalta reakcié viz jelenlétében:

Cl H H

e COOH o r Ho o
c=C — 2~ |H—C— C—COOH C — C—COOH

T L o v o]

OH H el H

A fenti hét csoport a klorozottak bioldgiai lebontédsara jol tiikkrozi azt a feltevést, hogy

minden lebonthatd, csak a koriilmények nem mindig adottak.

1.4.2. Halogénezett szénhidrogének biodegradacidja

11.4.2.1. Halogénezett alifas szénhidrogének

A legismertebbek az 1-3 szénatomszamu, klorozott vagy bromozott alkanok

¢és alkének: klormetan, diklormetan, kloroform, széntetraklorid, dikloretan, trikloretén
(vagy —etilén =TCE), tetrakloretén (vagy perkloretilén=PCE), di-, triklérpropanok, de
a hosszulancu kloralkanok, hexaklorciklohexan, alkansavak-rol sem szabad
megfeledkezniink, mert nagyon komoly kornyezetszennyezok.
Megtalalhatok peszticid készitményekben, vegytisztitds sordn, elektronikai ipar
hulladékaiként, zsiroldoként. Viszonylag jol olddédnak vizben, kovetkezésképp
jelentds talaj(viz), ivoviz szennyezOk, karcinogén hatasuiak. A halometanok
illékonyak, 6zonrombolok. Bontasukra aerob talajbaktériumok — pl. Methylosinus sp.,
Methylococcus sp. fajok képesek metan monooxigenaz, ammoénium monooxigenaz
enzimeik, valamint hidrolazok segitségével.

A kutatasok csak részleges dehalogénezésrdl szamolnak be, a teljes folyamat -
mindegyik halogén szubsztituens lehasitasa — els6k kozott a PCE esetében bizonyitott
a PCE = TCE = cis/trans DCE = vinil-klorid = etén atvonalon [Freedman és mts.
1989]. Néhany év mulva mar beszamoltak a Pseudomonas putida [Nelson és mts.
1988] és Pseudomonas fluorescens [Vandenbergh és Kunka 1988] szerepérdl a TCE
bontasaban; emellett a Pseudomonas fluorescens ugyanezen szerzoknél az 1,2-
diklorpropan biodegradacids folyamataiban is alkalmasnak bizonyult. A kisérletek

jorésze azonban anaerob mikroorganizmusok felhasznalasaval tortént.
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A halometanok illékonyak (alacsony a forraspontjuk kb. 40°C) ezaltal jelentds
szerepilk van a sztratoszférikus o6zon destrukcioban. A halogénezett C1-C2
vegyiiletek bontasaban a metanotrofoknak van nagy szerepe, melyek a metant, mint

egyediili szén- és energiaforras hasznositjak oxigén jelenlétében [Lontoh 1998].

A Kklérmetan klorid tartalmu mtianyagok hébomlasa kozben, illetve a hinarok
termelte metil-jodid klorozodasa altal képzodik. Bontasa lehetséges egy hidrolaz,
vagy monooxigenaz katalizalta deklorozassal, mely soran elészor formaldehid, majd
tovabbi oxidacioval hangyasav, végiil CO2 keletkezik [Vanelli 1998]. Szigoruan
anaerob koriilmények kozott egy homoacetogén baktérium metiltranszferdz és
dehidrogenaz enzimei altal katalizalt reakcioban bomlik [Messmer 1996].

A diklérmetan (DCM) 4atalakul formaldehid keletkezése kozben aerob

metilotrofokkal, pl. Methylobacterium, Methylophilus — glutation fliggd
dehalogenazéval:
cl GSH HCI GS H,0 HCI GS H,0O GSH
| | |
H—C—H ;4» H—C—H ;L» H— C—H;—L HCHO
| I |
Cl Cl OH

A diklormetan anaerob modon acetogén mikroorganizmussal, egy
Dehalobacterium formicoaceticum-mal bonthato, metilén-tetrahidrofolat
intermedieren keresztiil format és acetat keletkezik, melyhez CO: jelenlétére sziikség
van [Magli 1998].

A kloroform hasonléan a TCE-hez széles korben alkalmazott klor tartalmu olddszer.
Helytelen kezelésének, tarolasanak kovetkeztében, valamint a széntetraklorid anaerob
dehalogénezésébdl szarmazo, akkumuldlodd intermedierként megjelenik a
kornyezetben, gyakori szennyezéje a talajviznek [Rui 2004]. Valosziniileg

karcinogén. Bontasara a kdvetkez0 reakcio irhato le:
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Cl ] 1

| e Cl | |
Cl1 i‘—Cl—\-—-Lr- 2C — e = H—C—ICI
I|{ 1|{ * B
Chleroform Dichloromethane

A kloroform intermedier molekulaként megjelenik a széntetraklorid
bontasaban, igy a kovetkezd részben, a CT bontasban szerepet jatszo
mikroorganizmusok képesek a kloroform bontasara is, igy ezt ebben a bekezdésben
kiilon nem részletezziik.

Rui és mtsai 2004-ben leirtak, hogy a Burkholderia cepacia-ban kodolt toluol-
0-monooxigenaz enzim gén csoportjat E. coli-ban termeltetve jo hatasfokkal
bontottak a kloroformot. Azért valasztottdk ezt az enzimet, mert eldzetes
vizsgalatokkal [Shim 2000] bizonyitottak, hogy a toluolon kiviil még sok mas
is.

A tetrakléormetan (széntetraklorid=CT) toxikus, karcinogén vegyiilet, az
EPA prioritasi listajan szerepel. Maj és vese rombold, valamint nagy dozisban
neurologiai problémakat okoz. A CT a legéltaldnosabban hasznalt olddszer volt pl.
vegytisztitasban, amig az 1950-es években be nem tiltottak. Utddja a trikloretilén és a
pekloretilén lett. Mas ipari folyamatokban nagy mennyiségben hasznaljak ma is pl
zsirtalanitas, gabona fertGtlenités/fiistolés, és nyersanyagként alkalmazzak klor-
paraffin viasz és klorfluorkarbon eléallitasahoz [Cervantes 2004]. Vizben ellenall a
kémiai bontasnak, féléletideje kb. 1000 év, atmoszféraban kb 36 év, tehat perzisztens
molekula [Rehm 2000]. A CT altalaban ellenalld az aerob biotranszformacioval
szemben, mivel széantomja erdsen oxidalt. Mint altalaban a poliklorozott
szénhidrogének, a CT is abiotikus-, illetve mikrobidlis reduktiv 4talakitdson eshet at.

Biologiai lebontasara két folyamat is lehetséges: redukcios 1épések soran a
kloridok lehasadnak, és kloform, diklérmetan, klormetan intermediereken keresztiil
végil metan keletkezik, illetve hidrolitikus klor eltavolitassal CO2 képzddik, ez

utdbbi reakcioban acetilkoenzimA is részt vesz, és a végtermék a széndioxid mellett
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acetat. Egli és mtsai [1990] megfigyelték, hogy Acetobacterium woodii térzsben
mindkét utvonal eléfordul szimultan.

Cervantes ¢és mtsai 2004-ben arrdl szamoltak be, hogy jelentdsen
befolyasolja/javitjia a bioldgiai redukcid hatékonysagat, ha a kornyezetben
huminsavak is jelen vannak. A lebontds kometabolizmussal, azaz egyéb
szénforrasként alaklamazott szubsztratokkal, illetve kiilonb6z6 redukalt kofaktorok
jelenlétében zajlik. Redukalt kofaktorok lehetnek: citokromok, kobalaminok,
porfirinek, piridinek, vagy biogén szervetlen redukalé agensek pl. pirit, Fe(Il), és
szulfid. Kiilonbozd fiziologiai koriilmények kozott a CT-t bontani képesek oxigén
mentes kornyezetben metanogének (pl. Methanobacterium thermoautotrophicum)
[Egli 1987], acetogének (pl. Acetobacterium woodii) [Egli 1990, Hashsam 1999],
nitrat redukalok (pl. Pseudomonas stutzeri) [Lee 1999] és vas-redukalok (pl.
Shewanella putrefaciens) [Picardal 1993, McCormick 2002]. Kevert kultaraban
metanogén ¢és szulfat-redukald koriilmények kozott is figyeltek meg CT bontést [De
Best 1998]. A legtobb esetben tiszta, vagy kevert anaerob inokulummal a CT
reduktivan 4atalakul kloroformmd, ha megfeleld6 redukaldé kapacitds van a
kornyezetben, akkor az Osszes klor eltdvozik a molekularol, mikézben CO2 és
szervetlen klorid keletkezik. A kovetkezd, 11.25. 4dbran a lehetséges metabolikus

1épéseket mutatjuk be Cervantes és mtsai 2004-ben megjelent publikaciojabol:
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I1.25. abra
Széntetraklorid hipotetikus lebontasi utvonala

A dikloretant a Xanthobacter autotrophicus tudja bontani dehalogenaz
enzime segitségével [Janssen  1989]  kloretanol, klorecetsav,  glikolsav

intermediereken keresztiil kapcsolddik a lebont6 Ut a kozponti metabolikus Gtvonalba.

A trikloretilén (TCE) az egyik legintenzivebben vizsgalt klorozott alifas
vegyllet. Nem ismert jelenleg olyan baktérium, mely egyediili szén-, ¢&s
energiaforrasként haznositani tudja, viszont kometabolizmusara tobb példa is van.
Aerob lebontasara sok példat fel tudunk sorolni: methanotrofok (Methylosinus
trichosporium OB3b, Methylococcus capsulatus (Bath), Pseudomonas-ok (P.
mendonica KR1, P. putida F1, P. cepacia G4, valamint rekombinans E. coli torzsek,
melyek toluol dioxigenaz, vagy toluol monooxigendz enzimeket kdodold géneket
hordoznak. A TCE lebontidsa soran eldszor epoxid keletkezik oxigendz enzim
katalizélta reakcioban (I1.26. abra), ez nagyon reaktiv, de instabil molekula, ezért
egyrészt gatld hatdssal van a bontd mikroorganizmusra, ugyanakkor instabilitdsa

miatt spontan tovabbalakul [Hanson 1996]:
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c 9O
CL C  +0,+NADH+H "N\ /\ ¢

c=C - c—cC —= —> CO + HCOOH + Cl,CHCOOH
/TN \ AN
cl H Cl H
NAD* + H,0
11.26. abra
TCE biodegradacid

A kometabolizmusban résztvevd, szénforrasként szerepld szubsztratok
lehetnek alkanok, alkének, de akdr aromés vegyiiletek is. Anaerob koriilmények
kozott a TCE és PCE metanogenezis soran bomlik acetat szubsztraton szaporodd
mikroorganizmus segitségével. Reduktiv kloreltavolitassal a TCE-bdl 1,2-dikloretilén
keletkezik.

Aerob kortiilmények kozott a talajmikroflora metanotréf mikroorganizmusai [Little és

mtsai. 1988] alakitjak at/ bontjak el a TCE molekulat (I1.27. abra).

Novekedési szubsztrat

CH,
Cl
4 DS
C=C
NAD __CHa RN
@) ; Cl H
Metan-
L TCE
Hz g~\monooxigenaz
NAD* cl o o
CH30H NN
: C —C
/ L
v Cl H
Koztes metabolizmus TCE epoxid
! | |
\ SEORTLR ) formiat, CO,dikléracetat,glioxilat

11.27. abra

TCE éatalakulasa kometabolikus folyamatok eredményeként
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A Methylosinus trichosporium OB3b szolubilis metan-monooxigenaza
(sMMO) képes sok halogénezett alifas vegylilet bontdsara, melyeket szennyezett
talajban, talajvizben megtalalhatunk [Jahng 1994]. Az enzim 50-szer gyorsabban
oxidalja a TCE-t, mint mas enzimek! Hatranya azonban, hogy a mikroorganizmus
nagyon lassan szaporodik, ¢és erds a kompeticio a TCE és a metan kozott az sMMO
kotohelyéért, raadasul a smmo lokusz gatolt, ha a rézionok alacsony koncentraciéban
vannak jelen. Ezeket a hatranyokat tudtak kikiiszobolni azzal, hogy az ssmo lokuszt
széles gazda-specifitast vektorba klonoztak, melyet elektroporacioval Pseudomonas
torzsekbe juttattak. Bar a TCE bontasi hatékonysag elmaradt a Methylosinus
trichosporium OB3b torzsétél, de jobb, mint mas mikroorganizmusok, és a
Pseudomonas-ok sokkal gyorsabban szaporodnak és nincs szubsztrat-TCE
kompeticid. S6t megfigyelték, hogy a rekombinans torzs a kloroformot is tudta
bontani.

A 11.28. 4bran tobb oxigenaz katalizélta reakciét mutatunk be, metanotrofok sMMo
metanmonooxigenaza, aerob baktériumok pl. Pseudomonas fajok, toluol

monooxigenaza, dioxigenaza jelenlétében.
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11.28. abra

TCE transzforméaci6 oxigenaz enzimekkel

Az eredmény minden esetben a sejtek szdmara hasznosithatd intermedier, mint pl.

oxalat, format, glioxilat (és CO2 ) keletkezik.

A tertralkéretén (PCE) aerob biodegradaciojardl eddig az irodalom nem

kozolt adatokat, de

anaerob

lebontasa reduktiv dehalogénezéssel

ismert

(elektrondonorként metanol, vagy hidrogén, szaporodési szubsztratként aromas

vegyiiletek, cukor, acetat sziikséges) (I1.29. 4bra).

81


http://umbbd.ahc.umn.edu/tce/tcemap

joi |

Ne—e
L=
Cl Cl
tetrachloroethene
redurtive
dehalogenase
Cl cl
_— B
Cl H
trichloroet hene trichloroethane
raductive raductive
dehalogenase dehalogenase
Cl Cl cl H
\C_C/ \C_C/
AT i
H H H \\CI

Cl

| c:z'.s-l,2-Di.c1110methene| | mans-1,2-Dichloroathens |

dichloroethene dichloroethene
reductive reductive
dehalogenase dehalogenase
Cl H
>C . {\ Vinyl chloride
H H
vinyl ehloride trichloroethens,
raductive raduotive
dehalogenase dehalogenase
H “ P H
e |

H \H

11.29. abra

PCE anaerob lebontasa

Ujabb eredmény a Pseudomonas stutzeri OX1 torzsénél a toluol-0-xilén-
monooxigenaz (ToMo) enzim szerepének felderitése a DCE, TCE, PCE, VC bontasi
folyamataiban [Shim és mts. 2001]. A baktériumot szennyezett vizzel 6nt6zott teriilet
talajabol izolaltak, majd a ndvesztési, adaptacids kisérletek soran toluolt, o-xilént,
2,3-dimetilfenolt, 3,4-dimetilfenolt hozzaadva képes volt azokat egyenként is szén- és
energiaforrasként hasznositani: a metabolizmus soran a toluol orto-, meta- és para

helyzetben is hidroxilalodik, az o0-xilén pedig a harmas ¢és négyes pozicidban
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egyarant. A ToMo enzimet konstitutivan termeld, rekombinans Escherichia coli
IM109/pBZ1260 torzs toluollal torténd adaptalas utan egyiittesen PCE és TCE/ 1,1-
DCE/ cis-DCE/ trans-DCE/ VC bontasakor jelentds aktivitast mutatott.

A hosszilancu kléralkanokat plaszticizaloként hasznaljak festékekben,
gumiban, muanyagokban. Alacsony vizoldékonysaguk ellenére megjelennek pl.
folyoiiledékekben. Oxidativ halogén eltavolitassal atalakithatok. Egy 4atmeneti
molekula képzddik, melynek klorozott szénatomjahoz kapcsolddik egy hidroxil
csoport, mivel ez a molekula instabil, a klér magatdl tavozik, és egy aldehid
keletkezik, mely tovabbi oxidacids 1épéseken at zsirsavva alakul, és belép a kozponti

metabolikus utba (I1.30. abra).

+ O, + NADH+H* ,OH

Cl- CH,~(CH,) ~CH,~Cl — CI—CHZ—(CHZ)H—CH\Cl

NAD* + H,0
'\ HCl

NAD* + H,0
B-oxidacio =— CI—CHZ—(CH2>;COOH -~ CI—CHZ—(CHZ);CHO

NADH+H*

11.30. abra
Hosszulancu kloralkanok aerob lebontasa

A hexaklorciklohexant (HCH) inszekticidként alkalmaztak (féleg a DDT
betiltasa utan). Harom sztereoizemrjét kiilonboztethetjilk meg: a-, B-, y-HCH, melyek
koziil a y-HCH a leghatékonyabb (lindan). Komoly hatranya, hogy nemcsak a
rovarokra hat, hanem magasabbrendiiek kozponti idegrendszerére is, mivel hatasara
felszabadulnak a szinaptikus neurotranszmitterek. A legtobb orszagban az 1940-es
években be is tiltottdk hasznalatdt. Azonban nem megfeleld kezelése soran a
aerob mikroorganizmust izolaltak, mely szaporodott HCH szubsztraton pl.
Pseudomonas-ok [Deo 1994], Sphingomonas paucimobilis [Nagata 1994, Hynkova
1999]. Az els6 degradacios 1épést egy dehidroklorindz enzim katalizalja. Hynkova és
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mtsai 1999-ben részletesen jellemezték a HCH bontasban kulcsszerepet jatszo
haloalkan dehalogenazt (LinB).

Miyauchi és mtsai 1998-ban szamoltak be arrdl, hogy egy Pseudomonas putida
fajban feltérképezték a y-HCH lebontasi utvonalat (II.31A. 4bra), mely meglepden
hasonldo Nagata és munkatarsai altal 1994-ben kozolt P. paucimobilis UT26 (ma
Sphingomonas paucimobilisként ismert) torzsben feltételezett lebontasi uttal (I1.31B.
abra).
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I1.31. abra
Kétféle baktériumban feltérképezett y-HCH degradacios ut 6sszehasonlitasa

84



11.4.2.2. Klérozott aromas szénhidrogének

A legtobb klorozott benzolvegyiiletet, mint intermedier hasznaljak
finomvegyszerek szintéziséhez. A felhaszndlds sordn a nyersanyag 1-2%-a
szennyezésként megjelenik a kornyezetben.

Biolégiai lebontasukra nagyon sok irodalmi adat all rendelkezésiinkre, ennek
kornyezeti feltételekre nagyon érzékenyek a kifejlesztett folyamatok.

A halogénezett aromés vegyiiletek biodegradacioja akkor tekinthetd teljesnek,
ha a szénvaz is atalakul, és a szerves kotésben 1évd halogén atom lehasadva sé
formajaban jelenik meg. A lebontasi folyamat tobb uton is végbemehet: el6szor a
halogénelem tavozik, utdna hasad a gylrt, illetve el6szor hasad a gytird, és utdna
spontan vagy enzimatikus tdmadéas révén tavozik a halogénelem a vegyiiletrdl. E
folyamathoz molekuléris oxigénre van sziiksége a sejteknek részben, mint végsd
elektronakceptor, illetve a tovabbi enzimatikus 1épésekben, a gylirti oxidativ hasitasa
soran.

1. A halogénelem hidrogénre cserélodik:

Tény, hogy egyes esetekben oxigén hidnyaban is lehetséges a lebontas pl.
anaerob fotometabolizmussal, nitrat redukalo-, szulfat-redukdlo-, vagy metanogén
koriilmények kozott. Az elsé bizonyitékot az anaerob degradaciora Horowitz [1982]
illetve Sulfita [1982] és munkatarsaik szolgaltattdk. Szennyviziszapbol izolalt
mikrobialis  kozosséggel bontottak kiilonbozd  klor-szubsztitudlt  benzolokat.
Megfigyelték, hogy a gylirli hasitasa csak azutdn kovetkezett be, amikor az Osszes
halogénelem eltavozott a gylriirdl, és a gylirtihasitds metan és széndioxid képzodésbe
torkollott.

Shelton és Tiedje 1984-ben karakterizalt egy 3-klorbenzoat bontd mikrobidlis
kozosséget. A metanogén konzorcium allt egy deklorozo-, egy benzoat oxidalo-, két
butirdt oxidalo-, két hidrogén felhasznaldé metanogén-, és egy szulfat redukalod
baktériumbol. A lebontas folyamatat azonban még nem tudtak meghatarozni. Késobb
1986-ban feltérképezték a folyamatot [Dolfing 1986], meghataroztak a foszerepld
baktériumokat, melyek a deklorozo baktérium, egy benzoat degradalo és egy litotrof

metanogén volt a konzorcium tagjaibol. A reduktiv halogénmentesitéshez redukald
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erére van sziikség, melyet a benzoat acetogén oxidacidja soran keletkezd hidrogénbdl
nyerhetd, melynek egyharmada forditodik a deklorozéasra, kétharmad marad a
metanogének szamara.

1984-ben egy masik kutatd csoport — Tsuchiya és mtsai- egy Staphylococcus
epidermidis torzset izolalt, mely képes volt a 1,2,4-triklorbenzolt atalakitani diklor-,
majd monokldrbenzolla. A folyamat azonban csak hidrogén atmoszféraban miikddott.
Feltart sejtekkel is mutattak ki klorbenzol bontd aktivitast, mely NADPH
hozzaadasaval stimulalhato6 volt.

2. A halogénelem hidroxil csoportra cserélodik:

Az elsd bizonyitékot Johnston ¢és mtsai 1972-ben ismertették. Egy 3-
klorbenzoatot egyediili szénforrasként hasznosito Pseudomonas torzset irtak le, a
metabolizmus soran a tapoldatbol 3-OH, illetve 2,5-diOH-benzoatot mutattak ki,
mely azt bizonyitja, hogy eldszor a klor tdvozott a molekulardl, aztan hasadt a gytirii.
E folyamatot mas torzsek esetében is megfigyelték pl. 4-klorbenzoat szubsztraton:
Micrococcus sp., Arthrobacter globiformis, Nocardia sp., Pseudomonas sp.,
kiilonbség az enzimek indukalhatésagaban, illetve szubsztratspecifitisdban van,
illetve a bontasi feltételek is eltérdek.

Vizsgaltak a dehalogendzok miikodési feltételeit, és 80, és H28O jelenlétében
bizonyitottdk [Marks 1984, Miiller 1984], hogy a deklorozasi reakcidban a sejtek
vizet hasznalnak hidroxil-donorként, nem molekularis oxigént.

3. Oxigenolitikus halogén-szén kétés hasitas:

Dioxigenaz enzim katalizélta dehalogénezés, melyet 2-fluorbenzoaton
modelleztek Goldman és mtsai 1967-ben egy Pseudomonas torzset hasznalva.
Megfigyelték, hogy két utvonal is miikddik mivel a nem szelektiv benzoat 1,2-
dioxigendz aktivitdsdnak kovetkeztében kétféle intermedier is megjelenik a
tapoldatban, az egyik esetében a 2-s pozicidban, a masik intermedier esetében pedig
az 5-s pozicidban tortént hidroxilacio. Az enzim vizsgalata soran a legnagyobb
aktivitast akkor kaptak, ha Fe?* és NADH kofaktorok is jelen voltak.

Az 5-klérvanillat lebontdsa soran egy masik enzimet, egy indukalhaté protokatekol
4,5-dioxigenazt azonositottak [Kersten 1985], mely az elsd intermediert, az 5-

klorprotokatekuatot tdamadja.
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Az eddigi lebonté utakban eldszor tavozott a halogén elem a vegyiiletrdl, és csak

uténa hasadt az aromas gyurt.

4. Halogen elem eliminacio a nem aromas intermedier molekularol:

Ez esetben az els6 1épcsd egy ‘orto’ gytirli hasitasi 1épés, ezt koveti a halogén elem
eliminacioja. Egy izomerdz vagy reduktaz enzimmel ‘meglazitott’ halogén-szén
kotésbol a halogén elem mar spontan tavozik. Pl. a 2,4-diklorfenoxiacetat (2,4-D)
bontasa soran hasonld metbolikus Ut =zajlik tobb Pseudomonas, Alcaligenes,
Acinetobacter fajokban is. El6sz6r az oldallanc szabadul fel egy oxigén beépiilésével,

majd diklorkatekol intermedieren keresztiil hasad a gytirii.

11.4.2.2.1. Klorbenzolok mikrobialis bontasa

A klorbenzolok vizoldékonysdga a klorozottsagi fokkal ellentétesen csdkken,
azaz minél tobb a klor szubsztituens a gylirtin, annal kevésbé oldodik vizben a
molekula, viszont nagyon illékonyak, lipofil tulajdonsaguak, ami megneheziti
lebontasukat. Ha csak egy-két klor szubsztituens talalhatd a gylirlin inkdbb aerob
moédon bomlanak (I1.33. dbra), viszont a klorozottsagi fok emelkedésével az anaerob
reduktiv folyamatok keriilnek eldtérbe természetes koriilmények kozott [Rehm 2000].
Ennek ellenére nemrég megjelent egy-két tanulmany [Beil 1998, Potrawfke 1998],
melyben tetraklorbenzoéatot aerob moddon, dioxigendz enzim katalizalta reakcidban

bontani egy Pseudomonas torzs segitségével (I11.32. abra).
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Tetraklorbenzol biodegradacidja dioxigenaz enzim katalizalta reakcidban
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11.33. abra
Kldrozott benzolszarmazékok aerob metabolizmusanak bemutatasa a klorbenzol
molekulan keresztul

1,2-, 13- és 1.4-diklorbenzol: szerepiik peszticid készitmények, festékek

eloallitasa soran jelentés. Mind az 0-, mind pedig a m- és p-DCIB lebontas egyik
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intermediere a diklorkatekol. Az Alcaligenes sp. és Pseudomonas sp. [Reineke 1984]
képesek a DCIB-t egyediili szénforrasként hasznositani, mind az 0-, mind pedig a m-
¢s p-DCIB lebontas egyik intermediereként diklorkatekol keletkezik, melyet a
benzolgylirii hasitasa kovet.

Halobenzodtok: Vizoldékonysaguk jo, és alacsony a toxicitdsuk, ezért

clészeretettel alkalmazzak Oket, mint modell vegyiiletek a lebontasi folyamatok
feltérképezésében. 2CBA, 3CBA, 4CBA, 2,4DCBA. 3CBA bontasdnak Iépései
Pseudomonas sp. Bl3torzzsel (pWR1 plazmid), ill. az ezekért felelds enzimek
ismertek [Reineke 1986]. Gyakori lebontési intermedier a klorkatekol (3CBA-nal és
2-klorfenolnal a 3-klorkatekol, 4-klorfenolnal a 4-klorkatekol), mely orto hasitassal
bomlik tovabb. Szdmos plazmid (pJP4, pRC10) a klérfenoxiacetatok bontasa mellett
a klérozott benzolszdrmazékok degradéacios folyamataiban is szerepet jatszik [Don és
Pemberton 1981]. Aerob metabolizmusuk mellett ismert reduktiv bontasuk is, a
Desulfomonile tiedjei az elsé tiszta kultara, melyr6l leirtak, hogy reduktiv halogén
eltavolito aktivitast mutat, és ebbdl energiat nyer [Mohn és Tiedje 1990].

Klorfenolok: mineralizacidjuk torténhet aerob moddon vagy reduktiv

dehalogénezéssel, bar az utobbi esetben a folyamat nem mindig eredményez teljes
lebontast. A mono- és diklorfenolok hidroxilacioval klorkatekolokka alakulnak, mely
tovabb bomlik orto hasitassal. A tobb klort hordozé fenolok hidroxilacidja para
helyzetben kovetkezik be hidrokinon molekulat eredményezve, mely molekulan az
egyik klor tovabbi hidroxil csoportra cserélddik hidroxi hidrokinon keletkezése
kozben, melyrél a tovabbi klorok redukcidval tdvoznak. Gombdkban ettdl eltérd
metabolizmust figyeltek meg. A TCP vagy PCP oxidécidja utan a kinon redukalodik
¢és metilalodik [Joshi 1993].

PCP (pentaklérfenol): faanyagok tartositasara, herbicidként, fungicid szerként

alkalmazzak o6ket. Mivel minél tobb klorid szubsztituenst tartalmaz a vegyiilet,
toxicitasa annal jelentdsebb, anndal fokozottabban all ellen a mikrobidlis lebontasnak —
kovetkezésképp a  kornyezetben feldusulo PCP  bontdsdra igen kevés
mikroorganizmus képes. Féleg Gram negativ baktériumok egy kezdeti oxigenolitikus
tamadassal gyengitik a molekulaszerkezetet, Pseudomonas cepacia [Karns és mts.

1983] és PCP tartalmu hulladékbol izolalt Flavobacterium sp. jatszik szerepet: PCP
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= = tetraklor-p-hidrokinon = triklérkinon és diklorhidrokinon [Sandmann €s Loos
1988]. Az Arthrobacter sp. ATCC33790 torzsének szerepét vizsgaltadk a PCP
dehalogénezésében [Schenk és mts. 1989].

Haggblom és mtsai 1989-ben ismertették a Gram negativ baktériumokban eléfordulo

hasonlé PCP lebontasi Gtvonalat (I1.34. abra).

OH OH OH OH
Cl Cl Cl Cl Cl Cl
— > — >
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Cl OH OH OH
11.34. abra
PCP mikrobialis halogénmentesitése

A hidroxilalt intermedier bekapcsolodva a B-ketoadipat lebontasi tvonalba,
alakul tovabb. A kezdeti oxidacios folyamatot egy PCP monooxigendz katalizélja,
mely valdsziniileg egy flavin monooxigenaz enzimbdl formalddott [Copley 1997].

Klérozott toluolszarmazékok: az 1, ill. 2 klor szubsztituenst hordozo

toluolszarmazékok bontasaban a Pseudomonas cepacia és tobb mas, olyan
Pseudomonas faj szerepét figyelték meg, ahol a vegyiilet metabolizalasaért felelés

gének plazmidon kodoltak [Pierce és mts. 1983].

11.4.2.3. Poliklérozott bifenilek

A tobbszorésen klorozott bifenileket (PCB) 1929-t61 1977-ig nagy
mennyiségben allitottdk eld kiilonbozdé célokra, pl. antimikrobidlis agensek-,
herbicidek (pl. Aroclor-ok)-, orvossagok eléallitasahoz, kendolajok gyartasakor,
elektronikai iparban altaldnosan hasznalatosak voltak [Abramowitz 1995]. Am az
1960-as években felfedezték, hogy a gyartott PCB-k mintegy harmada akkumulalodik
a kornyezetben kémiai- és hdstabilitasuknak, és a biologiai bontdssal szembeni
ellenallosaguknak koszonhetéen. gy mikor bizonyitast nyert az is, hogy emberre és

allatra nézve egyarant toxikusak, hasznalatukat 1979-ben betiltottak.

90



Természetesen ennek a vegyiilet csoportnak a lebontasara is “nagy erdkkel” keresték
1. aerob utvonal, a PCB, mint szubsztrat szerepel, 2. aerob kometabolizmus (azaz a
PCB nem szubsztrdtja a mikroorganizmusnak), 3. anaerob reduktiv halogén
eltavolitas.

Az 1980-as évek elején jelentek meg az elsd jelentdsebb beszamolok, elsdsorban
ananerob biodegradaciordl szamoltak be [Sylvestre 1982, Quensen 1988], de komoly
eredményeket ért el Japanban Furukawa ¢és csoportja pseudomonasokkal.
Izolatumukat Pseudomonas paucimobilis-ként azonositottak [Furukawa 1983] (ma
Sphingomonas paucimobilis). Ez a torzs rendelkezik egy kulcs enzimmel a 2,3-
dihidroxi-bifenil dioxigendzzal, mely enzim Kkatalizalja az aromas gyiiri hasitast
[Taira 1988]. Egy masik kutatocsoport Kanadaban Pseudomonas testosteroni
baktériumot azonositott, mely képes oxigenaza segitségével a bifenil és klorbifenilek
oxigenolitikus hasitasara [Sondossi 1992].

Az anaerob biodegradacioban metanogének [Ye 1995], szulfatredukalok [Zwiernik
1998] vesznek részt, de még nem sikeriilt tiszta tenyészeteket elallitani, és igy az
anaerob lebontési utvonalak feltérképezése nehézkes.

Az aerob biodegradacioban azonban egyre ujabb eredmények sziilettek, tobb
baktérium fajban is azonositottdk a bifenil dioxigendz enzimet kodolo géneket, pl.
Burkholderia sp. LB400, Rhodococcus globerulus P6 [Seeger 2001]. Cho és mtsai
2002-ben arr6l szamoltak be, hogy jelentdsen javul a PCB biodegradacid, ha
klorbenzoatok, klorbenzolok vagy klorfenolok jelenlétében szaporitjdk a starter
mikréba kultirakat [Cho 2002]. 2004-ben Yang és mtsai leirtak egy Rhodococcus
torzset, mely 7 kiilonb6zd PCB-t is képes bontani.

Az utobbi egy-két évben megjelent cikkek azzal foglalkoznak hogyan tehetd
hozzaférhetébbé a molekula, mert ez nagyban gyorsitand a lebontasi folyamatot.
Feliiletaktiv anyagok alkalmazasaval mar régota probalkoznak a vizben nem old6do
vegyiiletek esetében [Christofi 2002, Mulligan 2005]. A ciklodextrineket, mint
immobilizalé agensek elsdsorban a gydgyszeriparban hasznositottak, de megjelentek
a bioremediacids eljardsokban is, Fava és mtsai 1998-ban szadmoltak be eldszor

sikeres bioremediacios kisérletekrél, melyekben ciklodextrineket is alkalmaztak. A
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ciklodextrinek metilezésével még hatékonyabb bioremediacidt lehet elérni, errdl
szamoltak be 2005-ben Fedi ¢és mtsai, akik egy immobilizalt 4gyas hurok reaktorban
végezték a biodegradaciot, melyben az anyagaramléds, a homogenitds megfelelden
biztositva volt.

Rysavy és mtsai nem nyugodtak bele, hogy az anaerob biodegradaciorol oly kevés az
informaci6, és a tiszta tenyészetek hianyaban nem tudjdk a metabolikus utakat
vizsgalni. Az elmult években felvetettek egy hipotézist, melyet 2005-ben adatokkal is
bizonyitottak. Abbdl indultak ki, hogy vannak olyan mikroorganizmusok, melyek
keépesek PCB-respiraciora, €s a kloreltavolitasbol energiat nyernek. Ha ez igaz, akkor
a megfeleld elektron donorok alkalmazasaval a szennyezett teriileteken stimulalhat6 a
remediacio. Elemi vasat (Fe®) adtak folyé trokolatbol gytijtott, mikrobakat is
tartalmazo iiledékhez. Az eredmények azt mutattdk, hogy 0,1 g Fe%Gileack
koncentracié alkalmazasa mellett a lag fazis ideje (ez néhany honaptol néhany évig is
terjedhet) csokkent, és hamarabb megindult a para- helyzetli klor elem eltavolitasa a
molekularol. Hz hozzdaddséaval az elemi vas korrodalddik, ezért azt is megvizsgaltak,
hogy mi torténik a rendszerben, ha Ho-t adnak hozza. Ugyanugy csokkent a lag fazis,
¢és beindult a kloreltavolitas, mint az elemi vas hozzdadasa esetében. Nagyobb vas,
vagy hidrogén koncentracio esetén a lag fazis ideje nétt. A reduktiv kloreltavolitashoz
hidrogénre sziikség van, tehat érthetd, ha kevés hidrogén van jelen lassu a folyamat.
Osszességében az eredményeik azt bizonyitjak, hogy az elemi vas alkalmazisa

jelentdsen javitja a bioremediacid sebességét, hatékonysagat.

11.4.2.4. A biodegradacié génszintii szabalyozasa

Amikor egy mikroorganizmus 1) szervesanyaggal talalkozik kornyezetében,
képes 1) katabolikus géneket szerezni pl. mas mikroorganizmusoktdl konjugacioval,
vagy transzformacioval (plazmidon kodolt degradativ gének), illetve mutacid
kovetkeztében. Bar a klorozott szénhidrogének csak néhany évtizede jelentek meg a
természetben, maris sok-sok bontd szervezet taldlhat6é a szennyezddések kornyékén.
Legtobb esetben plazmidon kodoltak a lebontasért felelés enzimek génjei. A
legjobban tanulmanyozott csapat a Pseudomonasok, melyekbdl nagyon sok plazmidot

izolaltak, jellemeztek.
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A kovetkez6 néhany példaban szeretnénk bemutatni a plazmid kapcsolt
biodegradaciot:
Igen jol tanulmanyozott a 2,4-D bontasa [Fulthorpe 1995], és az ebben résztvevod
pJP4 és pRCI10 plazmidok. A plazmidon kodolt tfd gének tobbsége egy nagy
operonba szervezddott tfdCDEF illetve kiilon talalhato a tfdA és tfdB. Tovabbi
vizsgalatokkal kideritették, hogy az operon és a tfdA mikodését egy tfdR gén
szabalyozza. Egyes funkciondlisan hasonld enzimek génjeinek szekvencidja is
hasonl6 [Reineke 1998], bar tobbszor eléfordul, hogy teljesen eltérd a szekvencia. A
Pseudomonas putida pAC27 plazmidjan talalhat6, 3-klorbenzoat (3-CIB) bontasért
felelés enzimeket kodolo clcB és clcD gének nagy hasonlosagot mutatnak a tfdD és
tfdE génekkel, melyet hibridizacios kisérletekkel igazoltak [Perkins 1990]. Ezek
szerint a 2,4-D ¢és 3-CIB bontasért felelés plazmidoknak kozos 6siik/eredetiik lehetett,
igy nem meglepd, hogy a tfdCDEF operon, a tfdA és a clcABD promoterei esetében
hasonlo6 konzervalt operator régiot figyelhetliink meg nukleotid szekvencidjuk alapjan.

A degradativ gének azonban nemcsak plazmidon lehetnek kodolva, sokszor
eléfordul kromoszoéman, operonba szervezédve (bphABCD) is, pl. P. putida
klérbifenil bontasaért felelés enzimeit kodolo gének. Erdekes, hogy két kiilonbozé P.
putida torzs azonos operonja eltéréseket mutat [Khan 1990], pl. az egyik torzs bphC
génje hibridizal a TOL ill. NAH plazmid megfeleld szakaszdval, mig a masik torzsé
nem.
A biodegraddacios potencidl novelése

Tobb mikroorganizmus esetében is megfigyelték, hogy mig néhany
szubsztratot képes atalakitani, addig Osszképletében hasonld egyéb szubsztratokat
nem: pl. a 3-CIB-ot és 2,4-D-t hasznositd Pseudomonas BI13 torzs képes
metabolizalni a 4-klorkatekolt is, de nem képes oxidalni a 4-klorbenzoatot (4-CIB),
mivel a 3-CIB oxigenaznak nagyon sziik a szubsztrat specifitasa. Ha ebbe a torzsbe
széles szubsztrat specifitdsu benzoat oxigenaz enzimet kodolo TOL plazmidot
juttatunk [Reineke 1980] képessé valik a torzs a 4-CIB-t is atalakitani 4-klorkatekolla.
Nagyon egyszerl kisérletben végezték el ezt a transzformaciot [Chatterje 1982]. A
Pseudomonas B13 tdrzset egyiitt inkubaltdk a TOL plazmidot hordoz6 torzzsel egy
kemosztatban Megfigyelték, hogy a Pseudomonas B13 torzs képessé valt a 4-CIB
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bontasara. A torzsben 0j plazmidokat figyeltek meg (pAC27), melyek annyiban
kiilonboztek az eredeti pAC25 plazmidtol, hogy egy kb 11 kb-os fragment hidnyzott
beldliikk, tovabbad megtalaltdk a TOL plazmid egy fragmentjét a kromoszémaba
integralédva. Azonositottdk e szakaszt, és a kb 41,5 kb szakasz a toluat 1,2-
dioxigenaz aktivitasért volt felelds. Ezekkel a mdédosulasokkal valt képessé a sejt mar
nemcsak a 4-CIB bontasara, de egyes mutansok még a 3,5-diklorbenzoatot is
bontottadk ezutan. Tehat plazmidok bejuttatasaval képesek vagyunk 1j és ijabb, egyre
jobb hatékonysagu torzseket létrehozni, melyek komoly segitséget nyujtanak
kornyezetiink tisztogatasaban.

A degradativ gének karakterizdlasa, klonozasa segit abban, hogy még
pontosabban megismerjiik a lebontdsi ttvonalakat, és tervezhessiink tokéletesebb
torzseket a bioremedidcids eljarasokat segitve. Gyakran taldlkozunk olyan
probléméaval, hogy a laboratériumban tokéletesen miikodd rendszer a *'mezén’ cs6dot
mond, ezért az 11j torzseket kifejlesztve erre a problémadra is figyelve kikiiszobolhetjiik

e buktatokat.
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11.5. BTEX vegyiiletek bontasa

Bevezet6

Az elmult években az ipar rohamos fejlodésével a kibocsajtott
szennyezbanyagok mértéktelen megjelenése okozott komoly fejtdrést kutato-fejlesztd
laboroknak, kdrnyezetvédd szervezeteknek, €s az ipari nagyiizemeknek is.

A sériiléseknek leginkabb kitett elem a talaj a kornyezeti elemek koziil, hiszen
a korforgési folyamatokban (biologiai, kémiai) kozponti szerepet jatszik. Nagy
adszorpcids képessége kovetkeztében a legtobb kornyezetre toxikus anyag képes a
talajszemcsékhez tapadni. Onnan a talajviz lemoshatja, vagy az illékony szennyezdk a
levegdbe tavozhatnak, melyek lecsapodva ismét a talajt szennyezik.

Kornyezetiink megdvasa érdekében szadmos erdfeszitéssel taldlkozunk
napjainkban. Fizikai, kémiai és biologiai mddszereket fejlesztenek a vilag minden
orszagaban, keresik a legoptimalisabb megoldasokat az egyedi esetek kezelésére is.

Ahol lehetséges elényben részesitik a koltségkimélobb  bioldgiai
megoldasokat, sajnos erre nem minden esetben van lehetdség. A vizoldékony
szennyezOkkel a gyors szétterjedés a probléma, a vizben nem oldoédoak pedig a
biologiai hozzaférést nehezitik, illetve az illékonyak a levegdbe illanak mieldtt még
hatékony eltavolitasukra megoldast talalhatnénk.

A Dbioldgiai moédszerek alkalmazasa el6tt szdmos paramétert meg kell
vizsgalnunk, hogy eldonthessiik milyen megoldast valaszthatunk a laboratoriumokban
kidolgozott lehetdségek koziil:

- a szennyezett talaj, talajviz természetes mikrofloraja

- talaj szerkezet

- szennyez0 anyag(ok) mindségi, mennyiségi paraméterei

- oxigén-, vagy alternativ elektronakceptorok jelen vannak-e megfeleld
mennyiségben

- egy¢éb asvanyianyagok jelenléte/hianya

- a szennyezddés kiterjedtsége

- a szennyezett terlilet kdrnyezete

A leglatvanyosabb szennyezddéseket a kdolaj-eredetli vegyiiletek okozzak. A
koéolaj szamos alkotoelembdl all6 szénhidrogén keverék (pl. alkanok, alkének,

cikloalkanok, mono-, és poliaromds szénhidrogének), mely feldolgozasa, szallitdsa
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soran keriil, mint szennyezdanyag a talajba, talajvizbe, légkorbe. Az olajtarolo
tartalyok, csévezetékek kilyukadasa, az olajfeldolgozo lizemek kornyékére vald
kiomlés, szallitds kozben a transzport jarmi balesete soran keriil a kornyezetbe nem
kivanatos mennyiségben koolaj szarmazék. Az alifas alkotd elemek lebontésat tobbé-
kevésbé gyorsan elvégzik a szennyezOdés helyén €16 honos mikroflora tagjai,
azonban az aromds komponensek bontasa sokkal bonyolultabb feladat, ritka
szerencse, amikor a honos mikroflordban taldlunk bontd szervezetet, vagy a
bontashoz megfeleld koriilményt.

Az egyik legismertebb, és legtobb gondot okozdé monoaromds csoport a
BTEX = benzol, toluol, etilbenzol, xilolok (II.35. abra). Természetes eléfordulasuk
nyersolaj, dizelolaj, benzin, de ipari felhaszndlasuk is jol ismert, igy antropogén
eredetll szennyezdként is megjelennek a kdrnyezetiinkben, pl. a benzolt szintetikus
anyagok (milanyag, nylon, peszticidek, festékek) eldallitdsa soran; a toluolt és a
xilolokat oldoszerekként hasznaljak; az etilbenzol festékekben, tintdkban,
milanyagokban, peszticidekben lehet jelen [Holliger 1996]. Kimutattak, hogy komoly
egeészségkarositd hatasuk van a kézponti idegrendszerre, 1€gzési rendszerre, valamint
kimutattdk, hogy a benzol kacinogén, a leukémia kialakuldsdnak valdszinliségét

jelentdsen noveli.

BTEX vegyiiletek, és aerob bontasuk sematikus dbrazolasa

RO
enzo \

toluol \-\_\‘ o
E)//* X
[+ etilbenzol ghbenzol: R=H
1 toluol: R = CHs
Q/ getilbenzol: R = CH,CHs

nm—xilol: R =CHs;

[= m-Xilol

I1.35. abra
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A kornyezetbe jutva parolgéassal, beoldodassal terjednek, vagy talajrészecskékhez
kotédnek. Altalaban egyiitt jelennek meg.

Mikrobialis lebomlasuk lassu, mivel a talajszemcsékrdl viszonylag gyorsan
lemosddnak jo vizoldékonysaguk kovetkeztében, és a talajvizzel szétdiffundéalnak.
Ennek ellenére szamos kisérletben bizonyitottdk, hogy bioldgiai bontasuk végbemegy

mind aerob, mind anaerob modon.

1.5.1. BTEX biodegradacié

A Minnesota Egyetem egy kutatdcsoportja rendkiviil hasznos, és szemléletes

adatbazist hozott 1étre (http://umbbd.ahc.umn.edu/index.html), ahol a kutatok szamos

bioldgiai lebontdsi utvonal grafikus megjelenitése mellett informacidt kapnak a
kiilonb6zé bontd szervezetekrdl és enzimeikrdl, valamint hipotetikus lebontasi
utvonalakat is lehet tervezni, keresni.

A bakterialis metabolikus lebontasi utakat két f0 kategoriara oszthatjuk az
aromas vegyliletek esetében: 1. periférias utak, 2. kdzponti/f6 lebontasi utak

Az els esetben egy egyedi vegyiilet olyan anyagga alakul, mely sok
metabolikus Ut kdzds intermedier molekuldja, mely tovabbalakul a kozponti itvonal
enzimei segitségével. A masodik esetben egy kozponti intermedier illetve szarmazéka
a fo lebontési utvonal enzimeinek kozremiikodésével atalakul, és a sejtek anyagcsere
folyamataiban hasznosul.

Mindegyik BTEX tagra ismert legalabb egy aerob lebontasi utvonal, mely a
katekol kozponti intermedieren keresztiil alakitja at az aromas vegyliletet. A benzol
katekolla alakul, a toluol legtobbszor 3-metilkatekolla, de t6bb mas ut is ismert. Az
etilbenzol esetében is tobb lebontasi megoldas lehetséges, de altalaban 3-etilkatekol
intermedieren keresztiil torténik az atalakitds. A xilolok szintén monometilalt
katekolla alakulnak az elsé lépcsdben. A kozponti intermedier tehat a katekol,
melynek aromas gylirlije a f6 lebontasi Gtvonalban dioxigenadz enzimek tdmadéasanak

kovetkeztében felhasad.
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Sajnos gyakran talaljuk e vegyiileteket olyan koriilmények kozott, amikor az
aerob lebontas nem oldhaté meg, vagy nagyon koltséges lenne, pl. ha az oxigén
fogyasztas gyorsabb, mint az utanpo6tlas (talajviz, tiledékek, mélyeb talajrétegekben).
A kutatasok ezért kiterjedtek az anaerob lebontadsi utak vizsgalatira is. Bar
kevesebb megoldast fedeztek fel, de megallapithatjuk, hogy mindegyik BTEX
elemre van bioldgiai lebontasi lehetdoség csak a koriilmények nem mindig
adottak!

A kovetkez6 részben bemutatunk néhany lebontdsi Utvonalat a bontd

mikroorganizmus ¢és kulcsenzimeik megjeldlésével.

11.5.1.1. Benzol

- Aerob moédon képes elbontani pl. Pseudomonas putida benzol-dioxigenaz
enzime segitségével, Pseudomonas sp., Aspergillus niger, Rhodotorula graminis
fajok benzol-4-monooxigenaz enzimeikkel (I1..36. 4bra).

- Anaerob lebontasat Vogel és mtsai irtak le el6szor 1986-ban. Metanogén
kdrnyezetben bizonyitottdk e vegyiilet bomlasat, mely esetben az elsd 1épés a benzol
fenolld alakulasa volt. Az 1990-es években figyelték meg szulfat- és vas-redukalod
koriilmények kozott gyors oxidaciojat. A legtobb mikroba - pl. Thauera aromatica
K172, Rhodopseudomonas palustris, Azoarcus evansii - benzoil-KoA koézponti
intermedierré alakitja at els@ 1épcsdben benzoat-KoA ligdz enzimeik segitségével,

majd redukcios 1épésekben a kozponti intermedier is atalakul (I1.37. abra)
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11.36. abra
Benzoatok aerob lebontasanak grafikus abrdzolasa

102



/‘H—jh
|
P On. OH
= .
—> | 3-Hydroxypimelyl-C oA,
henzoate CoA “ 0
ligase Sroh,
O, ~SC0A 3-hydroxypimelyl-CoA
dehydrogenase
= Benzoyl-CoA
Hﬁﬁ Oﬁ =4
- 3-Ketopimelyl-Cao b,
benroyl Con . o
reductase
SCoA
0 5Cok
Tt 3-ketopimelyl-CoA
o Cyclohex-1 5-diene- thiolase
T-carboxyl-CoA

0 o]
cyclohex-1,5-diene- I I Glutaryl-CoA
1.carhoxyl-CoA S g

hydratase

glutaryl-CoA
dehydrogenase

O B-Hydroxycyclohex-1-ene-

0 0
1-carboxyl-CoA I I Glutaconyl-Cok
e e g 00A

o
6-hydroxycyclohex-
1-ene-1-carhboxyl-Co& l gL‘g:;]DD":]:I' ;:SD:‘
hydratas e
D;‘: SCod
0
N "2 Dihydraxycyclo o, I Crotanyl-CoA
E- - rotonyl-Co
hexane- 1-carboxyl-Cok HSCMSCUA
enoyl-CoA
2,6-dihydroxycyclo- hydratase
hexane-1-carboxyl-CoA
dehydrogenase OH O
B Il I-Hydroxybutyryl-Col
03, -500A HaC e o
A 0 | B-0xo-2-hydroxycyclo-
- hexane-1-carboxyl- Cok acetoacetyl-CoA
reductase

6-0x0-2-hydroxycyclo-

0 n]
hexane-1-carboxyl-CoA I | Acetoacetyl-CoA
hydrolase HeC ™ ™ 8Coh

D, - 5CoA J
HO. | 3-Hydroxypimelyl-CoA
=0 ﬂ
e

K]

acetoacetyl-CoA
thiolase

11.37. abra

Anaerob benzoat bontas
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11.5.1.2. Toluol

- Pseudomonas fajok - pl. Pseudomonas mendonica, P. pickettii, P. putida, -
aerob modon képesek megtamadni az aromas vegyiiletet mono-, vagy dioxigenaz
enzimeik segitségével (I1.38. abra), mikézben mikrobatol/ enzimt6l fliggéen
kiilonbozé intermedierek keletkeznek. Két-harom 1épés utan egy kozponti
intermedier, 3-metilkatekol vagy benzaldehid keletkezik, melyek aztan a 6 lebontasi
utvonalak enzimei segitségével teljesen lebomlanak, illetve a Szentgyorgyi-Krebs
ciklusba épiilnek.

- Anaerob modon az egyik legjobban bonthatdo aromas szénhidrogén
denitrifikalo (Azoarcus sp., Thauera aromatica), szulfatredukalo (Desulfobacula
toluolica), vasredukalo (Geobacter metallireducens) baktériumok segitségével,
melyek képesek szén- ¢és energiaforrasként hasznositani. A toluol metabolizmusban
(IL.39. abra) benzilszukcinat, benzilszukcinil-KoA, benzoil-KoA intermediereket

tudtak azonositani.
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I1.38. abra
A toluol aerob degradacioja
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11.39. abra
Anaerob toluol bontas
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11.5.1.3. Etilbenzol

Az etilbenzol az egyik legvizoldékonyabb aromas szénhidrogén. Aerob
lebontasaban oxigenaz reakcidk szerepelnek, anaerob bontdsa denitrifikalok
aktivitasanak kdszonhetd.

- Hasonloan az eddigi molekuldkhoz, az etilbenzolt is tobb mikrooganizmus
képes bontani (I1.40. abra), elsésorban aerob Pseudomonasok (Pseudomonas sp.
NCIB10643, NCIB 9816, P. putida). Az alkilbenzolokat bonté Pseudomonas sp.
NCIB10643 torzs el0szor dioxigenalja az aromas gylr(t, majd extradiol (meta-)
gylriihasitassal tovabbalakitja. Mas Pseudomonasok naftalin-dioxigendza mutat
aktivitast etilbenzol jelenlétében.

- Az anaerob etilbenzol mineralizacié denitrifikald koriilmények kozott
zajlik, tiszta, de nem azonositott mikrobakkal (Proteobacteria). A kezdeti reakcio az
etilbenzol dehidrogénezése, majd tobblépcsds folyamatban e vegyiilet bontasa is a

benzoil-KoA kozponti intermedieren keresztiil torténik (11.41. abra).
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11.40. abra
Etilbenzol aerob lebontasa
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11.41. abra
Etilbenzol anaerob lebontasi utvonal

11.5.1.4. Xilolok

[llékony alkotdéi a benzinnek, gyakran taldlkozunk wveliik, mint talajviz
szennyezOk. Mindharom izomer egyik {6 felhasznaldsa, mint oldoszerek kiilonb6zd
vegyszerek eldallitasa soran. Tovabbi alkalmazasuk: a p-xilolt szinte teljesen
felhasznaljadk a kodolaj frakciobdl tereftdlsav gyartdsdhoz. Az o-xilolt fdleg a
ftalsavanhidrid gyartashoz hasznaljak.

- Aerob lebontasi utjuk igen hasonld, a p-, és m-Xilolt a P. putida xilol-

monooxigenaz enzimével képes bontani, az o-xilolt a Burkholderia cepacia tamadja
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meg xilol monooxigenaz enzimével,

tobblépcsds folyamatban 3-,

4-, ill.

2-

metilkatekol kozponti intermedier keletkezik (I1.42. éabra). Megfigyelték, hogy

kometabolizmussal is bonthatok: denitrifikald ill. szulfatredukald - toluol bontd

mikroorganizmusok a toluol bontasa kozben tdmadjak a xilol vegyiileteket is.
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11.42. abra

Xilolok aerob lebontasi utvonala

A konkrét és hipotetikus lebontasi Utvonalak ismerete, feltérképezése azonban

nem elegendd a valds bioremediacio kivitelezéséhez,
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megvaldsitasdhoz. Szamos paraméter befolydsolja az adott teriileten a
szennyezOanyagok lebontdsanak lehetdségeit. A kdvetkezd néhany tanulmanyban a

koriilmények vizsgélatarol, azok optimalizalasardl lesz szo.

[1.5.2. A bioremediacié korulményei
Az egyik legfontosabb paraméter az oxigén. Jelenléte/hianya alapvetden

meghatarozza a bioremedidcios lehetdségeket. A talajvizben, a talaj mélyebb
rétegeiben, iledékekben az oxigén mennyisége erdsen limitalt. Amennyiben
oxigénhidnyos kornyezettel talalkozunk, nem kell rogton feladnunk azt a lehetdséget,
hogy aerob lebontdsi mddot valasszunk, hiszen tobb megoldas is 1étezik alternativ
elektronakceptorok reakciotérbe juttatdsaval, pl. nitrat, szulfat, Fe(Ill), Mn(IV)
vegyiiletek, de alkalmazhatunk H20>, vagy MgO: is.

Wilson és Bouwer érdekes Osszefoglalot jelentetett meg 1997-ben a J. of
Industrial Microbiology and Biotechnology tijsagban. Azt elemezték, hogy oxigén
illetve denitrifikalo feltételek mellett hogyan szabalyozodik a baktériumokban az
elektrontranszfer. Az aerob biodegradacié soran az aromds vegyiiletek oxidacidja
molekularis oxigén segitségével torténik, a keletkezd intermedier a kozponti
metabolikus utakba 1ép (Szentgydrgyi-Krebs ciklus és B-oxidacio). Az aerob 1égzés
soran a mikroorganizmusok tehat oxigént hasznalnak a benzol gylri
hidroxilalasahoz, mikozben felhasad a gyliri. A mono- és dioxigendz enzimek egy
vagy két oxigén atomot épitenek az aromas molekulara.

Oxigén hiadnyaban, alternativ elektronakceptorok jelenlétében szintén
lehetséges az aromas vegyiiletek biotranszformacidja, sét megfigyelték, hogy a
funkcios csoportokat hordozé szarmazékok konnyebben bomlanak. Ezesetben az un.
anaerob hidroxilacidhoz sziikséges oxigént a viz hasitdsaval nyerik a mikrébak
metanogén koriilmények kozott.

A kritikus oldott oxigén szint igény eltérd az egyes mikrobak esetén, de azt
oxigénszintre van szlikség, mint egyszerlibb molekulak, pl. gliikz bontasadhoz.

Szamos mikroba fontos szerepet jatszik az aromds vegyiiletek

crcr
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kevert elektronakceptorok kornyezetében, mivel mind az oxigént, mind a nitratot
képesek hasznositani. Ezek a baktériumok tipikusan az atmeneti redox zonaban
fordulnak eld, ahol mikroaerofil koriilményeket taldlnak. Ezek a baktériumok
molekularis oxigén jelenlétében aerob lebontési utvonalakat hasznalva metabolizaljak
a szervesanyagot. Amikor az oxigénszint egy bizonyos koncentracié ala csokken, a
baktériumok nitrat 1égzésre kapcsolnak at (I1.43. dbra). Azt is megfigyelték, hogy a

kritikus oxigén szint felett a denitrifikdcié nem tud mikddni.
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11.43. abra
Az elagazo 1égzési elektron transzport lanc sematikus abrazolasa

A fenti abra talan magyardzatot ad arra, hogy miért lehetséges a denitrifikalo
mikroorganizmusokban mindkét koriilmény kozott az elektrontranszport.

Az oxigén kompetitiv gatldja a denitrifikdcionak, a vas(IIl) ionokat viszont
elfogadja a nitratreduktaz nitrat helyett, mint elektronakceptor, bar a nitratot elényben
részesiti.

Egy talaj vagy iiledék mintdban az oxigénszint nagyon hulldmzo, ezért
rendkiviil fontos a mikrobak ttlélése szempontjabol, hogy gyorsan tudjanak valtani.

Ezt a valtast egyrészt az oxigénszint befolyasolja, de meghatarozd paraméter maga a
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szallitd kozeg is a viz, és a talaj porozitdsa, mely a vizdramot szabdlyozza attol
fliggden, hogy mennyire laza vagy kotott a talaj. Ha a szubsztrat koncentracié magas,
akkor nagy az elektronakceptor igény is, ekkor viszont maga a szubsztrat a
legfontosabb regulatora a denitrifikdcionak. Ezek szerint viszont kevert oxigén/nitrat
kornyezetben végbemehet folyamatosan az aromas szubsztratok metabolizacidja akar
ugy is, hogy a kezdeti lépésekhez még molekularis oxigént haszndlnak a
denitrifikdlok oxigendz enzimeiket bevetve, de a kovetkezd bontasi 1épésekben, az
oxidalt aromés intermedier metabolizdlasdban mar a nitrdt  szerepel
elektronakceptorként. Ezt konkrét kisérletekben is megfigyelték [Su és Kafkewitz
1994], a toluol és xilol bontdé P. maltophilia jobban szaporodik 2% oxigén és nitrat
keveréken, mint csak nitraton, bar azt nem tudjuk, hogy az oxigén és nitrat
hasznositasa szimultan vagy felvaltva torténik-e. Alvarez és Vogel [1995] nagyobb
mérvili benzol eltdvolitast és intenzivebb biodegradaciot tapasztalt oxigén és nitrat
egyiittes jelenlétében, mint kiilon-kiilon. Major és mtsai [1988] egy mikrokdzdsség
benzol, toluol, m-xilol bonté aktivitasat vizsgalva figyeltek meg hasonld
eredményeket. Amig a BTEX funkcids csoportokat hordozo tagjai oxigénlimitalt
kornyezetben nitrat jelenlétében biodegradalodnak, a benzol ellendll a bontdsnak
[Hutchins 1991]. Oxigén jelenlétében viszont a benzol is bonthato.

Lovley tanulményaban kifejti, hogy a BTEX szennyezés bekovetkezése utan a
vizzard rétegben anaerob termindlis elektron fogd folyamatok elkiiloniilt zénadkat
alkotnak (IL.44. abra). Ez valdszinlileg annak a kovetkezménye, hogy milyen
elektronakceptor van jelen, és a mikroorganizmusok harca az elektronakceptorokért
hogyan alakul. Egy 1d6 utdn a szennyezoforrashoz legkdzelebbi zonat metanogén
kozosség alkotja, ekkor mar Fe(Ill) és szulfat nincs jelen a kdrnyezetben. Ha e két
elektronakceptor még fellelhetd, akkor a vas-, és szulfatredukalok elnyomjak a
metanogéneket (I1.45. dbra). A vasredukalok Fe(III) jelenlétében a szulfatredukalokat
is elnyomjak. Ha Mn(IV) és/vagy nitrat jelen van, akkor Mn(IV) és/vagy nitrat-

redukalo zona kialakulasa varhato.
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11.45. abra
A mikrobialis zoénak kialakulasanak folyamata

Megfigyelték, hogy ebben az anaerob kdolaj-szennyezett kdrnyezetben a
Fe(Il) a legbdségesebb elektronakceptor a szervesanyagok oxidacidjahoz, ezt
geokémiai adatok is alatdmasztjdk. Mikozben a Fe(Ill) mennyisége csokken, Fe(Il)
feldusulasat detektaltak, és a BTEX mintegy fele ennek kdvetkeztében oxidalodott
CO2-d4, melyet *C izotdppal bizonyitottak.
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A talajvizekben altaldban alacsony a szulfat koncentracio, ezért a szulfat-
redukalok szerepe kisebb. A nitrat jelenlétre sem lehet szamitani, de a szulfat és nitrat
is jol oldodik vizben, ezért konnyli gyorsan elegendd szulfat, vagy nitrat
koncentraciot biztositani.

Az eddig emlitett tanulmanyok a BTEX bontasat baktérium kozosségekkel
mutattdk be, azonban léteznek egyedi fajok tiszta kulturai, melyek képesek a BTEX
egyes komponenseit vagy azok keverékét bontani. Err6l szamolt be Yadav és Reddy
1993-as cikkében, amelyben Phanerochaete chrysosporium fehér rothadast okozo
gombaval végzett kisérleteiket irtdk le. Ez a gomba régdta ismert lignint, és egyéb
ellendlld szervesanyagokat, pl. klorozott aromés vegyiileteket bontd képességérol.
Mutans torzsekkel bizonyitottak, hogy a BTEX molekuldk bontdsdban nem a jol
ismert extracelluldris lignin peroxiddz és mangan-fiiggd peroxidaz enzimei vesznek
részt, hanem a f6 lebontasi Utvonal enzimei lehetnek felel6sek a mineralizacioért.

A BTEX molekuldk azonban nemcsak talajvizeket, {iiledékeket, talajt
szennyeznek, hanem illékonysaguk révén az atmoszférat is. A gyorsan illano
vegylletek felfogasara kiilonb6z6 biofiltereket fejlesztettek ki. A filteragy altaldban
természetes szerves anyag pl. tézeg, komposzt, levél, faforgacs és/vagy talaj. A
filteragyon alakul ki az aktiv biofilm réteg, mely allandé nedvességtartalmat igényel,
amit a levegdvel egyiitt juttatnak be a rendszerbe. Az illékony szervesanyagot
tartalmazo levegdarambdl a biofilter kifogja a szervesanyagot, mely abszorbealodik a
biofilm rétegbe, majd szén és/vagy energiaforrasként hasznosul. A csepegtetéagyas
leveg6 biofilter rendszer szintetikus, szervetlen kozeget alkalmaz [Lu és mtsai 2002],
¢s folyadék formaban biztositja a tdpanyagokat és puferreket. A természetes kozeghez
képest ennek a rendszernek az az elénye, hogy pontosabban tudja szabalyozni a pH-t,
nedvességtartalmat, tapanyag koncentraciot. Megfigyelték, hogy a rendszer pH
optimuma 7,5-8,0 koriil van, a BTEX mineralizacié fokozodott, ha novelték a
tapanyagadagolast 3-8 I/m3/h tartomanyban, de 17 I/mh felett mar csokken az
aktivitas. Az optimalis feltételekkel akar a BTEX 80%-at is el tudtak bontani.

Egy masik tanulmanyban [Shim és mtsai 1999, 2002] konkrét mikrobakkal
rostagyas bioreaktort hoztak létre. Ko-kultraban Pseudomonas putidat és P.

fluorescens baktériumokat alkalmaztak a BTEX molekuldk bontasara. A bioagyon
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BTEX tartalmt szennyvizet engednek at. Levegdaram helyett H2O2-ot hasznaltak
oxigénforrasként. A BTEX hatékony eltavolitasat érték el, részben ugy, hogy a
rostagyat a baktérium immobilizacié el6tt atitattdk BTEX vegyiiletekkel, nagy
feliiletet biztositottak a baktériumok szdmara, melyen a szaporodasuk nem gatolt.
Talaltak egy megfeleld alternativ oxigénforrast, mely segitségével az illékony
szervesanyagok ’kihajtasa’ (a 1égarammal) elkeriilhetd volt. Képesek voltak ezzel a
rendszerrel akar 600 mg/1/h hatékonysagot elérni.

A Pseudomonas csoport tagjai altalaban konnyen szaporithatoak, kiilonleges
tdpanyag igényiik nincs, igy a bioremediécios kisérletekbe egyszerlien beilleszthetdk

az aktivitds, majd stabilitds vizsgalatok utan.

1.5.3. A BTEX bontas genetikai hattere

Funkciondlis és filogenetikai diverzitds vizsgélatokkal fedeztek fel szamos
toxikus szervesanyag bont6 mikroorganizmust. A BTEX vegyiiletek esetén is
végeztek hasonlo kisérleteket [Sentchilo 2000, Cavalca 2004]. A molekuléris
biologiai és biokémiai kutatdsok szerint az aromds szénhidrogének bontdsaban
foszerepet jatszanak az oxigendz enzimek, pl. toluol-monooxigenaz, katekol 1,2-
dioxigenaz, katekol 2,3-dioxigenaz, toluol-dioxigenazok, stb. Ezeket az enzimeket
kodold génszakaszokat specifikus primerek segitségével kozvetleniil a kornyezeti
mintakbol is ki lehet mutatni, ha van olyan mikroorganizmus a szennyezés
kornyezetében, mely képes bontani e vegylleteket. Ma mar tudjuk, hogy a
laboratoriumi  koriilmények  kozott a  kornyezeti  mintdkbdl  szaporithatd
mikroorganizmusok szdma igen csekély, minddssze 1-5%-a a mintdban jelenlévd
Osszes mikroorganizmusnak. Az elmult évtizedben kifejlesztett molekularis biologiai
modszerek segitségével ez a szazalék jelentOsen javulhat. Specifikus, a mikrobdkra
nagyon jellemzd, konzervativ szakaszok kifogdsa a kornyezeti mintakbol segit
azonositani a mikrobat, vagy annak valamilyen funkcids fehérjéket kodold genetikai
anyagat. Egy, akar kis koncentracioban jelenlévd génfragmentet is lathatova,
mérhetévé tudunk tenni egy tigynevezett polimerdz-lancreakcid segitségével (PCR),
ahol specifikus primerek és polimeraz enzim segitségével felsokszorozzuk a vizsgalni

kivant génfragmentet. A PCR-sokszorositott fragmenteket denaturdldé gradiens

114



gélelektroforézis (DGGE) és/vagy hémérséklet gradiens gélelektroforézis (TGGE)
technikak segitségével tovabb tisztithatjuk, a hasonld, de nem azonos fragmenteket
elvalaszthatjuk egymastol kiilonbozo elektroforetikus migracidjuknak kdszonhetden.

Cavalca ¢és mtsai 2004 irtak egy Osszefoglalot, melyben a BTEX bonto
mikroorganizmusokat €s specifikus enzimeiket, illetve azokat kodolo génszakaszokat
részletezik, melyeket a fent emlitett modszerekkel kornyezeti mintabol, szennyezett
talajvizb6l “halasztak’ ki. A BTEX bonto torzsek a Pseudomonas, Mycobacterium,
Microbacterium, Azoarcus, Bradyrhizobium csaladok tagjai. Megfigyelték azt is,
hogy néhdny mikroorganizmusban egyszerre tobb toluol bontd utvonal is aktiv, ami
nem olyan meglepd, ha visszatekintiink a denitrifikdlo mikroorganizmusok azon
tulajdonsagara, hogy oxigénhianyos koriilmények kozott azonnal atvaltanak
nitratlégzésre. A gének szintjén is megfigyeltek a kortilményektol fliggd eltéréseket.
A mintakbol tudtdk azonositani a toluol dioxigenaz todCl, a toluol monooxigenaz
tmo, valamint a meta-, és orto-hasito dioxigenazok XxylE és catA génjeit. Ha
oxigénlimitalt koriilményeket biztositottak, akkor a tmo géneket hordozé mikrobak
sokkal hatékonyabbak voltak, mint a todCl-el rendelkez6k, mig nagy oxigén
koncentracid6 mellett a dioxigendz enzimeket termeld torzsek bontottdk sokkal
hatékonyabban a toluolt. Ebbdl megallapithatjuk, hogy alacsony oldott oxigénszint
esettn a TOM (monooxigenaz enzimek részvétele) lebontasi utakat hasznald
mikroorganizmusok keriilnek elétérbe.

A katabolikus utak enzimeit koédold gének gyakran plazmidon talalhatdk, ezt
bizonyitja Sentchilo és mtsai [2000] tanulmanya, melyben Pseudomonas térzs toluol,
m-xilol és p-xilol bontd képességét tanulmanyoztak. A plazmidon a meta-hasitd
utvonal enzimeit taldltdk, a plazmid a TOL plazmid. A TOL plazmid hasonmadsait
tobb mikroorganizmusban is megtalaltak, ami arra utal, hogy ezek a plazmidok az
evolucid soran egyik mikroorganizmusbol atjuthattak masikba. Ezt t6bb plazmid
esetében is valoszinlsitik. S6t a molekularis bioldgiai eljarasokban irdnyitott plazmid
transzfert alkalmaznak ezen ismereteken alapulva. Ezek a kutatasok eldrevetitik azt a
lehetdséget, melyet japan kutatbk mar meg is probaltak, hogy olyan szuper
mikroorganizmusokat hozzanak 1étre, melyek szamos metabolikus Ut enzimeit kodold

génklasztert hordoznak elsésorban plazmidokon.
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A fent részletezett tanulmanyokbol, kisérletekb6l levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a BTEX vegyliletek mikrobidlisan bonthatok, legfoljebb az adott
koriilmények nem alkalmasak a biodegradaciora. A feltételek megvaltoztatasaval
azonban el6idézhetd a vart reakcio. Mind aerob, mind anaerob koriilmények kozott ki
tud alakulni olyan mikroflora, mely képes az Osszetett szerves szennyezddést is, mint
szén- és/vagy energiaforrast hasznositani. A legigéretesebb kisérleteket denitrifikalo
baktériumokkal végezték, melyek, bar alapvetéen aerob mikroorganizmusok
oxigénlimitdlt kornyezetben alternativ elektronakceptor jelenlétében is kifejtik
metabolikus aktivitasukat. Az ismeretek alapjan joggal varjuk, hogy ki tudunk
fejleszteni olyan biodegradacids eljarast, mely a hazai problémak megoldasara

alkalmazhato.
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[1.6. Nitro- funkciés csoportot hordozé6 vegyiiletek mikrobialis
bontasa

Bevezetés

A viz, talaj levegd szennyezd anyagok nagyon sokfélék lehetnek. A
xenobiotikumok okozzdk a legtobb prblémat, mikrobioldgiai lebontasuk igéretes,
kornyezetbarat modszer, és remény van arra, hogy a lebontas eredménye a toxikus
vegyiilet detoxifikécioja, s6t eliminalasa a kdrnyezetbdl.

Nitro funkcids csoportot hordozo vegyiiletek természetes el6fordulasaval (pl.
azomycin, kloramfenikol, pirrolnitrin) ritkan talalkozunk, minden bizonnyal ennek
koszonhetd ellendllasuk a bioldgiai bontdssal szemben. Perzisztencidjuk f6 oka
valosziniileg szoktatlan funkciés csoportjuk pl. NO2, N=N-R2, ezek erds
elektronelszivdo hatdsuak, ¢és akadalyozzak az oxigenolitikus degradaciot.
Bonthatosagukat persze egyéb faktorok is befolyasoljak, pl. szorpcids/deszorpcids
tulajdonsag, oldhatosag/bioldgiai hozzaférés, koncentracio, kémiai természet. A
problémat csak fokozza, hogy ezek a szerves vegyiiletek nemcsak bontasnak
ellenalloak, de toxikusak, s6t mutagének vagy karcinogének is [Honeycutt 1996]. A
nitro- funkcios csoportot hordozd szennyezé vegyliletek nagy része antropogén
eredetii, foleg festék-, peszticid- és robbandanyag-gyartas hulladékaként jelenik meg.
Mivel a nitro-csoport konnyen atalakithatdé mas funkcids csoportta, kedvelt
intermedier szdmos kémiai szintézisben, a nitrobenzol klasszikus alapanyaga az anilin
gyartasnak, de a klorbenzol és fenol gyartok is egyre gyakrabban hasznaljak. A
nitrotoluolok a robbandszerek pl. TNT (2,4,6-trinitrotoluol) épitéelemei. Erdekes,
hogy a parfiimgyartok is hasznaljak, specialis vegyiiletei pézsmaillatot drasztanak.

Néhany szervezet képes nitro funkcids csoportot hordozo vegyiileteket

szintetizalni, ezek a természetes el6forduldsi molekuldk pl. a kloramfenikol,
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azomicin, melyeket antibiotikumokként ismeriink, de néhany névény, féleg a
hiivelyesek nitro toxinokat termelnek pl. 3-nitro-1-propionsav, 3-nitro-1-propanol.
Bar ismeriink oxigenolitikus tdmadast nitroaromés vegyliletek esetében, a
nitro csoport erds elektronelszivd hatdsa miatt az aromas gytirti elektronhianyos, igy
az oxigenazok elektrofil tamadasa gatolt, leginkdbb mononitroaromas, ritkan
dinitroaromas vegyliletek esetében lehetséges oxigenolitikus tdmadas. Ennek az a
magyarazata, hogy a természetesen el6forduld vegyiiletek altaldban mononitro-
vegyiiletek, igy az evolucio soran képesek voltak egyes szervezetek adaptalodni, és e

vegyiileteket hasznositani.

11.6.1. Alifas nitro funkciés csoportot hordozé vegyuletek
mikrobialis bontasa
11.6.1.1. Nitroalkanok

Egyes gombak, streptomycesek bontjak, de a mechanizmusrdl viszonylag keveset
tudunk [Dhawale 1979]. Nemrég a Fusarium oxysporum —ban azonositottak egy
nitroalkan oxid4z enzimet, mely kiilonb6z6 nitroalkdnok oxidaciojat és nitrat csoport
eltavolitasat katalizalja, aldehidek képzOdése kozben [Heasley 1996]. (Az enzim,
flavoenzim, FAD prosztetikus csoportja van).

R1-CH(NO2)-R2 + Oz + H,0 nitroalkan oxidaz > R1-CO-R2 + HNO2 + H20;

Egy élesztébdl, a Hansenula mrakii, a 2-nitropropan dioxigendz enzimet
azonositottak, mely szintén tartalmaz FAD prosztetikus csoportot [Kido 1976]. Ennek
az enzimnek az az érdekessége, hogy a dioxigén két atomjat a szubsztrat két kiillon

molekulajaba épiti be! Ez igen ritka a dioxigendzoknal.

y

2 CH3CH(N02)CH3 + 0 2-nitropropan dioxigenaz - 2 CH3sCOCH3 + 2
HNO2

Egyes gombakat, féleg fehér rothadast okozod gombakat (pl. Phanerochaete

chrysosporium) egyre gyakrabban alkalmazzak bioremediaciés célokra. Miutan
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felfedezték, hogy olyan Gsszetett és perzisztens molekuldkat, mint pl. a lignin képesek
bontani, alaposabban is megvizsgaltak biodegradativ képességeiket, és azt talaltak,
hogy sok toxikus vegyiiletet képesek bontani. Kulcs enzimeik a peroxidazok, melyek
segitségével oxidaljak a vegyiileteket, pl. 2,4-dinitrotoluol konverzidja mangan
peroxidazzal, mely soran metanol és 4-nitro-1,2-benzokinon keletkezik, mely
tovabbalakul 4-nitrokatekolla. A lignin peroxidaz katalizalta reakcioban a nitro

csoport felszabadul, metilélt és hidroxilalt termékek keletkeznek.

11.6.1.2. Nitrat észterek (C-O-NO2)

A mai napig nem ismeriink természetesen eléforduld nitrat észtert, azonban
annal inkébb ismerjiik a szintetikus formaikat. Legismertebb vegyiilet a pl. glicerol
trinitrat vagy nitroglicerin. Bontdsukra alig van példa, nem specifikus enzimreakciot
feltételznek, rdadasul rendkivil lassi esemény, akar tobb ¢év. Egy-két
mikroorganizmus, mely képes volt 4atalakitani ezeket a vegyiileteket pl.
Agrobacterium radiobacter és Pseudomonas sp. képesek a glicerin tri- és dinitratrél a
nitrat csoportot eltavolitani, de csak mononitratig megy a reakcio [White 1996]. A
nitratot nitrogén forrasként hasznositjak. Hasonloan az Enterobacter cloacae-hoz ez
esetben annyi a kiilonbség az el6z6 példahoz képest, hogy e baktérium enzime

NADPH fiiggd.

11.6.2. Nitroaromas vegyiletek biodegradacioja

11.6.2.1. Nitroaromasok aerob bontasa

A nitroaromasok erésen mérgezd vegyiiletek, a gydgyszer- és festékipar
szdmara azonban nélkiilozhetelen kiindulési anyagok.
Mikrobialis mineralizacidjukra négy ismert mechanizmus:

a) oxigén jelenlétébena kezdeti oxigenacios reakcidban nitrit szabadul fel (pl.
monoxigendz katalizalta reakcidban a 4-nitrofenol katekolld és nitritté
alakul, Alcaligenes eutrophus)

b) kezdeti redukci6 eredménye aromés amin, ami tovabb metabolizalodik

¢) nitro csoport teljes reduktiv eliminécidja, nitrit szabadul fel
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d) nitro csoport részleges redukcidja hidroxilaminna, mely tovabb
metabolizalodik [Marvin-Sikkema 1994]

A nitroaromdsok a mikroorganizmusok szdmara szén- ¢és nitrogén forrasként
szolgalhatnak, azonban sok mikroba, féleg az anaerobok csak redukaljak a
molekuldkat aminokka. Az oxidativ folyamatokban pedig a nitro csoport nitrogén
forrasként szolgdl, azonban a szénvazhoz kevés kivétellel nem nyulnak a
mikroorganizmusok, pl. Pseudomonas sp., Nocardia sp., Ralstonia sp., Comamonas
acidovorans, Phanerochaete sp.

11.6.2.1.1. A nitrobenzolok

A nitrobenzolok legegyszeriibb lebontasara pl. a Comamonas acidovorans
esetében lathatunk példat, a nitrobenzol direkt dioxigendz tadmadast kdvetden
katekolla alakul [Nishino 1995]. Ennél bonyolultabb folyamat zajlik Pseudomonas
pseudoalcaligenes torzsben. Ez a torzs szén-, nitrogén- és energiaforrasként is
hasznositja a vegyiiletet, de szoktalan megoldassal, az elsé 1épés egy redukcio egy
NADPH fliggé nitrobenzol reduktaz enzim segitségével hidroxilaminobenzol
keletkezik, majd egy mutidz enzim atrendezi a molkeulat 2-aminofenolla [He 1998]. A
tovabbi 1épésekben a gytirli felhasad 2-aminomukonsavszemialdehid keletkezik, majd
egy deaminaz eltavolitja az aminocsoportot.
Azonban nem csak a teljes lebontas lehet a cél. Erdekes kisérletek a mikrobiologusok,
kémikusok szamara nitroaromas vegyiiletekbdl biologiai titon mas szubsztituenst
hordozo pl. hidroxilalt aromdas vegyiiletet szintetizalni. Ez kivalthatnd a nagyon
koltséges kémiai szintézist. Comamonas acidovorans NBA-10 torzzsel a 4-

nitrobenzolt 3,4-hidroxibenzoatta alakitottak.

11.6.2.1.2. A nitrofenolok
A nitrobenzolok mellett a nitrofenolok toxicitasa jol ismert. Az oxidativ foszforilacios
folyamatokat szétkapcsoljdk a sejtekben, ezzel komoly hatdsuk van a sejtek
metabolizmusara. Az atmoszféraba keriilve a ndvényekre van komoly karositd
hatasuk.

Noha bioldgiai lebontasukra az elsé esetet mar 1953-ban leirtak [Simpson

1953], egy Pseudomonas torzs a p-nitrofenolt képes hidroxikinonon keresztiil
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atalakitani nitrit felszabaduldasa mellett, a lebontasi Utvonalat joval késobb, csak
néhany éve sikeriilt részletesebben megismerni. Azédta tobb enzimet €s bontd
szervezetet fedeztek fel, pl. P. putida 2-nitrofenol monooxigenaz enzimét [Spain
1979], mely széles szubsztrat specifitasu, képes tamadni az o- és m-nitrofenol
molekulat is (a 2-nitrofenol konverzidjat 1,2-benzokinon majd katekol és nitrit
atalakulason keresztiil katalizalja, kétértékii kationok, Mg?*, Mn?*, Ca?" stimulaljak
az enzim aktivitasat) [Zeyer 1988]. A 4-nitrofenol lebontasara egy Arthrobacter
fajban talaltak megoldast, ebben az esetben a nitrofenol nitrokatekolla alakul, és csak
ezutan tavozik a nitro csoport a molekuldrdl [Jain 1994]. Egy maésik leirdsban egy
kétkomponensii monooxigenaz katalizaciot irnak le Bacillus sphaericus JS905
torzsben [Kadiyala 1998]. Az egyik komponens egy flavoprotein reduktaz, a masik
egy monooxigenaz, melyek altal a 4-nitrofenol eldszor 4-nitrokatekolla, majd 1,2,4-
trihidroxibenzolld alakul nitrit felszabaduldsa mellett. Bakteridlis dioxigenaz
reakciokat az ismert Pseudomonas fajok mellett, pl. egy fototrof baktériumban is
kimutattak, a Rhodobacter capsulatus-ban a 2,4-dinitrofenol redukciojat tapasztaltak
2-amino-4-nitrofefnolla, ami tovabbalakul egy, még nem ismert fényfiiggd
folyamatban. A 2,4-dinitrofenol bontasara a Rhodococcus fajok kozott is talalunk
példat, két hidrid transzferen 4at orto-gyiirithasitdssal 3-nitroadipat keletkezik,
mikdzben az orto helyzetli nitro csoport tdvozik a molekulardl. Ecker és mtsai [1992]
leirtak egy érdekes lebontasi utat Alcaligenes etrophus JMP134 torzsben, ahol a 2,6-
dinitrofenol lebontdsa oxigénfiiggé folyamat, és 4-pirogallo keletkezik egy
dioxigenaz katalizlta reakcidban, viszont a masodik nitro csoport csak a gylirii
hasitasat kovetden tavozik a molekularol.

Bar tény, hogy a polinitroaromas vegyiiletek sokkal elektrofilebbek, igy gatolt
az oxigenazok tdmadasa, ezért a reduktiv folyamatok valdsziniisithetok lebontasukra.
A természetben taldlunk olyan aerob mikroorganizmust, mely képes hasznositani a
2,4,6-trinitrofenolt reduktiv mechanizmuson keresztiil, hidrid ion formalodik, és ez

rendezddik 2,4-nitrofenolla, nitrit felszabadulasa mellett.
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11.6.2.1.3. A nitrotoluolok

A nitrotoluolok bontasaban sok a hasonlésag a nitrobenzol és —fenolok
bontasahoz. A toluol, és szarmazékainak lebontasa részletesen tanulmanyozott,
koszonhetéen a P. putida-ban felfedezett TOL plazmidnak [Delgado 1992].

A 2 4-dinitrotoluol az egyik legfontosabb toluol szarmazék, diizocianatok
gyartasaban szerepel, mely a poliuretanok egy komponense. A dinitrotoluolok szintén
fontos prekurzorai illetve degradaciés termékei robbanodszereknek (2,4,6-
trinitrotoluol). Dioxigenaz enzimrendszer Kkatalizalta lebontasukra ismeriink

megoldast pl. Pseudomonasokban [An 1994].

11.6.2.1.3.1. A 2,4,6-trinitrotoluol biodegradacioja
A TNT a legjobban kutatott vegyiilet, mivel a nitroaromdsok kozott a {6

szennyez6, évente kb. 1x10°8 kg-ot gyartanak, és, mint minden szintetikus vegyiilet ez
is megjelenik a gyar elfolyd szennyvizében a kornyék talajaban, felszini- és
talajvizben. A molekula gyengén vizoldékony (140 mg/l 25°C-on), ellendll az
oxigenolitikus tamadasnak, toxikus [Rieger 1995]. Bar tobb mikroorganizmusban
(Pseudomonas sp. C1S1, Mycobacterium vaccae, Serratia marcescens, Bacillus sp.)
is leirtak TNT bontast, azonban konkrét bizonyitékot a bontési Gtvonalra nem tudtak
szolgaltatni. Igéretesnek tlinhet viszont a Pseudomonas savastanoi faj esetében
megfigyelt TNT bontas. Bar sejtszaporodast nem figyeltek meg (azaz valosziniileg
kimutattdk, ami NO™, hozzdadéasaval javult, és dinitrotoluol keletkezett, ami mar az
oxigendzok tdmadasdnak elfogadhatd alany [Martin 1997]. A nitrat észterek bontasa
kapcsan emlitettiik az Enterobacter cloacae-t, mely nitratésztereket elfogad nitrogén
forrasként. Ez a faj képes TNT szubsztraton aerob modon lassan szaporodni, mely
képességét a NADPH-figgé PETN (pentaeritritol tetranitrat) reduktazanak
koszonheti [Binks 1996]. Az enzim redukalja a TNT-t egy hidrid-, majd dihidrid
komplexen keresztiil, igy nitrit szabadul fel, ezaltal képes a TNT-t, mint nitrogén
forrast hasznositani, bar a gyiir(it nem hasitja.

Eddig tehat szén- és energiaforrasként a TNT-t hasznosité mikroorganizmus
nem keriilt a kutatok halojaba. A TNT-t azonban bizonyos mikrobak, mint elébb

olvashattuk képesek atalakitani, valdsziniileg inkabb kometabolikus folyamatok
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révén. Foleg talajban érdekes a folyamat, és a keletkezd konverzios termékek, a TNT
teljes redukcidjaval keletkez6 TAT (triaminotoluol) nagyon reaktiv és oxigén
jelenlétében gyors autooxidacion és polimerizacion mehet at, ezaltal gyakorlatilag a
mikrobdk szdmara nem hozzéaférhetd. Valamint a TAT erdésen kolcsonhat a
talajkomponensekkel oxigén jelenlétében. A  TNT részlegesen redukalt
szarmazékainak szorpcidja a talajkomponensekhez tobbé-kevésbé reverzibilis,
azonban a TAT irreverzibilisen kotédik a humin komponensekhez (11.45. abra, 11.46.

abra).

O,;N NO,

I1.45. abra
A TNT ¢és fontosabb metabolitjainak kapcsolata a talajjal (a vastagitott sziirke nyil az
irreverzibilis szorpciot jeloli, a beszinezett aromés gylirli azokat a metabolitokat

jeloli, melyeket azonositottak a redukcios folyamatban). [Rieger and Knackmuss
1995].

123



Anaerob fazis Aerob fazis

. Fermentation
Glucos - ——— H20 + CO2
Glucose m products 20 + CO2
CH CH
L D; ¥ L__NO: ' O,N NO; ¥ ON H, ¥ HaN
- N ——— - | - |
; Y
T
NO NHOH NH i (H
. 0 R s
1 NH LM . " \m‘ gy s {T“_ki‘::;f
=N~ N)-cH b, - . i 3
Y/ \= ‘é IO o 08 98 350 9 ool
| N % N § NH N 2
0 7o ‘ , A 3' ‘ 52 fhov, x
“4 ; ‘ P o s e NN B
Ny ey 30 M4 o

rgngrgghghgmengngnghngngngghngngn

Humic material

11.46. abra

Kolcsonhatas a talaj matrix
anyagaival

Kezdeti szorpcid

A folyamatos redukcio
kovalens kotésti szarmazékokat
general

Kemoszorpcié amin-, amid-, és
imin- kotéseken keresztiil

A szorbealodott vegyiiletek a
hidrolizis vagy a biologiai
oxidacid hatasara nem
mobilizalodnak ujra

Hipotetikus abra: a TNT redukcioja és kemiszorpcioja a talaj szervesanyagaihoz

anaerob/aerob kezelés utan

A TNT redukalt metabolitjainak kovalens kotéseit sargaval jelolték, melyeket NMR

vizsgalatokkal igazoltak [Rieger 2002].

1.6.2.2. Nitroaromas vegyiuletek anaerob bontasa

A természetben oxigénben gazdag és oxigén hidnyos kornyezetet egyforman

talalunk, a talajban azonban csak igen kis rétegben megfeleld az oxigén ellatottsag.

Nem meglepd tehat, hogy a mikroorganizmusok

igyekeznek

idomulni az

oxigénhianyos kornyezethez. A nitrocsoport redukcioja 2 elektron hozzaadaséaval, az

anoxids ¢lohelyekre jellemzd. Ebben a reakcidban

hidroxilaminokka,
esetben az

koszonhetéen, legtobb

elektrondonorok  piridin

nitro  csoportok

vagy aminokka alakulnak a nitroreduktiok aktivitasdank

nukleotidok.

Val6szintisitik, hogy ezen enzimeknek nem ez a fizioldgids szerepiik, bar kivétel a

Comamonas sp. ¢és

Pseudomonas sp-bél szarmazd nitroreduktazok, melyek

nitroaromas vegyiiletekkel indukéalhatok [Groenewegen 1992, Somerville 1995]. A

legtobb esetben a redukcids ut az amin vegyiiletek keletkezésével bwe is fejezddik, a

vegyliletek altalaban nem alakulnak tovabb. Nitroreduktazokat azonositottak E. coli,

Bacteroides fragilis, Enterobacter cloacae, Clostridium sp., Vibrio harveyi, ezek

koziil a legérzékenyebbek oxigénre az E. coli, Vibrio harveyi nitroreduktazai [Rehm

2000].
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A  nem aromas nitro csoportot hordozo  vegyiiletek anaerob
biotranszformacidja jol tanulmanyozott. Anoxias kornyezetben, ahol a nukleofil
reakciok a favoritok [Kroger 2004], elektronszivo csoportok (-NO2, -Cl) jelenlétében
a kezdeti reduktiv tdmadasokkal talalkozhatunk, a redukcios uthoz 3 mol hidrogénre

van sziikség (I1.47. &bra)

B - + - + - +
a0~ 2e,2H \ 2e,2H f H 2& 2H 5 3
w3 i ] .
é YN —= ()N — {ff “}—N\ — { Hnm,
x—fr ':' - HZC' —— C‘ — C‘H - Hzo —
nitro nitroso hydroxylamine amine

11.47. abra
Nitro csoporttdl az amino csoportig torténd redukcid

Anaerob koriilmények kozott a szulfat redukdld mikroorganizmusok
szubsztrat hasznositasat alaposan tanulméanyoztak. Ezek a fajok elektronakceptorként
szulfatot hasznalnak. A Desulfovibrio fajok képesek kiilonb6z6 nitroaromas
vegyiileteket, kozottiik a TNT-t is nitrogén forrasként hasznositani [Boopathy 1993].
A metabolizmus soran a szénforras piruvat volt, a nitrogént a TNT-bdl nyerték, mely
a folyamat soran triaminotoluolla redukalddott, majd az aminocsoportok lehasitasaval
nyerték a sejtek a szamukra létfontossagl nitrogént.

Anaerob fermentativ baktérium kozosségek (Clostridium fajok) szintén

képesek a TNT bontésara.

11.6.3. Nitro csoportot hordozé egyéb szénhidrogének, pl.
policiklikus aromasok, herbicidek, nitrodifenilaminok
biodegradacidja

A kornyezetben csak minor komponensként jelennek meg, azonban
potencidlis mutagének, ezért lebontasukkal/eltavolitdsukkal a kornyezetbdl
foglalkoznunk kell.

A nitro csoportot hordoz6 policiklusos aromds szénhidrogének megtalalhatok
a levegdben diesel motorok kipufogd gazabol, feketeszén és bizonyos fénymasold
tonerekbdl szdrmazodan, illetve kdolaj szarmazékok nem tokéletes égésének

melléktermékeként. Bioldgiai hozzaférésiik kicsi koszonhetben nagy molekula
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méretiiknek, nem, vagy gyengén vizoldhatok, igy nincs kialakult mikrok6zosség
bontasukra. Ennek ellenére egy olajszennyezett teriiletrdl izolalt Mycobacterium faj
mutatott némi aktivitast az 1-nitropirén bontasaban [Heitkamp 1991].

A Dinoseb néven ismert herbicid (2-sec-butil-4,6-dinitrofenol) anaerob
koriilmények kozott mikrobialis konzorciummal sikeresen bonthatdé a nitro csoport
redukciojan keresztiil [Kaake 1995].

A difenilaminokat stabilizdtorokként hasznaljak nitrocelluléz tartalmu
robbanoszerek esetében. A stabilizacios folyamatban a difenilamin nitro-, di-,
trinitrodifenilaminna alakul, és ezek a vegyiiletek jelennek meg szennyezdanyagként
az eldallitas illetve a felhasznalas helyén. Szulfat redukdlé mikroorganizmusok
képesek kometabolikus uton atalakitani anilinné laktdt vagy benzoat szubsztrat

jelenlétében [Drzyzga 1996].

11.6.4. Bioremediacios eljarasok bemutatasa nitro csoportot
hordozé szennyezdk esetén

Talaj, talajviz robbanodszerekkel tortént szennyezésére eleinte kevert
kultarakat hasznaltak, vagy biostimulaciot alkalmaztak. Az utobbi években sikeres
komposztalasi eljarasokrol szamoltak be, anaerob modon eldkezelt, majd levegdztett
komposzt esetén az anaerob fazis monoamino-dinitrotoluol keletkezett, mely az aerob
fazisban tovabbalakult. Problémat jelent viszont, hogy az amino szarmazékok a talaj
humusz anyagahoz kotddnek, igy nehéz meghatarozni a valdés mineralizaciot. Ennek
ismeretében tobb esetben inkabb a humifikdcionak megfeleld koriilményeket
optimalizaltak, és nem a mineralizaciot stimuléltidk, viszont ezzel az a baj, hogy, bar a
szennyezd toxikus hatdsa csokken, de novekedett mutagén hatdasa a patkany
kisérletekben.

[1996] dolgoztak ki eljarast (I1.48. abra). A tisztitas soran 40 hét alatt a kezdeti 2,5 g
TNT/KGalaj szarazsaly Szennyez6 koncentracioja mintegy 95%-kal csokkent. Az anoxias
szakaszban amino szarmazék keletkezik, mely az aerob reaktorban tovabbalakul. A

mosoviz cirkulaltatasaval a szennyezett talajbol folyamatosan mossdk ki a TNT-t,
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illetve a nem bomlott TNT is ezzel visszakeriil a folyamatba. A folyamathoz hasznalt

vizet pl. fotokatalitikus eljarassal utokezelik.

1. Anoxias bioreaktor
2. Aerob bioreaktor
3. Ulepitd

Mos6 oldat 4. fotoreaktor

tartaly

é
I
N Szennyezett talaj

A

11.48. abra
TNT szennyezett talaj dekontamindlésara fejlesztett eljaras (Kahl és mtsai 1996)
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[1.7. Indol szarmazékok biodegradacioja

Az indol benzolgylriivel kondenzalt pirrolszarmazék, mely megtalalhatd pl.
készénkatranyban, szennyviz iszapban, kimutattdk cigaretta fiistb6l is. Szintelen,
kristdlyos anyag, vizben kevéssé oldodik. Az indol és szarmazékai igen gyenge
bazisok, NH csoportjaik inkabb savasak (amfoter karakter), aromas szubsztiticidjuk a
3-as pozicioban kovetkezik be (ha az szabad).

Indolszarmazékok pl. az indolin, mely az indol pirrolgytiriijének katalitikus
hidrogénezésével allithaté eld; a gramin, 3-dimetil-amino-metil-indol; heteroauxin,
mely novekedési hormonként ismert 3-indolil-ecetsav; fontos természetes
indolszdrmazék a triptofan, mely létfontossdgi aminosav; a szkatol az emldsok
bélsaraban is el6forduld 3-metil-indol; a triptofan enzimes dekarboxilezésének
eredménye a triptamin, melynek 5-hidroxi szarmazéka a  szerotonin,
vérnyomasszabalyoz6 hormon. Az oxindol és az indoxil az indol pirrolgytiriin
hidroxilalt szarmazékai, az utobbibdl allitjak eld az indigo festéket oxidacioval. Az
indigo a természetben is eléfordul pl. novényekben: Indigofera fajokban, de nem
szinezeék formdjaban, hanem az indoxil glikozidjaként. A novényi kivonat eldallitasa
azonban koltséges, ezért szintetikus valtozatanak olcsé ipari eldéllitasat hamar
kifejlesztették. Az indigo szubsztitualt szarmazékai szintén szinezékek, pl. antikbibor,
az indigd 6,6’-dibrom szarmazéka, mely a természetben is eléfordul, a biborcsiga
festékanyaga.

Kis koncentraciéban az indol kellemes illata, ezért eloszeretettel alkalmazzak
kozmetikai szerekben, illetve a gydgyaszatban is hasznaljak alkaloidjat: citotoxikus
hatast mutat ¢lesztokben (voacristine).

Bakterialis lebontasat szamos nemzetkézi kutatohelyen vizsgaltak,
tanulmanyoztdk gombakban 1is a metabolikus folyamatokat, de ismert
metabolizmusuk névényekben is, pl. Jasminum grandiflorum indol oxigendza az
indolt antranilétta alakitja, majd o-aminofenolla alakul.

Mivel nagy mennyiségben allittdk elé6 az indol szarmazékokat,

elkeriilhetetleniil megjelennek a szennyvizekben, szennyviziszapokban szennyez6
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komponensként. Nagy mennyiségben toxikusak az ¢€l6 szervezetekre, tehat
eltavolitasukrol gondoskodni kell.

Az 1980-as évek elején jelentek meg az els6 beszamolok az indol
szarmazékok mikrobidlis bontasarol. Wang és mtsai megfigyelték, hogy aktiv szénre
immobilizalt mikrobidlis sejtek metanogenezise kozben a rendszerhez adott indol
eltlint. Ezt a kisérletet fejlesztette tovabb Berry munkatarsaival. Anaerob emésztett
iszap mikrobidlis kozosségét hasznalva az indol metanogén bontdsara azt figyelték
meg, hogy oxindol intermedier jelent meg a reakcidelegyben, majd a teljes
degradacio 10 nap alatt bekovetkezett 50 pg/ml indol koncentracié mellett, 17 nap
utan metanképzodést detektaltak. A feltételezett lebontasi utvonalat a I1.49. abran

mutatjuk be.

H
H COH
| p— | -_ —— ?--— CH,+ CO,
N N N
N OH H © H,

H H
Indole Oxindole .
Tautomer Oxindole Anthranilic

Acid

11.49. abra
Indol anaerob bontasa oxindol intermedieren keresztiil

A lebontasi ttvonal elsé intermedier molekuldja az oxindol, melyet HPLC-MS
analizissel kimutattak, mely bizonyitja, hogy az els6 1épés a metabolizmusban egy
hidroxilalds, ami nem meglepd, hiszen mas rendszerekben is gyakori, pl.
Pseudomonasok esetében.
metanogén, denitrifikdlé koriilmények kozott. Mig a metanogén kornyezetben
atmeneti oxindol intermedier feldusulas figyelheté meg, denitrifikdldo kornyezetben
ezt nem tapasztaltdk, ami arra utal, hogy a meghataroz6 konzorciumi tagok azonos
sebességgel bontjak az indolt és oxindolt [Madsen 1988].

Az 1980-as évek végéig szinte kizdrdlag bakteridlis metabolizmusrol
szamoltak be a kutatok. 1990-ben Kamath és mtsai Aspergillus niger segitségével

sikeresen bontottak el az indolt, bar a gomba nem hasznositotta a vegyiiletet egyediili
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szén-, ¢s nitrogén forrasként, de glikoz és nitrat jelenlétében képes volt ko-
metabolizalni. A tolerancia hatara az Aspergillusnak 0,02% indol volt, melynek a
tapoldatba adagolasa utdn a sejtek atmenetileg nyugalmi fazisba keriiltek, majd az
indolt kezdték bontani. A gliikozt az indol jelenlétében nem bontottak, valoszinileg a
glikolitikus enzime(ke)t gatolta az indol jelenlét. Kromatografias modszerek
segitségével meghataroztak az intermedier molekulakat, igy alakult ki a feltételezett

lebontasi utvonal, melyet a I1.50. d&bran mutatunk be.

OH COOH COOH
e iy Gy
@_Nj N NH2

H H
Indole Indoxyl N~F0rmyl Anthranilate
l anthranitate
Indigo l
COOH
Ortho ring cleavage+—
K OH
OH

Catechotl DHBA

I1.50. abra
Indol bontasa A. niger segitségével

Hasonléan az aerob és metanogén metabolizmusban megismertekhez, ez
esetben is egy hidroxildldssal indul a reakcid. Az indoxil intermedier instabil
molekula, ezért vagy dimerizalodik levegén és indigova alakul, vagy az A. niger
indukalodo dioxigendz enzime formil-antranilaton keresztiil antranilattd alakitja. Az
antranilat szubsztratja a NADPH fiiggd antranilat hidroxilaznak mely segitségével az
antranilat dihidroxibenzoattda (DHBA) alakul, melyet a DHBA-dekarboxildz enzim
katekolld bont, a katekolt egy gylirtihasité dioxigenaz hasit mukonattd orto hasitassal,

ez a molekula pedig belép a Szentgyorgyi-Krebs ciklusba.
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Az indol és szarmazékai igen gyengén oldddnak vizben, ezért Doukyu és
Aono [1990] olyan mikroorganizmusokat kerestek, melyek olddszer toleransak,
ezaltal az indol koncentraci6 a reakcidelegyben megndvelhetd két-fazisu rendszert
alkalmazva. Kimutattak, hogy az indol difenilmetdnban oldddik a legjobban, tehat
olyan mikroorganizmust kellett talalniuk, mely ezt az olddszert elviseli. E16szor egy
Pseudomonas torzset hasznaltak, mely az indolt izatinsavva bontotta, majd a reakcio
megallt, az izatinsav feldusult a reakcidelegyben. Tovabb keresgéltek, és egy
Acinetobacter torzsre leltek, mely az indolt indigova alakitotta igen jo konverzid
sebességgel. Ezzel a 1épéssel tulajdonképpen wjrahasznosithatd a szennyezddésként
megjelend indol. 2002-ben az akkor ismert biologiai indigd-eldallitd rendszerek
kozott ez volt a leghatékonyabb. Hatékonysagat els6sorban az befolyasolta, hogy
mennyi a vizes fazisban 1évé indol mennyisége, az oldoszer — difenilmetan-
mennyisége kevésbé hatott az indigd képzddésre.

Szintén Acinetobacter torzset, az A. calcoaceticus-t, hasznaltak fel
kisérleteikhez Sugimori és mtsai [2004]. Ez a torzs tereftalatot bont, de kozben képes

volt kometabolizalni, az indolt (IL.51. 4bra)

COOH

_ > > —> CO, +biomassza
oxigenaz

COOH /_\

tereftalsav

7-HI

I1.51. abra
Indol bontdsa kometabolikus folyamatban
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A tereftalatot tamado6 oxigendz enzim, ha indol van jelen a reakciotérben, azt
is megtamadja, hidroxilalja, mikézben 7-hidroxi-indol (7-HI) keletkezik. Ez az
eredmény azért figyelemre méltd, mert a 7-HI szamos gyogyszer szintézisének €pitd
eleme, valamint a festék-, €s vegyszergyartasban is hasznaljak. E biotranszforméacios
folyamatnak szamos elénye van a szintetikus 7-HI eldallitassal szemben, mivel
koltség-, és anyagkiméld eljaras, és a 7-HI kivondsa a reakcidelegybdl olcsobb és
egyszerlibb, mint a szintetikus eldallitasi folyamatban.

Gu ¢s mtsai tengeri ililedék mikroorganizmusaval figyeltek meg hasonlo
jelenséget/folyamatot 2002-ben, mint kordbban Berry vagy Madsen kutatd csoportja
metanogén ill. denitrifikdldo koriilmények kozott. Esetiikben is metanogén
kortilmények kozott a tengeri iiledék mikroorganizmusaival az indol degradacidja
soran metan ¢és szén-dioxid keletkezik. Kromatografias technikdk segitségével

azonositottak az intermedier molekulakat (I1.52. abra).

- O = O =[O | == o
H HO I]g !
Isatin

Indole Oxindole Anthranilic acid

I1.52. abra

Az elsoé két 1épésben oxidacioval oxindol, majd izatin keletkezik, majd egy redukcios
1épés a pirrol gylirli hasitdsa elott. A szamolasok alapjan vart metan mennyiség
csaknem 86%-at ki tudtdk mérni, ami azt bizonyitja, hogy valdban az indol
szubsztratbdl képezték a mikrobdk a metant, és nem tortént indol, vagy az egyik
intermedier akkumulacidja a sejtekben. Gu-€ék az indol mellett indol metil
szubsztitualt szarmazékainak lebontasat is vizsgaltak kisérleti rendszeriikben. Erdekes
volt, hogy a szkatol (3-metil-indol) metanogén koérnyezetben csak a 2-s pozicioban
oxidalodott, mig szulfatredukald kornyezetben teljesen elbomlott. Szulfatredukalod
koriilmények kozott a szulfat szolgal elektronakceptorként, és HaS keletkezik,
ekozben képes oxidalédni a szerves vegyiilet, mely szénforrasként szolgal (IL.53.

abra).
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I1.53. abra

2002-ig egy szulfatredukald torzset azonositottak, a Desulfobacterium
indolicum-ot, mely képes az indolt elbontani. A szulfatredukalok a tengeri
kornyezetben erdsebb kompetitorok, mint a metanogének, mivel nagyobb az
affinitasuk a biologiai eredetli molekularis hidrogén irant, azonban, ha van elegendd
,b10”-hidrogén a kornyezetiikben akkor egyiittmiikddve, hatékonyan bontjdk pl. az
indolt.

A fenti kisérletek bizonyitjak, hogy egy szerves vegyiilet bontasa nagyon sok
paramétertdl fiigg, a kornyezeti faktorok mellett fontos maga a molekula szerkezet is,
pl. megfigyelték, hogy az indol gylirii 2-, és 3-s pozicidja, funkcids csoportjai nagyon
fontosak a lebontasi Ut elsé 1épésében. A hidroxilacié mindig a 2-s pozicidoban indul,
de a metanogének nem tudjak a 3-s pozicidoban a 2. oxidacios 1épést katalizalni,
viszont a szulfatredukalok képesek erre.

Emlitettiik az el6z6ekben, hogy nemcsak az indol elbontasa lehet az egyetlen
megoldas a karmentesitési folyamatban, hanem hasznos terméket pl. indigo6 festéket is
lehet beldle eldallitani. Mas kutatocsoportok is taldltak hasznos transzformacios
folyamatokat. Watanabe mar 1972-ben leirta, hogy a triptofandz enzim, mely
alapvetden triptofanbol indolt, piruvatot és ammoniat képez, bizonyos feltételek
mellett képes e folyamatot megforditva is katalizalni. Ennek feltétele, hogy a
reakcioelegyben megfeleld mennyiségli piruvat és ammonia legyen jelen az indol
mellett. {gy az indolbol a triptofanaz enzim segitségével létfontossdgi aminosavat

tudtak eléallitani, melynek a gydgyaszatban Oriasi szerepe lehet.
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1.7.1. Kénhidrogén eltavolitas mikrobiolégiai médszerekkel

Kénhidrogén szulfat-redukald mikroorganizmusok szervesanyagbontasa soran
is felszabadulhat, pl. indol vegytiletek oxidacioja kdzben, tehat az indol szarmazékok
bontasat ilyenkor kénhidrogén eliminalo6 rendszerrel kell 6sszekapcsolni.

A kénhidrogén megjelenése a kornyezetben szamos ipari tevékenység
kovetkezménye, pl. szennyvizkezelés, papirgyartas, allatfeldolgozas, komposztalas,
valamint a kipufogd gazok egyik 6, kellemetlen szaghi komponense. Mivel igen
alacsony a ,,szag-kiiszob” értéke, azaz alacsony koncentracioban is nagyon érzodik
kellemetlen szaga, ezért is fontos hatékony eliminaldsa a kornyezetbdl. Gyakran
egyéb kéntartalmt vegyliletekkel egyiitt, keverten jelenik meg, pl. metantiol,
dimetilszulfid, dimetildiszulfid vegyiiletekkel.

A fizikai/kémiai modszerek a szennyezett gdz tisztitdsara relative nagy
energia, vegyszer sziikséglettel jarnak, és nagy mennyiségii hulladék keletkezik
kozben.

Alternativ megoldasként mar az 1970-es években elkezdtek foglalkozni a
kénhidrogén szennyezett gazok biologiai kezelésével. Foleg autotréf rendszereket
fejlesztettek ki, kisérleteket végeztek pl. szintelen kénbaktériumokkal — Thiobacillus,
Thiotrix, Beggiatoa; metilotréfokkal — Hyphomicrobium; fototréfokkal — Chlorobium,
Chromatium, Rhodobacter, Ectothiorhodospira; és cianobaktériumokkal. Az elsé
komoly heterotréf HoS eliminal6 biofiltert 1992-ben irtak le [Cho és mtsai 1992] egy
Xanthomonas fajt hasznalva.

Az autotrdéf baktériumokat hasznalé eljarasokkal az a gond, hogy a
baktériumokat nehéz kezelni/felhasznalni, mert kicsi a novekedési sebességiik, joval
elmarad a heterotrof baktériumokétol. A fototr6f baktériumokat alkalmazé
eljarasokhoz pedig nap-, vagy egyéb energiaforras sziikséges, mely akadalyokat
jelenthet a folyamatos/zavartalan tizemelésben. A heterotrof rendszerek elénye, hogy
konnyebben kezelhetd, altalaban egyszeriibb és gyorsabb a sejtek felszaporitdsa, bar
hatranya lehet a nagy biomassza tomeg. Cho és mtsai [1992] altal alkalmazott
Xanthomonas DY44 torzs egy konstitutivan termelddé intracellularis enzimmel képes
hatékonyan oxidalni a kénhiodrogént, mikdzben sargas-fehér poliszulfid csapadék

keletkezik. Ennek koszonhetéen a reakcid konnyen nyomonkodvethetd, €s a
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csapadékot konnyl eltdvolitani. Az autotrof rendszerekben viszont szulfat képzodik,
melynek hatasara savanyodik a rendszer. Eveken keresztiil hasonld rendszereket
probaltak optimalizalni, majd 2004-ben egy érdekes eljarast mutattak be Chen és
mtsai. Egy olyan kénhidrogén elimindlé mikroorganizmust taldltak aktivalt iszapban,
mely tioszulfatot hasznal egyediili energiaforrasként és COz-ot szénforrasként. Az
azonositas alapjan egy Gram negativ kén-oxidalo baktérium —Thiomonas sp.-, mely
képes autotrof és heterotrof, sét mixotrof modon is szaporodni. Ez a torzs képes volt
55-60 ppm koncentracioban jelenlévé kénhidrogént 5,65 mg/1/h sebességgel 99%-ban
eltavolitani. A biofilteren ezt a torzset azért is eldnyds hasznalni, mert megfigyeléseik
Szerint nincs nyugalmi fazisa, rogton megindul a kénhidrogén oxidécidja. Tovabbi
elénye, hogy bar a Thiomonas optimalis szaporodasi koriilményként a pH=6,0
kornyezetet kedveli, savanyu kémhatast oldatban is aktiv marad.

Legtobb esetben azonban nem elegend6 csak a kénhidrogénnel foglalkozni. A
H2S-t kisérd egyéb kéntartalmt szagos vegyiiletek bontdsat is meg kell oldani
parhuzamosan. Erre kerestek megoldast Sercu és mtsai. 2004-ben szamoltak be arrol,
hogy kifejlesztettek egy két-alldsos biotrickling (csopogtetdagyas) filter rendszert
(I.54. abra), melynek egyik reaktoraban kénhidrogén eltavolitd baktréiummal
kezelt/telitett filtert, mig a masik reaktorba dimetilszulfid eliminald baktéium-filtert

tettek.
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Két-1épcsds bio-csepegtetéses filter rendszer: 1. szaraz levegé tartaly, 2. HoS gaztartaly, 3.
aramlas szabalyozo, 4. DMS tarolo, 5. kapillaris ¢sO, 6. manométer, 7. kapillaris, 8. hszabalyozott

A HyS-t oxidalo torzs, Acidithiobacillus thiooxidans széles pH tartomanyban
aktiv marad, igy az elsd reaktor esetén a pH ellendrzéssel nem kellett bajlodni. A
masodik filterre Hyphomicrobium fajt immobilizaltak, mely csak semleges pH-n
szeret szaporodni/élni, ezért itt mar fontos volt a pH kontroll. A filtereken
ataramoltatott gazbol 83 g HoS/m%h maximalis eliminacios kapacitassal 100%-0san
el tudtak tavolitani a kénhidrogént, a dimetilszulfid (DMS) eliminaci6 ettdl kissé
elmaradva 58 g DMS/m®h hatékonysaggal, kb 88%-o0s eredményt értek el, és még 65
nap utdn is stabil biofilmet taldltak a reaktorokban, noha a miikodési paraméterek
indordl idore valtoztak.

A HS elimindldé rendszereket probaltdk egyszerlsiteni, az utdbbi évek
publikacié mar ezekrdl a fejlesztésekrdl szamolnak be. Faforgacsra immobilizalt
mikrokdzosséget hasznalva Jones és mtsai 2005-ben szamoltak be eredményeikrél. 50
ppm HaS tartalmt gbzt a biofilteren ataramoltatva értek el 95%-os eredményt 2 napon
at mikodtetve. Szulfat hozzdadasaval sem csokkent az aktivitas, viszont a pH
csokkenésével pH=4,0 kémhatdsu kozegben a hatékonysag jelentdsen csokken,

visszaesett 36%-ra. A mikroba Osszetételt nem ismertették.
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Egy masik kutatoé csoport, Li és mtsai, szintén 2005-ben szdmolt be lavako
alapu biofilter rendszerérdl. Vizsgaltdk a lavakd szerkezetét, kémiai Osszetételét,
valamint mikroflorajat. A vasat Fe?* és Fe®* fom4jaban taldltak, és Acidithiobacillus
fajokat azonositottak. Mivel hatékonyan tudtdk hasznalni a lavakd alpu biofiltert, azt
vartak, hogy az irodalombdl ismert A. thiooxidans felelds a kénhidrogén
climinalasaért, azonban a dominans mikroorganizmus az A. ferrooxidans volt. A
rendszer elénye, hogy egyszerl, eleve a lavakdvon €16 mikrokoloniat hasznalja a
kénhidrogén eltavolitasara, igy kiilon koltséget nem jelent a mikrobak felszaporitasa,

és immobilizalasa sem.
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Bevezetés

Az emberiséget egyre inkabb aggasztja kornyezetének, a levegdnek, a viznek, a
talajnak, valamint az ¢l6 szervezeteknek az elszennyezddése. Civilizacionk
nagymértékben a kémiai elemek (ndvényi tdpelemek, fémek) felhasznalasan alapul. A
novekvo népességgel parhuzamosan olyan gazdasagi rendszert miikodtetiink, amely a
termelés és a fogyasztas fajlagos novelésére 0sztondz. Ebbdl adoddan a kornyezet
igénybevétele hatvanyozottan jelentkezik. Az asvanyi nyersanyagok kitermelése és
felhasznalasa a kozelmultig ugy tortént, mintha a készletek kimerithetetlenek
lennének a Foldon [Kadar 1., Internet].

A fogyasztds novekedésével vilagszerte egyiitt jar a hulladékok mennyiségének
alland6 emelkedése. A természetes nyersanyagokbdl termékeket allitunk eld,
mikdzben hulladék és szemét képzddik. A fogyasztds is a termékek tovabbi
atalakitasat jelenti szemétté, hulladékkd. A termelés méretének bdviilésével

sziikségszerlien novekvé mennyiségli melléktermék hasznositatlanul felhalmozodva
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egyre nagyobb mértékli kornyezetszennyezést ¢€s gyakran sulyos kornyezeti
karosodast okoz. A fejlesztok a termékek, technologiak kialakitasa soran régen nem
szamoltak azoknak a kdrnyezetre gyakorolt kedvezoétlen hatasaval.

A kornyezetkiméld eljarasok helyett elterjedtek azok a technologidk, melyek az
ingyen felhasznalhaté levegot, vizet, talajt, élovilagot terhelik. A koltségesebb
ujrahasznositds, a zartabb termelési ciklus, a szennyviztisztitds csokkentette volna
versenyképességiiket a piacon. Csak az utobbi évtizedekben tudatosult, hogy a
kornyezet is érték, figyelembe veendd a gazdasdgi szamitdsokban. A tiszta kdrnyezet
meglrzése Osszehasonlithatatlanul olcsobb, mint a szennyezett kornyezet
megtisztitdsa, amennyiben egyaltalan lehetséges [Kéadar L.].

Az iparban keletkezd, a gyartdsi folyamatba vissza nem vezethetd hulladékok
artalmatlanitasa gyakran specidlis problémakat vet fel. A felhalmozo6dé és az 6regedd
szennyezések megsziintetésére a fizikai-kémiai modszerek mellett helyet kapnak a

bioldgiai eljarasok is.

Ill.1. Az alifas szénhidrogének el6fordulasa és kérnyezeti
Jjelentésége

Az alifas szénhidrogének csoportjadba tartoznak az egyszeres szén-szénkotést
tartalmazo alkanok (paraffinok), ezek telitetlen formai az alkének (olefinek), valamint
a cikloalkanok (cikloparaffinok), melyeknél a szénatomok ciklikus struktarakat
képeznek.

Az alifas vegyiiletek széles spektrumat hasznalja fel az ipar olddszer-, iizemanyag-,
valamint tisztitoszergyartasban, és egyéb mas teriileteken. E vegyliletek termelésével
egyiitt jarhat azok felvétele vagy kibocsatasa, amelynek kiilonbozd, akar ellentétes
hatésa is lehet az ¢éldvilagra Az illékony alifds szénhidrogének a levegdbe keriilve,
fontos szerepet jatszanak az atmoszférikus kémidban, emellett szdmos alkéan talaj- és
talajvizszennyezOként fordul eld. Az alkanok véltozatos mérgez6 hatasa idegrendszeri
¢s majkarosodast is okozhat. A petrokémidban gyartott és az iparban alkalmazott
legtobb alifas vegyiilet nem sorolhaté a xenobiotikumok kdz¢, mivel a természetesen

eléfordul6 anyagokban, mint pl. anyagcsere intermedierekben, kdolajban is
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megtalaljuk azokat. Néhany alifds szénhidrogén nagy mennyiségben képzdodik
biotikus forrasbol is. A metan példaul szamos anaerob kézegben képzddik, ahonnan
az atmoszférdba jut. Jelentds szerepet tulajdonitanak ennek a szénhidrogénnek a
globalis felmelegedés kialakuldsdban. Az izoprén, amely igen reaktiv két telitetlen
kotésének koOszonhetéen, a ndvényekbdl ho-stresszre vald valaszreakcid soran
szabadul fel, termelése szorosan kapcsolddik a fotoszintézishez. Jol ismert, hogy a
hékarosodas gyorsan csokkenti a fotoszintézis mértékét. A fotoszintetikus
membranokban az izoprén a kettds lipidréteg stabilizdldsdban vagy a fehérje-
membran és a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat védd szerepet tdlthet be. Izoprén
kibocsatast nemcsak novényekre, hanem baktériumokra (Kuzma, 1995) és allatokra
(Sharkey, 1996) is leirtak. Mas fontos természetes modon keletkezd alifés
szénhidrogén a ndvények elhaldsa soran szabadul fel pl.: a ndvényi etilén hormon,
kozepes- és hosszu szénlanct alkanok stb.

A talajba, természetes vizekbe szamos szerves szennyezdanyag keriilhet be, tobbek
kozott a koéolaj és kdolajszarmazékok, ezek alkotdiként az alifasok is, melyek a
hétkoznapi élet szinte minden teriiletén megjelennek, €s széleskorti felhasznalasukkal
Osszefiiggésben kornyezetkarositd hatdsuk is meglehetdsen nagy.

A koéolaj kémiai szempontbol természetes eredetii szénhidrogének bonyolult elegye.
A koéolajok atlagosan 80-88% szenet, 10-14% hidrogént 0,1-7% oxigént, 0,02-1,1%
nitrogént, 0,01-5% ként és tobb szervetlen elemet tartalmaznak. A kdolajokban tobb
szaz vegyiiletet azonositottak, melyek szénatomjainak szdma 1-t8l 60-ig valtozik, és
ezek foleg paraffinok, olefinek, naftének, cikloparaffinok, acetilének, poliolefinek,
cikloolefinek, aromds vegyliletek, oxigén-, kén-, és nitrogéntartalmi vegytiletek.
Ennek kovetkeztében az egyes szennyezett terlileteken rendkiviil valtozatos
Osszetételben jelenik meg [Anton €és mtsai, 1999]. A kdolaj 20-50%-4at az olaj
forrasatol fliggden alkanok képezik

A talaj kozponti szerepet jatszik a foldi okoszisztémakban, a Foldon lejatszodo
fizikai, kémiai és biologiai folyamatokban, az elemek korforgasaban. A talajban €16
mikroorganizmusoknak  koszonhetéen a talajba keriilé szerves anyagok
mineralizdlodnak, igy a novények szamara felvehetéek lesznek. A talaj a

tapanyagokat megfeleld idoben és formaban a névények rendelkezésére bocsatja. Ez
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a tulajdonsaga a talaj bonyolult fizikai - kémiai - biologiai egyiittesének kdszonheto,
annak a szerves ¢és szervetlen anyagokbdl all6 Osszetett rendszernek, melyhez a
tapanyagok ¢és a viz a legkiilonfélébb erdsségl fizikai vagy kémiai kotddésekkel
kapcsolodhatnak, és ahol a talajmikroorganizmusok kiilonleges biofilmekben élnek a
talajszemcsék feliiletén és a mikrokapillarisokban [Gruiz K., Internet]. Ugyanazok a
talajalkotok, melyek a novényi novekedés szempontjabol hasznos vizet ¢&s
tapanyagokat kotik meg, képesek a kornyezetiinkbe keriild szerves és szervetlen
szennyezOk, kornyezetre karos, toxikus anyagok, igy a kdolaj és szarmazékainak
megkdtésére €s taroldsara is.

A talajt és a vizet éri leggyakrabban olajszennyez3dés. Altaldban tankhajok vagy
csOvezetékek meghibasodasa, olajkutak furadsa, szénhidrogén banyaszat soran
kertilnek a kornyezetbe. A kdolaj kezelése és szallitdsa soran is keletkezhetnek
kornyezetszennyezd olajtartalmu hulladékok. A talajba keriilt olaj egy része a
talajszemcsékhez kotddik, masik része pedig a talajvizbe keriilhet, mely nagyobb
tavolsagokra is eljuttatja a szennyezddést. Az olajszennyezés soran toxikus anyagok
jutnak a talajokba ¢és az ¢él6 vizekbe, ennek kovetkeztében a talaj, viz- és
levegOhaztartasa felborul, mely kihat az éldvildgra is. A kdolaj-szennyezddések a
hetvenes években tortént tankhajo-katasztrofakkal kapcsolatban keriiltek az
érdeklodés kozéppontjaba. Noha a szarazfoldi karesetek publicitdsa kisebb,
potencialis kornyezetkarositd hatdsa akar nagyobb is lehet, mivel hosszu ideig
maradhatnak rejtve. A szennyezés eltavolitdsanak megoldasat gyakran nehézfémek is
bonyolitjak [Anton és mtsai, 1999].

A koolaj és a kdolajszarmazékok a talajfelszin alatt tobb formaban fordulhatnak el6:
folyékony (szabad) fazisként a talajban, kotott fazisként a talajszemcsék felszinén,
gazfazisként a talajporusokban, és oldott fazisként a felszin alatti vizekben. Az egyes
eléfordulasi formdkat a talaj illetve a kdolaj és szarmazékainak fizikai és kémiai
tulajdonsagai, valamint a hidrogeoldgiai adottsdgok hatarozzak meg.

A koéolajszarmazékok mozgdsat a talajban és a talajvizben nagymértékben
befolyasoljak azok fizikai és fiziko-kémiai tulajdonsdgai, mint pl. az illékonysag, a
viszkozités, a stirliség stb. Egyes illékony kdolajszarmazékok (pl. a benzin) konnyen

elparolognak, és egy résziik Osszegylilhet a talaj szabad porustérfogatidban. A
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koolajszarmazékok viszkozitdsa hatdssal van azok talajbéli mozgasara. A benzin a
talajviznél gyorsabban, a tobbi olajszarmazék lassabban szivarog a talajban. A kodolaj
¢s a kdolajszarmazékok tobbsége kisebb siirliségii a viznél (ellentétben pl.: a kldrozott
szénhidrogénekkel), ezért a talajba jutva a talajviz felszinén maradnak, és adott
koriilmények kozott a talajvizzel tovabbterjedhetnek [Anton és mtsai, 1999].

A talaj szamos tulajdonsdga befolyasolja az olaj mozgasat és kotésformait. A
szennyezOk, igy az olaj is immobilizalddhatnak a talajban, azaz fizikai vagy kémiai
erOkkel kotddnek a talaj szilard részecskéihez. Ez a kotéerd a laza fizikai
adszorpciotol a kovalens kémiai kotésekig sokféle lehet, a szennyezd szinte beépiilhet
a talaj szerkezetét alkotd szerves vagy szervetlen mikroszemcsékbe, s igy pl. a
novények szamara felvehetetlen allapotba keriil [Gruiz K., Internet]. A
szénhidrogének koziil az olefinek és az aromdasok jobban, a cikloparaffinok és
paraffinok kevésbé kotddnek meg a talajkolloidokon. A talajrészecskék toltése
hatassal van az olajszennyezddés megkotddésére vagy levalasara. A talaj kapillaris és
vizemeld képessége befolyasolja a kodolaj beszivargasi hosszat. Ha a talaj
olajvisszatartd képessége meghaladja a beszivargott olaj mennyiségét, az
olajszennyezés helyben marad, és a talajfelszinen végbemend kémiai oxidacio, vagy a
talaj mikroszervezeteinek aktivitasa révén lebomlik. Ellenkez6 esetben a beszivargo
olaj a kapillaris zonaig illetve az Osszefliggd talajvizszintig terjed, €s ott olajlencse
alakul ki, amely a talajviz dramlasi irdnyaban tovabb terjedhet, igy a talajvizmozgas
teljes tartomanya elszennyezddhet.

A hosszi szénlancu alkanok vizben nehezen oldodnak, ami korlatozza azok
biologiai hasznosithatosagat, és azokon a helyeken, ahol ezeket a vegyiileteket magas
koncentracioban talaljuk, gyakran nem-vizes fazisti folyadékokként (non-aquaeous
phase liquids- NAPL) vannak jelen [Atlas, 1981, 1984]. Némely esetben a
baktériumok biologiai feliiletaktiv anyagokat termelnek, melyek megndvelik a hosszu
szénlancu alkanok vizben valé oldodasat, igy megkonnyitve azok ndvekedési

szubsztratként valo hasznositasat [Zhang és Miller, 1994; Rosenberg 1986].
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Ill.2. Talajtisztitasi technologiak

A remedidlas kifejezés a terlilet megjavitasat, meggydgyitasat, rendbehozatalat
jelenti, a latin remedium = gyogyszer, segitd eszkoz kifejezés alapjan. Ezt a
szakkifejezést hasznaljak a talaj megtisztitasara és az azt kovetd ujrahasznositasra. A
remediacids technologiak kozil koltségét tekintve legeldnydsebb a bioremediacio. A
remediacids technologiak esetében, mas biotechnoldgidhoz hasonléan a kdzponti
szerep az €16 sejteké, elsGsorban a vizben, a talajban, vagy az iiledékben él6 és
miikodé mikroorganizmusoké. Ehhez kapcsolddnak a mikodésiikhoz sziikséges

optimalis koriilmények, melyeket a biotechnologusnak kell biztositania [Gruiz K.].

A talajok tisztitasa in situ vagy ex situ torténhet:

* In situ remedialés a talajnak kiasas és eltavolitas nélkiili, helyben valo kezelését
jelenti. Ezek a modszerek foleg nagyobb teriileteket érintd szennyezddések esetén
elénydsek.

= EX situ talajtisztitas soran a talajt a helyszinrl vald eltavolitas utan, vagy a
szennyezOdés helyéhez kozel (on site), vagy a talajtisztitd telepre szallitva (off
site) kezelik. Az ex situ technologiak kis teriiletekre kiterjedd és a vizbazisokat is
veszélyeztetd balesetek nyoman keletkezd talajszennyezddések esetén prioritast

¢élveznek.

Osszehasonlitva az ex situ modszerekkel, az in situ modszerek kevésbé koltségesek,
viszont hosszabb i1d6t vesznek igénybe, s az inhomogenitds és a visszamaradt
szennyezO0dés nagyobb veszEly jelent, mint a kidsott talajnal alkalmazott technologiadk
esetében. Az in situ technologiak tovabbi elénye, hogy a teriilet felszine a mélyebb
rétegek kezelése soran zavartalanul hasznalhato.

Konnyen ill6 komponensek esetén a talajszelldztetés, vizoldhato talajszennyezdk
esetén a vizes mosas lehet az in situ megoldas, a talaj belsejének homérsékletemelése
is elérhetd a legkiilonfélébb, altalaban igen energiaigényes melegitési modszerekkel,
de az in situ talajtisztitasnal leggyakoribb a biologiai talajtisztitasi modszer

alkalmazasa, mely a mikroorganizmusok mindenre kiterjedé bontéképességén alapul.
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A biologiai tisztitds torténhet a talaj sajat mikrobioldgiai aktivitdsanak
kihasznalasaval vagy megfeleld0 bontdképességli mikroorganizmusok talajba

juttatasaval [Gruiz K., Internet].

1ll.3. Bioremediacio és az optimalis feltételek megteremtése

A bioremediacidé sordn a talajba jutott szerves szennyezOanyagokat
mikroorganizmusok segitségével lebontjuk, ¢és artalmatlan anyagokka (pl. széndioxid
¢s viz) alakitjuk. Ez egy igen lassu folyamat. A bioremediacio soran a talajmikrobak
szamara optimalis koriilményeket teremtiink, hogy a biodegradéacio jelentdsen
felgyorsuljon [Anton és mtsai, 1999].

Mas esetben a szennyezett talajbol izolalt mikroorganizmusokat laboratoriumi
korilmények kozott fermentorokban felszaporitjuk, majd visszajuttatjuk a
szennyezett talajba. Mindkét esetben a szennyezddés hatékony lebontasanak feltétele,
hogy a mikroorganizmusok aktiv anyagcserét folytassanak. Ennek a feltételnek a
biztositasdhoz ismerniink kell a szennyezett teriilet allapotat, a szennyezést eltavolitd
mikrobak minimalis igényeit. A biotechnologus feladata az, hogy ezen ismeretek
birtokdban meghatarozza a mikrobiologiai események optiméalis menetéhez sziikséges
feltételeket, illetve biztositsa azokat.

Régota ismert tény, hogy a talajban €16 mikroorganizmusok elbontjdk a szerves
anyagokat, kozottiik a szénhidrogéneket is. A kdolajnak és szarmazékainak lebontasa
igen Osszetett folyamat, mely sordn a mikroszervezetek leggyakrabban mikrobialis
konzorciumokat alkotva biodegradacié soran egymast segitve fokozatosan bontjak el
az egyes komponenseket, melyek atalakithatosdga nagymértékben fiigg kémiai
szerkezetiiktol [Margesin et al.,, 2001]. Az n-alkanok konnyebben, az aromas
szénhidrogének nehezebben bonthatok. A talajszennyezd szénhidrogének lebontasara
elsésorban Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Rhodococcus, Bacillus
nemzetségbe tartozd baktériumokat lehet hasznositani, melyek a szennyezdanyagok
hataséra kiszelektalodnak €s a legellenallobbnak bizonyulnak [ Anton és mtsai, 1999].

A lebontas sebessége a kornyezeti tényezOk, az oxigénjelenlét-hidny, valamint a

lebontési folyamatokhoz nélkiilozhetetlen tapanyagok, mint a nitrogén, foszfor,
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kalium, stb. megfeleld mennyiségének ¢és aranyanak fliggvénye. Noha az
olajszennyezddések mikrobiologiai lebontasardl nagy mennyiségli irodalmi adat all
rendelkezésiinkre, mégis aktudlis probléma a helyi szennyezések artalmatlanitasa. A
hatékony remedidlds érdekében a célvegyiiletekre illetve a szennyezett talajra
céliranyosan olyan mikroorganizmusokat célszerti kiszelektalni, amelyek az adott
kornyezetben a leghatékonyabbak.

In situ bioremediacids eljarasokban, a talajban jelenlévd, a koriilményekhez
adaptalodott mikroorganizmusok szénhidrogénbontd hatékonysaga novelhetd a talaj
jelentdsebb megbontdsa nélkiil, ha a bontashoz sziikséges optimalis feltételek
folyamatosan biztositottak. Ilyen feltételek a megfeleld nedvességtartalom, a
kiegyensulyozott tapanyagellatas, hdémérséklet, kémhatas és a megfeleld mennyiségii
oxigén a talaj belsejében. A mikrobdk szamdara nitrogénnel, foszforral,
magnéziummal és mikroelemekkel dusitott tapoldatot készitenek, mely eldsegiti azok
gyors szaporodasat a talajban.

A bioremediaciot, mikrobakkal végzett szennyezOanyag -eltavolitast néhany
évtizede alkalmazzdk. Az elsd sikeres gyakorlati megvalositast 1972-ben végezték,
amikor az USA-ban (Amber, Pennsylvania) egy olajvezeték sériilésébol a
kornyezetbe keriilt szennyezddést tavolitottak el sikeresen a mikrobiologiai és
mérndki ismeretek egyesitésével.

A kornyezetet szennyezd szerves anyagok legnagyobb része aerob koriilmények
kozott bonthatod hatékonyan, ezért a levegdztetés megoldasai alapvetd fontossaguak a
bioremediaci6 soran. A szénhidrogén szennyezddések nehezen kezelhetd része a talaj
mélyebb rétegeiben alakul ki. Ennek oka az, hogy a szénhidrogéneket eltavolito
mikroorganizmusok a szennyezddést oxidativ mikrobialis anyagcsere-folyamatok
eredményeként tudjék felhasznalni. A mikroorganizmusok szdmara a legfontosabb
kornyezeti feltétel az aktiv anyagcsere folytatdsdhoz az oxigén, pontosabban a
megfeleld elektron akceptor jelenléte. Minél mélyebbre keriil a szénhidrogén
szennyezOdés a talajban, annal kevésbé teljesiil a megfeleld oxigénellatottsag igénye,
tehat annal kevésbé aktiv mikroorganizmus populéci6 tud kialakulni. Ezen tilmenden
a szénhidrogének hidrofob természetli anyagok, a hidrofob fazisban pedig az oxigén

kiilonosen rosszul oldédik, ezért még a felszinhez kozeli régidkban is konnyen
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anaerobba valik a kornyezet az olajos szennyezddések helyén. Az oxigénellatast
vizben oldhatd vagy rosszul oldodd peroxi-vegyliletek, vizben oldott levegd, vagy
oxigén biztosithatja. Bejuttatdsa a viz recirkuldltatdsdval vagy a talajvizbe
injektalassal oldhaté meg. Oxigén helyett némely esetben elektronfogdként nitratokat,
szulfatokat vagy széndioxidot is alkalmaznak. A hidrogén-peroxid sikeres
alkalmazasat tobb bioremediacids kisérlet is bizonyitja. Egy texasi kutatdintézetben,
1982-ben olyan eljarast fejlesztettek ki, melyben a baktériumok szdmara az oxigént
hidrogén-peroxiddal biztositottak [R. A. Brown, R. D. Norris, 1994]. A baktériumok
képesek voltak tolerdlni e vegyszer jelenlétét 1000 mg/l koncentracidban is, és
megallapitottak, hogy 6tvenszer megndvelte az oxigénhez vald hozzaférést, mint azt a
levegbvel telitett viz esetében tapasztaltak. A sikeres alkalmazas mellett azonban e
vegyiiletnek vannak hatrdnyai is: a gyors dekompozici6, valamint a
mikroorganizmusok eltér6 tolerancidja a hidrogén-peroxiddal szemben. Az
oxigénbevitel egyik legegyszeriibb modja oxigénfejlesztd szilard vegyiilet, pl.
magnézium-peroxid kihelyezése a szennyezett teriiletre. El6nye a folyékony oxigén-
kibocsatokkal szemben, hogy az oxigén felszabaduldsa fokozatos, a tisztitandd kozeg
nem telitddik til oxigénnel, és a mikroorganizmusok szdmara tal erés oxidalo hatas is
kizarhato.

Tovéabbi lehetdség az adszorbealddott szennyezdanyagok oldhatova tétele pl.
feliiletaktiv anyagok, kelatképzok, tenzidek adagolasaval, melyek feladata, hogy az
adott szennyezOanyagok hozzaférhetdségét a mikrobak szamara eldsegitsék.

R. Margesin és munkatarsai a dizel olaj mikrobidlis bontasanak intenzifikalasara
natrium-dodecil-szulfatot (SDS) hasznaltak anionos feliiletaktiv anyagként kiilonb6z6
koncentracidban. Kis koncentracioban (50-100 mg SDS/I) jelentdsen hatékonyabb
volt az olajbontas, viszont 500-1000 mg SDS/I koncentracioban a feliiletaktiv anyag
mar gatolta a pszikrofil baktérium aktivitasat [R. Margesin, F. Schinner, 1999].

A nehézfémtartalom csokkentésére kelatképzd anyagokat hasznalnak, amelyek
stabil komplexeket képeznek a fémekkel, és tobbségiik nem toxikus a kdrnyezetre. Az
egyik legismertebb kelatképzo az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), amely fémek

tavollétében ionos forméaban van jelen.
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A bioldgiai lebontas optimalis homérséklete altalaban 20-24°C, a talaj optimalis
nedvességtartalma 20-80%, optimalis kémhatasa pedig pH= 6,0 - 8,0.
az olaj fizikai természetére ¢és kémiai Osszetételére, a mikroorganizmusok
szénhidrogén anyagcseréjének mértékére, valamint a mikrobidlis k&zosség
Osszetételére [Atlas, 1981]. Alacsony homérsékleten az olaj viszkozitasa megno, a
mérgez0 rovid szénlancu alkanok parolgasa lecsokken, vizoldékonysaguk pedig
megnd, ilymodon a biodegradaciot késleltetik. A bontads sebessége altalaban a
hémérséklet csokkenésével egyenesen aranyos, amit elsdsorban az enzimek
aktivitdsanak csokkenése okoz. A magasabb hdOmérsékletek a szénhidrogén
anyagcserét a maximumig toljak, altalaban 30-40°C, mely felett a szénhidrogének
membranra vald toxikus hatdsa megnovekszik. Ennek ellenére alkén-hasznosito
termofil baktériumok léteznek [Klug, Markovetz, 1967].

A legtobb vizi Okoszisztémaval ellentétben a talaj pH-ja nagyon eltérd lehet: a

beomlott banydkban mért pH=2,5-t6l az alkalikus sivatagokban megtalalhat
pH=11,0 értékig. A legtdbb heterotrof baktérium és gomba a semleges pH-t kedveli,
utébbiak jobban tlirik a savas koriilményeket. Sz¢&lsdséges pH értékek megfigyelhetdk
egyes talajokban, €és ezek varhatéan negativ hatdssal vannak a mikrobiélis kozosségek
szénhidrogén bonto képességére.
A bioremedidcios eljarasok legnagyobb eldnye, hogy a szerves szennyezdanyagok
veszélytelen anyagokkd bomlanak, mig mas fizikai-kémiai talajtisztitasi eljaras soran
a talajszennyezOk csupan mas kozegbe (levegdbe, extrahaldoszerbe, abszorbensbe)
helyez6dnek at [Anton 1999]. A konkrét kisérletek megkezdése el6tt azonban fel kell
térképezniink, hogy az adott olajszennyezddés milyen formaban van jelen: folyékony,
kotott, gaz vagy oldott fazisként.

A bioremedidcid viszont rossz hatékonysagu, ha tobbféle szerves szennyezdanyag
fordul elé egyiitt a talajban, vagy ha azok nehézfémekkel, cianidokkal
kombinalodnak, illetve ha a szennyezdk nehezen hozzaférhetdek a mikrobak szdmara.
A hozzaférhetdséget fizikai-kémiai eljarasokkal lehet ndvelni, ezért a bioremediaciot

célszerli ezekkel a modszerekkel kombindlni. Végiil, de nem utols6 sorban, a
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bioremediécios talajtisztitas becslések szerint legaldbb 30%-kal olcsobb, mint a

kitermelt talaj hokezelése vagy extrahalasa [Anton 1999].

lll.4. A bioremediacids eljarasokban sikeresen alkalmazott
mikroorganizmusokrol

A jelenlegi bizonyitékok arra utalnak, hogy a vizi és a szarazfoldi kornyezetekben a
mikroorganizmusok a  fOszereplok a  kornyezetre  artalmas  molekulak
et al., 1982]. A szénhidrogénbontd baktériumok €s gombak széles kdrben népesitik be
a tengeri, vizi és szarazfoldi éldhelyeket. Tudomanyos korokben altaldnosan
elfogadott tény, hogy a mikroorganizmusok egyetlen képviseldje sem képes teljes
mértékben lebontani a kdolajat [Colwell and Walker, 1977]. Mind a nyersolaj, mind a
finomitott olaj lebontasdban mikroorganizmusok konzorciumai jatszanak szerepe,
ugyanis a kevert mikrobialis kozdsségekben sokkal hatékonyabb biodegradativ
potencial rejlik, mert a szennyezett teriileteken el6forduld szerves vegyiiletek
komplex keverékének lebontasahoz egynél tobb szervezet genetikai informacidja
sziikséges. Az olajbontasért felelés legismertebb baktériumok foképp a Nocardia,
Pseudomonas,  Acinetobacter, Flavobacterium, Rhodococcus, Bacillus
nemzetségekbe tartoznak [Atlas, 1981; Bossert and Bartha, 1984; Atlas and Bartha,
1992; Sarkhoh et al., 1990].

A 1IL.1. tablazat Gsszefoglalja azon nemzetségek egy részét, amelyekhez olyan
torzsek tartoznak, amelyekbdl alkdn lebontasdban szerepld géneket klonoztak, illetve
amelyek gyakran eléfordulnak az alkdnok lebontasaval kapcsolatos tanulmanyokban.
A (+) jellel ellatott nemzetségek képviseldinél az alkdn lebontas genetikai hattér-

informacioi hozzaférhetéek [van Beilen et al., 2003].
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Microorganisms that aerobically degrade aliphatic hydrocarbons

Bacteria Yeasts Fungi Algae
Achromobacter Candida (+) Aspergillus Prototheca
Acinetobacter (+) | Cryptococcus Cladosporium
Alcanivorax (+) Debaryomyces (+)| Corollasporium
Alcaligenes Hansenula Cunninghamella
Bacillus Pichia Dendryphiella
Brevibacterium Rhodotorula Fusarium
Burkholderia (+) | Saccharomyces Gliocladium

Corynebacterium | Sporobolomyces | Lulworthia

Flavobacterium Torulopsis Penicillium
Mycobacterium (+)| Trichosporon Varicospora
Nocardia Yarrowia (+) Verticillium

Pseudomonas (+)
Rhodococcus (+)
Sphingomonas

Streptomyces

ITI.1. tablazat

A mikroorganizmusok a kiilonb6z6 olajfrakciokban a kozepes hosszusagi n-
alkdnokat (Ci10-C20) részesitik szubsztratként elényben, ¢és ezek tlinnek a
legkdnnyebben bonthatdknak [Singer and Finnerty, 1984], mig a rovidebb szénlanct
vegyiiletek sokkal toxikusabbak [Klug and Markovetz, 1971]. A hosszabb szénlanct
alkanok  (C20-Cs0) hidrofébok, szegényes vizoldékonysaguk ¢és Dbiologiai
hasznosithatosaguk kovetkeztében nehezen bonthatéak [Bartha, 1986]; az eldgazé
lanct alkanok is sokkal lassabban bontddnak, mint a megfelelé n-alkanok [Singer and

Finnerty, 1984].

l1.4.1. Alifas szénhidrogének aerob lebontasa

Az alifas szénhidrogének aerob kornyezetben torténd lebontasdnak kezdeti
Iépéséhez molekularis oxigénre van sziikség. A szubsztrat természetétdl és a
mikroorganizmus enzimkészletétdl fiigg, hogy milyen enzimreakcié megy végbe. Az

n-alkanok a koéolaj legfébb alkotdi. A hossz(i szénlancu n-alkanok (Ci0-C24) a
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leggyorsabban a 3. abran lathaté mechanizmusokkal bontodnak le. A révid szénlanct
alkanok (<Cg) szamos mikroorganizmus szamara mérgez0 hatasuak, de a kodolajjal
szennyezett teriiletekrdl gyorsan el is illannak. Az alkanok oxidacidja terminalis és
diterminalis oxidéaciora csoportosithatd. A monotermindlis oxidacié képezi a legfobb
utvonalat, mely soran megfeleld alkohol, aldehid ¢és zsirsav képzddik. A zsirsavak [3-
oxidacioja acetil-CoA-t eredményez. A fiziologiai hosszisagu zsirsavak kozvetleniil
be is épiilhetnek a membranlipidekbe, de a legtobb lebontasi termék a trikarbonsav-
ciklusba keriil. A szubterminalis oxidacié rovidebb (C3-Ce) €s hosszabb szénlancu
alkanok esetén fordul eld, szekunder alkohol, majd keton képzddésével. A telitetlen
1-alkének a lanc telitett végén oxidalodnak. Egy kisebb ttvonal epoxidon keresztiil
megy végbe, amely zsirsavva alakul. Az elagazas Aaltalanossagban csokkenti a
biodegradacios ratat. A cikloalkanok a kdolaj kisebb hanyadat képezik, és altalaban
ellendllnak a mikrobialis tdmadasoknak. Néhany faj azonban képes ciklohexant
hasznositani egyediili szénforrasként, de gyakoribb a kevert kultirdkkal torténd
kometabolizmusa. A ciklohexdn lebontdsi mechanizmusa a 4. &bran lathato.
Altalanossagban megallapithato, hogy a cikloalkanok alkil- oldallancai megkonnyitik
azok lebontésat.

Az alifas szénhidrogének a lanchosszisdg novekedésével kevésbé lesznek
vizoldékonyak (Ci2-t6l hosszabb lancuak gyakorlatilag vizben oldhatatlanok). Az
ilyen lipofil jellegli szubsztratok felvételére két mechanizmus létezik: a mikrobialis
sejtek olajcseppekhez valo kotddése és biologiai feliiletaktiv anyagok termelése. A
sejteknek a kotddési mechanizmusa még mindig tisztazatlan, a bioldgiai feliiletaktiv
anyagok viszont igen jol tanulmanyozott teriiletet képviselnek. Ezek a hidrofil és
lipofil részbdl all6 molekuldk emulzifikdlo dgensként hatnak, csokkentve a feliileti
fesziiltséget ¢és micelldkat képezve. A mikrocseppek a hidroféb mikrobialis
sejtfeliiletbe dgyazddhatnak. A szénhidrogénbont6 baktériumok egy fontos csoportja,
a Gram-pozitiv, aecrob Rhodococcusok altalaban magas és valtozatos metabolikus
aktivitasuk mellett képesek ilyen feliiletaktiv anyagok termelésére, ilymodon

megkonnyitve a szénhidrogénhez vald hozzaférést, és annak bontasat [Rehm et al.,
2000].
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11.4.1.1. Alkanok oxidacidja oxigenazokkal

Aerob koriilmények kozott egyszerli n-alkanokat, alkéneket és cikloalkdnokat bontd
mikroorganizmusokat mar évtizedek 6ta viszonylag konnyen lehet talajbol és vizbdl
izolalni. Ezeknek a vegyiileteknek a bontdsat altaldban monooxigendz enzimek
katalizaljak, melyek az adott alkant a megfeleld alkoholra, az alként pedig epoxidra
bontjak. Az els6 1épés egy kritikus bioaktivacios reakcionak tekinthet, mely a
kémiailag inert alkant hidroxilalt termékké alakitja, mely sokkal fogékonyabb a
tovabbi biokémiai atalakitasokra. A reakciokorlat energetikailag oly modon hidalodik
at, hogy egy er6s reduktins, altaldban NADH, molekularis oxigén segitségével
oxidalodik. E 1épés ad magyarazatot arra, hogy az alkanok altaldban miért olyan
ellenalléak az anaerob anyagcserére. A monooxigenazzal egyesiilé oxigénatom a
molekularis oxigénbdl szarmazik, melybdl a masik oxigénatom vizzé redukalodik
NADH (mint elektrondonor) segitségével [Rehm et al., 2000].

A monooxigendzokat legrészletesebben metanfald baktériumokban (III.1. abra), és
n-alkanokat hasznosito Pseudomonas oleovoransban (II1.2. abra) jellemezték [Lange
¢és Que, 1998]. Ezek az egymastdl fiiggetlen fehérjék tobb polipeptidlancbol allnak:
egy tartalmazza az aktiv centrumot két Fe-atommal, és a szubsztat hidroxilalasdban
vesz részt, ¢és legaldbb kett6 a NADH-r61 a monooxigenazra torténd

elektrontranszferben jatszik szerepet.

* NAD' . . . o
NADH + H PQQ  PQQH, NAD' NADH+H NAD®  NADH +H
+0, + H‘,O 2
bl b b \ o
CH, —> CH,OH — HCHO Sy HCOOH >4 CO,
methane methanol | formaldehyde formate
monooxygenase dehydrogenase | dehydrogenase dehydrogenase
v
a biomass
NADH + H'

j 38 kDa reductase

NaD* ¥
=
H —xg & O—H ? H CH, CHOH "*
I \ . I A l
C A N— ! / o O Y, 0
A /7’_’ o P — SN/ iy £\
Fe®! Fef | £ O Fel  FeV Fe!  Fef
. o Fel Fel
2

monooxygenase
b di-Fe cluster

IIL.1. abra
A metan oxidaci6 utvonala (a) metanotrof baktériumokban és (b) a szolubilis metan
monooxigenaz katalitikus mechanizmusa
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NAD" NADH

_/  rubredoxin
reductase

Rubrreq  Rubrox NAD® NADH ATP+ AMP+
Xox Xred +H,0 +H' HSCoA  PPj
N\
R—CH, e 0 R—CHOH M 4 p—cHo N4 R-COOH M4 R GCoA
alkane alcohol aldehyde acyl-CoA
a hydroxylase dehydrogenase dehydrogenase synthetase l
B-oxidation
OOH :
R—CH; ¥—v R_(I;H2 R—CHO ———> further metabolism
alkane
b dioxygenase
NADH: NAD* NAD(P)H  NA(P)D'
02+H +H20 OH XOX X(ed le) +02+H' +H20 o)
1 A 1l 1l
R—CH,—CH; &A R—CH—CH; _L_‘/_); R—C—CH;, S_-i; R—O—C—CH,
alkane alcohol Baeyer-Villiger
c hydroxylase dehydrogenase monooxygenase esterase

o)
il
R—OH HO—C—CH;

II1.2 abra
a-C.: n-alkanok oxidacios utvonalai. (a) hidroxilaci6 és alkanol konverzio
Pseudomonas oleovorams-ban. (b) feltételezett dioxigenalas hexadekant oxidald
Acineto bacter-ben. (c) szubterminalis oxidacio és lanchasitas Baeyer-Villiger
oxidacidval.

Az egyediili alkdn monooxigenazok, melyeknek X-sugaras szerkezete ismert, a M.
trichosporium és a M. capsulatus Bath-ban megtalalhatd szolubilis metan
monooxigenazok (sSMMO), melyek egymashoz nagymértékben hasonlitanak. Mindkét
szervezetnek SMMO-t kodold génjeit klonoztak és megszekvenaltak. Ezeknek az
enzimeknek a hidroxilaz komponense hat elegységbdl all (a2p2y2; 60, 45 és 20 kDa-
os polipeptidekkel). A méasodik komponens egy 38 kDa sulyt NADH-fiiggd reduktaz,
mely egy [FeSz]-klusztert és FAD-ot tartalmaz, és a NADH-r6l a hidroxilazra vald
elektrontranszferben vesz részt. A harmadik komponens egy 15 kDa-os fehérje,
melynek szabalyoz6 szerepe van. Az aktiv centrum a hidroxildz o alegységén
talalhato, és egy nem-hem Fe-Fe kockat tartalmaz, melyben a vasatomok [Fe(II)]

glutaminsav-, aszparaginsav- és hisztidin oldallancokhoz kétédnek. Az enzimreakcid
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az enzim NADH-val torténé redukalasaval indul, azutan az oxigén kotédik, majd
lehasad, és a keletkez0 igen reaktiv Fe-kotott oxo-vegylilet a szubsztratrol egy
hidrogénatomot elvon. A termék az oxigénnek egy metilgyokkel vald
rekombinacigjat kovetden jon létre (IIL.1. dbra). Egy ettdl eltérd, szintén alaposan
tanulmanyozott hidroxilaz a Pseudomonas oleovorans alkan hidroxilaza (II1.2./a.
abra), amely szintén rendelkezik nem-hem tipusu Fe kockaval. Ugyanilyet talaltak
hexadekant hasznositd Acinetobacter torzsben, és feltételezik, hogy ezek az enzimek
a hidroxilazok egy masik csoportjat alkotjak, melyekhez sorolhat6 a Pseudomonas
putida xilol monooxigenaza is [Lange és Que, 1998].

A monooxigenazok egy madsik tipusa a citokrom P450, melyet egy kamfort
hasznositdé Pseudomonas putida torzsbol izolaltak [Trudgill,1984]. Az enzim X-
sugaras szerkezete ismert, és eukariota szervezetek citokrom P450 izoenzimeinek
szerkezeti modellezésére hasznéljadk, melyek fontos szerepet tdltenek be a
xenobiotikumok ¢€s endogén vegyliletek metabolizmusadban. Maeng ¢és munkatérsai
(1996) feltételezték, hogy a dioxigenazok is szerepet jatszhatnak az alkanok
biodegradacidjaban. Egy Acinetobacter torzset jellemeztek, mely képes volt n-
alkdnokon (Ci13-Cas-ig) ndni és megallapitottadk, hogy a mikroorganizmus n-alkan-
oxidalo enzimet termel, melynek aktivitdsdhoz nincs sziikség redukald kofaktorokra,
prosztetikus csoportként pedig FAD-ot és rezet tartalmaz. A feltételezett dioxigenalas
a hexadekant oxidalo Acinetobacterben a III.2/b. abran lathatdé. A legtobb alkan
monooxigenaz az alkdnok lebontdsat terminalis timadassal inditja, de szubterminalis
tdmadésra is van példa (II1.3. abra). Példaul az alkdnok szekunder alkoholokkd, majd
ketonokka oxidalhatok. Ezt észterképzodés kovetheti, a Baeyer-Villiger tipusu
reakcionak megfelelden, mely utdn észteraz hasitassal alkoholt és karbonsavat
kapunk. Az utvonal utols6 szakaszat (II1.2. abra) Pseudomonas és Nocardia torzsek
tridekanon bontasanal bizonyitottak [Britton, 1984].
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I11.3. abra
Alkan lebontasi utvonalak terminalis, szub — és biterminalis oxidacioval. A terminalis
oxidacio zsirsavak képzddéséhez vezet, mely a § - oxidacios Gtvonalba csatlakozik.
Masrészt o — hidroxilacid zsirsav — monooxigenazzal vagy alkan hidroxilazzal is
l1étrejohet, mely soran dikarbonsavak keletkezhetnek. A szubterminalis oxidacidval
szekunder alkoholok keletkeznek, melyek oxidalasabol ketonok jonnek 1étre. A
Baeyer-Villiger monooxigendz a ketonokat észterekké alakitja, amelyeket azutan
¢észteraz hasit el.

11l.4.1.2. Cikloalkanok gyiiriihasitasa

A leggyakrabban alkalmazott cikloalkdanok a ciklohex4dn és a ciklopentan. A
cikloalkanok bakterialis lebontdsa hidroxi szarmazékok atalakitasaval indul, melyet
citokrom P450 enzim vagy nem-hem tipusi monooxigenaz katalizl. A ciklikus
alkanolok ezutan cikloketonokka oxidalédnak, majd Baeyer-Villiger tipust
monooxigenaz reakcido soran (pl. Acinetobacter calcoaceticus, Rhodococcus vagy
Xanthobacter torzsek ciklohexanon monooxigenaza) gyiriihasadas jon létre (II1.4.
abra).
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I11.4. abra
A ciklohexén hidroxilacidjat monooxigenaz katalizalja. A ciklohexanol oxidacidja
Baeyer-Villiger monooxigenazzal észterképzddéshez vezet, mekyet tovabb észterdz
hasit.

Rouviere P. E. and Chen M. W. (2003) B-protebaktériumokhoz tartozo torzset
izolaltak (Brachymonas petroleovorans CHX), amely képes a ciklohexant
novekedéséhez szénforrasként felhasznalni (II1.5. dbra). Az aldbbi bontasi utvonalon
lathat6 a fenti baktériummal t6rténd ciklohexdn bontés, kézponti intermedierjei a mar
emlitett ciklohexanol, ciklohexanon, gytlirtthasadast kovetden 6-hidroxihexanoat,

majd adipinsav keletkezik, amely B-oxidacios folyamat soran szén-dioxidda bomlik.
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II1.5. abra

Ciklohexan Brachymonas petroleovorans CHX altali aerob lebontdsanak grafikus
abrazolasa
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11.4.1.3. Katabolikus utvonalak példai

111.4.1.3.1. Pseudomonas oleovorans alkan hasznositasa

Legrészletesebb kutatasokat az alkanok bontasaval kapcsolatosan a Pseudomonas
oleovorans Gpol-el végeztek. Az alkan oxidacio egy plazmidon kodolt alkan
hidroxilazzal (AlkB) torténik, mely egy membrankotott nem-hem tipusu 46 kDa-0s
monooxigenaz, aktiv centrumaban vasat tartalmaz. Az alkan alkoholld torténd
atalakitasat kovetden és tovabb oxidalva karbonsavva, CoA-val egyesiil, amit -
oxidacié kovet. A kofaktor-fiiggetlen flavintartalmu alkohol-dehidrogenaz (AlkJ, 58
kDa), a nem esszencialis NADP-fliggd aldehid-dehidrogenaz (AlkH, 49 kDa) ¢és az
ATP-fiiggd acil-CoA-szintaz ( AIkK, 59 kDa) génjei is plazmidon kodoltak, igy az
alkan oxidécio teljes utvonala a -oxidécios intermedierig plazmidon van kodolva,
noha kromoszoman lokalizalt komplementer gének létezését is feltételezik. Az alkan
oxidacios rendszer a NADH-t6l szarmazo elektronokat rubredoxinon (AlkG, 18 kDa)
¢s rubredoxin-reduktazon (AIkT, 48 kDa) keresztiil nyeri, mely egy masik operonon
helyezkedik el regulator génnel egyiitt. Létezik egy masik érdekes ORF is az alk
rendszerben (az AlkL), mely egy kiils0 membranproteint kodolhat, de az alkan

oxidacioban betoltott szerepe egyeldre ismeretlen.

111.4.1.3.2. Rhodococcus izoprénbontasa

A mikroorganizmusok az izoprént még nyomokban 1év6 koncentracioban is képesek
felvenni, és a talaymikroorganizmusok az atmoszférikus izoprénnek jelentds biologiai
kutfoit képezik. Az izoprén anyagcserét Rhodococcus sp. AD45-ben, melyet Van
Hylckama Vlieg és munkatarsai izolaltak (1998), monooxigenaz katalizélja, és az elsd
1épésben 1,2-epoxi-2-metil-3-butén keletkezik (II1.6. abra). Ezt kdvetden glutation-S-
transzferaz hatdsara glutation kapcsolddik az elébbi intermedierhez, az epoxid gytirti
felnyilik, €s 1-hidroxi-2-glutationil-2-metil 3-butén jon létre. Ez a vegyiilet a
tovabbiakban NAD'-fliggd dehidrogenazzal két egymast kovetd oxidacios 1épés utan
2-glutationil-2-metil-3-buténsavva alakul, a NAD" pedig NADH-va redukalddik.
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I11.6. abra
Az izoprén bakterialis metabolizmusa

ll.4.2. Az alifas szénhidrogének anaerob lebontasa:
A telitett alifds szénhidrogének oxigén hidnydban is bonthatoak, de a folyamat

lassu. Az els6 bizonyitékot ilyen reakcid létezésére szulfatredukald baktérium
kultaraknal talaltak [Aeckersberg, 1991].
A kultira hexadekanon valdé ndovekedése rendkiviil lassu volt, megkétszerezddési
ideje optimalis koriilmények kozott tobb mint egy hetet vett igénybe. Késdbb szamos
alkan oxidal6 anaerob mikroorganizmust izolaltak [Aeckersberg, 1998; Rueter,1994],
amelyek vagy hossz- (C12-C) vagy kozepes szénlancu ( Cs-Ci6) alkanokra
specializalodtak (II1.7. 4&bra), elektronakceptorként pedig szulfatot vagy nitratot
hasznaltak. Rovid szénldnct alkdnok (<Cs) anaerob bontdsit eddig nem figyelték
meg.

Az alkan aktivaci6 biokémidja oxigén hidnyaban még mindig nem vilagos.
Val6szintisitik, hogy tobb utja is 1étezik. Mindenesetre a szénhidrogének anaerob
lebontdsa nagyon lassu folyamat, és bizonyara nehezen alkalmazhatod pl. kdolajjal

szennyezett teriiletek biologiai tisztitasara.
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A n-hexan anaerob lebontdsa fumarat hozaadéasaval kezdddik, amely hasonld az
anaerob toluén lebontasi utvonaldhoz. A lebontast végzd baktérium mellett, a tovabbi
1épésekben egyéb mas mikroorganizmusok is részt vehetnek.

Terepkisérletekben, mikrobialis konzorciumokkal dusitott kultarakban, valamint
mikrokozmoszokban végzett kisérletek bizonyitottak, hogy pl. hat szénatomnal
hosszabb lancu n-alkanok, elagaz6 alkanok, szénhidrogénkeverékek is bonthatok
anaerob korilmények kozott, éppugy mint mdas szénhidrogének (toluén, benzén,
fenantrén stb.). Ezek a reakciok Fe(Ill)-redukalo, denitrifikald és szulfatredukald
koriilmények mellett jatszodhatnak le, anaerob fotoszintetikus baktériumok
kozremitkddésével, vagy protonredukald és metanogén baktériumok Osszehangolt
tarsulasaival [Van Hamme et al., 2003].

Az alkdn aktivacio biokémidja oxigén hianyaban még mindig nem vildgos.
Val6szintisitik, hogy tobb utja is létezik. Mindenesetre a szénhidrogének anaerob
lebontasa nagyon lassu folyamat, és bizonyara nehezen alkalmazhato pl. kodolajjal

szennyezett teriiletek biologiai tisztitasara.

1ll.5. A szénhidrogének biodegradacidjat befolyasolo6 bioldgiai
tényez6k

A mikroorganizmusok eldzetes vizsgalata antropogén vagy természetes forrasokbol
szarmazé szénhidrogéneket tartalmazo kozegben nagyon fontos szempontja annak,
hogy megallapithassuk, hogy az ezt kovetéen hozzaadott szénhidrogén milyen
gyorsan bomlik le. Ez a jelenség az adaptacio, mely a kdzdsség szénhidrogén-oxidald
képességének megndvekedésébdl ered. A harom egymadssal Osszefliggd
mechanizmus, mely sordn adaptacid 1éphet fel:

e specidlis enzimek indukcidja/depresszidja

e olyan genetikai valtozadsok, melyek 1j metabolikus képességeket
eredményeznek, és

e az ¢érdekelt vegyliletek transzformaldsara képes szervezetek szelektiv

dusitasa [Leahy és Colwell, 1990]
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Szamos tanulményban megallapitottak, hogy a szénhidrogén-hasznositd
mikroorganizmusok mennyisége altalaban az  Okoszisztémaban eléfordulod
szennyezddés mértékét tiikrozi. A mikrobidlis kozosségek szénhidrogénekhez vald
szubsztratok hatékonyabb bontéasat figyelték meg olajszennyezett 6bolbol szarmazd
iiledéki baktériumokkal, mint egy viszonylag szennyezetlen kornyezetbdl szarmazo
baktériumok esetén. [Y*CJhexadekan felvétele és mineralizcidja szintén nagyobb
mértékli volt,szennyezett teriiletrdl szarmazdé planktonikus baktériumok esetén.
Hasonloképp Caparello és La Rock (1975) egy kisérlet soran, melyben
[**C]hexadekén és n-alkan keverékek bakteridlis lebontasat vizsgaltak szamos felszini
viz- és homokmintdban, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a magasabb
szénhidrogén-tartalmt teriileteknek magasabb szénhidrogén-oxidalo aktivitassal
rendelkeznek.
amplifikacio a szelektiv dusitas eszkozeivel, valamint a kémiai szennyezddés
metabolizmusiban résztvevd gének transzfere és mutdcioja. A folyamat kozvetlen
nyomon kovetése a szénhidrogénekhez vald adapticiot illetden a DNS probak
kifejlesztésével valt lehet6vé, melyek specifikusak a szénhidrogén-katabolikus
utvonalakat kddold génekre. A dot blot hibridizaci6 példaul, melyben a DNS-t a
kornyezeti mintakbol kiextrahaljak, majd probanak vetik ald, a kornyezetben
eléforduld specifikus DNS szekvencidk detektalasara alkalmas a mikroorganizmus
kiizolalasa és tenyésztése nélkiil, amelynek nagy jelentdsége van, ha figyelembe
vessziik azt a tényt, hogy laboratoriumi koriilmények kozott a kornyezeti mintakbol
szaporihatd baktériumok szama igen alacsony (1-5%). Az ilyen modszereknek az
alkalmazéséaval a szénhidrogén anyagcserében résztvevd gének nukleinsav-probaival
egyiitt lehetdvé valik ezeknek a géneknek a gyakorisdganak a nyomon kovetése adott
mikrobidlis kozosségben.

A molekularis genetika rohamos elterjedése, egy sereg PCR-alapti megkozelités
tette lehetdvé specifikus mikroorganizmusok (csoportok) és specifikus gének
tanulmanyozésat, valamint k6zosség profilok atfogd értékelését. Ez utdbbira szolgald

modszerek kozé sorolhatd a denaturalo- és homérséklet gradiens gélelektroforézis, a
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riboszomalis intergénikus spacer analizis, amplifikalt riboszomalis DNS restrikcios
analizis stb. [Kent és Triplett, 2002]. Nemrég a DNS-mikrochipek terén tortént
fejlesztések felkeltették a kornyezeti mikrobiologusok figyelmét, amely modszerrel

gének ezrei vizsgalhatok egyidejlleg.

Néhany tanulméanyt emlitve a teljesség igénye nélkiil, fontos kiemelni, hogy ezek
zOme tenyésztéstol fiiggetlen modszerekkel jellemzett mikrobidlis kozdsségeket, mas
mikrobidlis aktivitast méré megkozelitést is alkalmazott, beleértve a tenyésztés-tiiggd
modszereket is. Ez az alapkOvetelménye annak, hogy a tenyésztéstdl fliggetlen
modszerek eredményei értékelhetdek legyenek, valamint 1) megkozelitések
kifejlesztése és kiértékelése lehetévé valjon. Ovreas (2000) denaturaldé gradiens
gélelektroforézist (DGGE), szekvendldst és DNS-reasszociacios térképezést
alkalmazott metdn ¢és metanol oxidaciés mérésekkel kombindlva mezdgazdasagi
talajok metan-perturbéacioja alatti diverzitds csokkenés, és a velejard6 metanotrofok
szamanak novekedésének szemléltetésére. MacNaughton ¢s munkatérsai (1999) 16S
rRNS PCR-DGGE-t és foszfolipid zsirsav analizissel azonositott szennyezddést
mentesitd populacidkat, mialatt olajszennyezésre bioremediacids technikédkat értékelt
ki. Colores és munkatarsai (2000) feliiletaktiv anyagok hatasat vizsgalta Cis és
fenantrén lebontdsat végz0 kevert kultirdkra laboratoriumi mikrokozmoszban
respirometrias, 16S rRNS, DGGE ¢és tenyésztés-fiiggd technikdkkal. Azt talaltak,
hogy akritikus micellaképzés szintjéhez kozeli talajban levé feliiletaktiv anyag
szintek gatoltdk a mineralizaciot, a kozosséget pedig Rhodococcus és Nocardia
populaciobol Pseudomonas és Alcaligenes fajokba tolta el, amelyek képesek voltak
mind a feliiletaktiv anyagokat, mind a szénhidrogéneket bontani.

A kozosségi vizsgalati mdodszerek, mint amilyen a 16S rRNS DGGE alkalmazasa
nem mindig elegendd kozosségek valtozdsainak vizsgélataira. Tobb informaciot
kaphatunk, amikor specifikus izolatumokra, genotipusokra vagy metabolikus
aktivitasokra haszndlnak probakat, és az ilyen jellegli megkdzelitéseket mind aerob,
mind anaerob rendszerekbe alkalmazzak.

Amennyiben ismert a biokémia €s a genetikai diverzitas, a megfelel génprobakkal

a bakterialis lebontasi potencial nagyobb eséllyel értékelhetd ki pontosan. Az alkan
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anyagcsere jellemzésében tortént eldrelépések tobb szervezetben lehetdvé tette
szamos primer megtervezését gének detektalasara, mint amilyen pl. a Pseudomonas
putida GPol alkB génje. Ez a teriilet nagymértékben haladhat eldre, ha kérnyezetileg
fontos mikroorganizmusok genomprojektjeit kezdeményezik, beleértve a gombakat
is, ha a szénhidrogén anyagcsere utvonalak diverzitasat részletesebben jellemzik, €s
ha a génexpresszio nagyléptékli monitorozasara megfeleld eszkozoket fejlesztenek ki.

A fenti tanulmanyokbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy az alifas
szénhidrogének a szénhidrogének kornyezetvédelmileg fontos csoportjat képezik,
biodegradacidjuk aerob és anaerob koriilmények kozott lehetséges a megfeleld
feltételek megteremtésével, €és 1j genetikai, molekularis bioldgiai moddszerek
kifejlesztésével lehetové valik katabolikus gének azonositdsa, jellemzése, mely
informaci6 megléte mellett kivalogathatok az egyes szennyezddések bontdsara

legalkalmasabb mikroorganizmusok.

I.6. Mikrobialis kénmentesités

Az utdbbi években rengeteg pénzt koltottek a fosszilis enegiahordozok
minéségének javitasara. Naponta 10 millié m® olajat pumpalnak ki a F6ldbdl, ennek
90%-4at energia nyerés céljara elégetik. A nyersolaj azonban nagy mennyiségben
tartalmaz kén tartalmt vegyiileteket (III.8. abra), melyekbdl az elégetés soran
kénoxidok szabadulnak fel, melyek alapvetden feleldsek a savas esdk kialakulasaért.
Ennek kovetkeztében a legtobb orszagban szigoritottdk az {lizemanyagok kén
lehet [Monticello 2000]. A nyersolaj feldolgozasa soran keletkez diesel olaj
frakcioban a kéntartalom 4altalaban 5000 ppm, ez a frakcié tartalmazza a legtobb
kenet, mely heterociklusos vegyiiletekben, szerves kotésben talalhatdé meg
(dibenzotiofének). Jelenleg a hidrodeszulfurizaciés technologiat hasznaljak
kénmentesitésre, ez egy katalitikus folyamat, mely soran a szerves kotésben 1évo kén
hidrogénszulfid gaz formajaban tavozik [Gray 2003, McFarland 1999]. A nyersolaj
frakciot hidrogénnel reagéltatjdk nyomas alatt magas homérsékleten (290-455°C). Ez

az nagyon koltséges, rdadasul nagyon lecsokkentették a megengedett kén
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koncentraciot (500 ppm), ezért alternativ megoldasokat keresnek a kénmentesitésre

[Monticello 2000].
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Amikor felfedezték, hogy a Rhodococcus fajok tobbsége képes deszulfurizaciora,
melynek sordn C-S kotéseket hasitjdk enzimatikusan a C-C kotések megbontdsa
nélkiil, eldtérbe keriilt a kénmentesités biologiai Gton torténd megvalositasa, sok
laboratérium kezdte intenziven vizsgalni a konverzid koriilményeit, és nagyon sok
pénzt koltottek el egy hatékony biotechnoldgia kidolgozéasara. Sajnos jelenleg még
nem sikeriilt kifejleszteni olyan eljarast, mely stabil €és gyors, &m szamos kutatasi
eredmény optimizmusra adhat okot.

Anaerob kén-specifikus biodeszulfurizacioval a szulfat-redukalé baktériumoknal
taldlkozunk, ennek soran hidrogénszulfid keletkezik. Az oxigén kizarasaval
elkeriilhetd a szénhidrogének nemspecifikus oxidacioja, ami savas illetve gumiszer

termékhez vezetne. Sajnos ez a folyamat csoppet sem hatékony, igy kicsi az esélye az
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lizemi szintli anaerob deszulfurizacios eljarads hatékony miikodésének [McFarland
1999].

A legismertebb aerob biodeszulfurizald fajok a Rhodococcus-ok, de leirtak
Nocardia, Pseudomonas, Agrobacterium, Mycobacterium, Sphingomonas torzsekben
s6t egy termofil Paenibacillus fajban is e folyamatot [McFarland 1999].

A folyamatot Rhodococcus erythropolis IGTS8 torzsben vizsgaltak
legalaposabban [Kilbane 1992]. Nagyon specifikus metabolikus ut, mely sordn a
heterociklusos vegyliletekbdl felszabaditott kenet a sejtek kénforrdként hasznositjak,
¢s mindemellett a szénvdz oxidacidja nem kovetkezik be (azaz a molekula intakt
marad, csak kenet nem tartalmaz tovabb). A deszulfurizacié energiaigényes folyamat,
mivel 4 mol NADH sziikséges 1 mol DBT kénmentesitéséhez. A reakcidhoz négy
enzimre van sziiksége a sejteknek [Duarte 2001]: DBT monooxigenaz, mely a
konverzids utvonal elsé két 1épését katalizalja. A 3. 1épést katalizalo DBT-szulfon
monooxigenaz flavin fliggd enzim. Mindkét oxigendznak sziiksége van a harmadik
enzimre, a flavin reduktdzra. A negyedik enzim a HPBS (hidroxifenil-
benzolszulfonat) deszulfinaz. A folyamat végén hidroxibifenil és szulfonatot kapunk
(ITL.9. abra). A monooxigenazok citoplazmatikus enzimek (nem membrankotottek!),
ami azért érdekes, mert katalitikus hatasuk kifejtéséhez a szubsztratnak be kell jutnia
a sejtbe az olajfrakciobol. Eddig azonban aktiv transzportot, illetve az azt segitd
fehérjéket nem sikeriilt kimutatni. Azt sem tudjdk még, hogy a keletkez6 HBP hogy
jut ki a sejtekbdl vissza az olaj frakcidba.

A Rhodococcus-ok hidrofob természete (mikolat tartalmu sejtfal!) lehetové teszi a
sejtek szamara, hogy kozvetleniil az olaj-viz hatarfeliileten kapcsoldodjon az
olajcseppekhez. A vizes fazisban szinte egyaltalin nem taldlunk baktériumot,
ellenben a Pseudomonas fajok, noha feliiletaktiv anyagokat termelnek, mégis a vizes
fazisban talaljuk meg Oket, és csak azt a szubsztratot képes hasznositani, mely ott
megjelenik [Monticello 2000]. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a Rhodococcus-ok
az ’olajbdl isznak’, mig a Pseudomonas fajok a ’vizbdl isznak’.

A vad tipusit Rhodococcus-ok lassu biokatalizatorok, stabilitasuk sem mindig
kielégitd, és valogatésak a kén-tartalmi komponensekben. Ezért rekombinans

mikroorganizmusokkal probaljak a kénmentesitést gyorsabbd, hatékonyabba tenni.
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Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy ilizemi szinti kénmentesitést (III.10. abra)

Rhodococcus-okkal nem konnyl kivitelezni, mivel a kialakult emulziot szét kell

véalasztani a kénmentes szénhidrogén kinyeréséhez, és a sejtek szeparaciojdhoz

[Monticello 2000].
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A dibenzotiofén kén és nem kén specifikus mikrobidlis bontasa
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II1.10. abra
Biodeszulfurizaciods eljaras sematikus abrazolasa

A Dbiodeszulfurizacios eljardsok fejlesztése soran megéllapitottdk, hogy
legalabb 3 levegbataramoltatdsos reaktorra van sziikség az alacsony kéntartalom
eléréséhez. Mivel a felszabadulo szervetlen kotésben 1évd kén komponensek gatoljak
az enzimek aktivitasat viszonylag nagyobb atfolyasi sebességgel kell dolgozniuk,
hogy kimossak a keletkezé kénvegyiileteket. Javitani kell az enzimkinetikan, és a
kénmentes termék elvalasztasa a vizes frakciotol és a sejtektdl szintén problematikus
1épés.

A petrokémiai folyamatok magas homérsékleten és nyomason torténnek, a
termék lehiitése a bioreakciokhoz nem mindig praktikus. Probalnak keresni olyan
enzimeket, illetve mikrobdkat, melyek magas hdmérsékleten képesek katalizalni a
kénmentesité reakciokat, pl. egy Paenibacillus torzs képes 55°C-on deszulfurizalni a
DBT-t. Tovabbi probléma az oldoszer tolerancia, mig a rhodococcusoknak alacsony a
toleranciajuk, a pseudomonasok a képesek legjobban elviselni oldészerek jelenlétét.

A fentiekbdl latszik, hogy a bideszulfurizacids eljardsok megjelenése a piacon

még varat magara.
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l11.7. Feliiletaktiv anyagok szerepe a bioremediaciéban

A feliiletaktiv anyagok (tenzidek) olajszennyezett talajok bioremedialasaban betoltott
szerepe alapvetd fontossagu. A kdolaj ¢és szarmazékainak bontasara szamos
mikroorganizmus képes, melyek a szénhidrogéneket energia- és szénforrasként
hasznositjak. Ezek a mikrobdk a természetben altalanosan eléfordulnak ¢és a
kiilonb6zo tipusu szénhidrogén molekuldk bontasara képesek (rovid és hossza
szénlanctiak, aromasok, policiklusos aromasok). Mivel ezek a komponensek nem
vizoldékonyak, a bontadsukhoz pedig legtobbszor membrankotdtt oxigendz enzimek
sziikségesek, a baktériumoknak sziikségszerlien kozvetlen kapcsolatba kell keriilniiik
a szénhidrogén szubsztrattal.

Olajjal szennyezett talajok karmentesitési kezelése soran az egyik limitald
tényez6 a kiilonb6zé  frakciok  hozzaférhetdosége. A szénhidrogénbontd
mikroorganizmusok annak érdekében termelnek feliiletaktiv anyagokat (surfactant =
surface active agent), hogy hozzéaférjenek a hidrofob szennyezddéshez, igy azt fel
tudjak venni, le tudjadk bontani. A talajremedialasi technologidk soran feliiletaktiv
anyagok adagoldsa eldsegiti a szennyezddés szétoszlasat, igy konnyebben
hozzaférnek az azt bontani képes mikrobak (III.11. 4bra).

A feliiletaktiv anyagok szerepe igen széles, de dontden a feliileti fesziiltség
csOkkentése egymassal nem elegyedd folyadékok kozott, a hidrofob anyag
feliiletének novelése, a biologiai hozzatérhetdség fokozasa.

A feliiletaktiv anyagok a mikroorganizmus és szubsztratjuk (a szénhidrogén)
kozotti kapcsolat erdsitésével, az olajcsepp hasznosithato feliiletének ndvelésével, a
feliileti fesziiltség csokkentésével segitik eld a szénhidrogén felvételt (I11.11. abra). A
feliiletaktiv anyagok tehat a hidroféb szennyezdanyagokat "elokészitik" a
bioremediacios folyamatok, a lebontds szamara. Bioremediacios eljarasok keretében
nemcsak feliiletaktiv anyagok adagoldsa lehetséges, hanem a feliiletaktiv anyagot
termeld mikroroganizmusoké, illetve feliiletaktiv anyagokat tiltermeld, genetikailag

manipulalt torzsek alkalmazasa is.
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II1.11. abra
A feliiletaktivanyagok eldsegitik a mikrobak szdmara a szubsztrathoz valo
hozzaférést

Feliiletaktiv anyagokat termelnek a mikroorganizmusokon (IIL.1. tablazat)
kiviil novények, allatok €s az ember is, illetve a szintetikus feliiletaktiv anyagok is
igen elterjedtek az iparban. Tenzidek a foszfolipoidok kozott (pl. lecitin, kefalin) €s a
szteranvazas vegyiiletek kozott (pl. koleszterin) is talalhatok.

A feliiletaktiv anyagok hidrofil (polaros) és hidrofob/lipofil (apolaros) résszel
rendelkeznek, igy amfipatikus molekuldknak tekinthetdk. A hidrofil részt gyakran
"fej"-nek, a hidrofob részt pedig "farok"-nak nevezik. igy a feliiletaktiv anyagok az
adott folyadékok polaritasdnak megfeleléen tudnak elrendezddni azok hatarfeliiletén.
tulajdonsagaikat, ilymdédon kotddhetnek felszinekhez, vagy levalhatnak réluk.
Tipikus példaja a fenti mechanizmusnak a Rhodococcus, ahol a sejtfalban talalhato
arabinogalaktanhoz kapcsolodd mikolsav biztosit hidrofob jelleget a sejtnek. A sejtfal

lipidek dontd szerepet jatszanak a hidrofob szénforras felvételében.
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kis molekulasulyu

trehaldz tetraészterek,
feliiletaktiv anyagok

Glikolipidek dikorinomikolatok,
frukt6z lipidek, szoforolipidek,

(a folyadékok hatarfeliileti ramnolipidek, cellobiolipidek

fesziiltségének
csokkentésében jatszanak
szerepet) . . L
lipopeptidek/peptidil lipidek |  szurfaktin, viszkozin, polimixin,
szubtilizin, gramicidin, szerravettin
nagy molekulasulyu lipopoliszacharidok emulzan, biodiszperzan

feliiletaktiv anyagok

lipoproteinek

emulziok képzéséért
feleldsek, a felileti

fesziiltséget nem csokkentik;

a stabil emulziok képzése
lehetévé teszi a baktériumok ezek kombinacioi alazan, lipozan, mannoprotein

szamara, hogy hidrofob
feliiletekhez (anyagokhoz)

kotédjenek

zsirsavak, neutralis lipidek, foszfolipidek

részecske természetii feliiletaktiv anyagok (extracellularis membran vezikulumok, melyek a
szénhidrogénekkel mikroemulziot képeznek, igy eldsegitve alkanok felvételét a sejtek szadmara)

II1.1. tablazat
A mikroorganizmusok altal termelt feliiletaktiv anyagok felosztasa

A mikroorganizmusok kotddhetnek kozvetleniil az olajcseppekhez, és a
megnovekedett feliillet gyorsabb degradaciot eredményez. Ilyenkor a feliiletaktiv
anyag a kiilso sejtfalon lokalizalodik, hidrofob jelleget adva annak, igy biztositja a
sejtek kotddését az olajecseppekhez. A mikrobdk a feliiletaktiv anyagaikkal
szabalyozni tudjak a sejtfal hidrofobicitasukat.
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Szamos mikroorganizmus képes olaj-viz emulzidk (emulzié akkor képzddik,
amikor egy folyadék fazis mikroszkdpikus cseppek formajaban oszlik szét egy masik
folyadék folyamatos fazisdban) képzésére extracellularis feliiletaktiv anyagok
segitségével. A feliiletaktiv anyagok jelenléte a hidroféb anyagok feldusulasahoz
vezet a vizes fazisban.

Egy bizonyos (kritikus micella) koncentracion feliil a feliiletaktiv anyag
molekuldk micellakka allnak 6ssze. A hatékony feliiletaktiv anyagok alacsony
kritikus micella  koncentracioval (CMC= critical micelle concentration)
jellemezhetdk, vagyis kevesebb feliiletaktiv anyag elegendd a feliileti fesziiltség
csokkentéséhez. Gyakorlatban a CMC a feliiletaktiv anyag monomerek maximalis
koncentracidja a vizes fazisban. Ha a feliiletaktiv anyag molekulak az olajban allnak
Ossze aggregatumokka, reverz micellak képzddnek. Ilyenkor a molekulék ,,feji” részei
a micella belsejében helyezkednek el, mig a ,,farok” hidroféb részek az olaj felé
néznek.

A feliiletaktiv anyagok egyfajta véddgatként is szolgalnak mas, az olajcseppen

jelenlévo kompetitiv mikroorganizmusok ellen.
Bizonyos feliiletaktiv anyagok antimikrobialis jelleggel birnak (pl. Bacillusok altal
termelt polimyxin, gramicidin). A Bacillus subtilis altal termelt szurfaktin példaul
jelentés biologiai tulajdonsdgokkal rendelkezik. gy tobbek kozott befolyasolja
tumorok, baktériumok, gombak, virusok, mikoplazmak novekedését. (Ez a kivétel
tehat gyakorlatilag ellentmond az &ltalanos nézetnek, miszerint a bioldgiai eredetii
feliiletaktiv anyagok kevésé toxikusak a mikroorganizmusok szamara.)

A feliiletaktiv anyagok mikrobidlis termelését befolyasoljak a kiilonféle
kornyezeti faktorok, igy pH, hdmérséklet, razatas, oxigén hozzaférhetdség. Bizonyos
baktériumok nitrogén ¢éheztetés mellett fokozott feliiletaktiv anyag termelést

mutatnak.

Szadmos szénhidrogén bontd mikroorganizmus képes feliiletaktiv anyag termelésre.
Jelentdsebb fajok:

« Acinetobacter calcoaceticus (emulzan — II1.12. abra)
« Acinetobacter radioresistens (alazan)
« Arthrobacter sp. (glikolipidek, lipopeptidek, heteropoliszacharidok)
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Arthrobacter paraffineus (foszfolipidek)
Bacillus licheniformis (szamos lipopeptid)
Bacillus subtilis (szurfaktin — II1.13. abra)
Candida lipolytica (lipozan)

Clostridium spp. (neutralis lipidek)
Corynebacterium sp. (foszfolipidek, zsirsavak)
Nocardia sp. és Rhodococcus sp. (glikolipidek — III.14. abra, neutralis

lipidek ¢és zsirsavak,
poliszacharidok)

trehaldoz dimikolatok és

dikorinomikolatok,

Pseudomonas aeruginosa (ramnolipidek — I11.15. abra)
Pseudomonas sp. (viszkozin, ornitin, glikolipidek),
Saccharomyces cerevisiae (mannoprotein)
Thiobacillus spp. (foszfolipidek)

Torulopsis (Candida) spp. (szoforolipidek — I11.14. abra)

o

1ICHah
GioH
'f“a
fe°
0:%/0 ?

Po N

e

e LT L
II1.12. abra

Az Acinetobacter calcoaceticus altal termelt emulzan szerkezete
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II1.13. abra
Szurfaktin szerkezete (Bacillus subtilis)
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Rhodococcus-okra jelemz6 trehalolipid és Torulopsis (Candida) bombicola-ra
jellemzd szoforolipid struktiréja
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Bioremediacios eljarasok keretében alkalmaznak szintetikus feliiletaktiv

anyagokat is a szénhidrogének mikroorganizmusok szdmara hozzaférhetové tétele
érdekében.
A biologiai eredetii feliiletaktiv anyagok elénye a szintetikusakkal szemben alacsony
toxicitasuk  (kevésbé kéarosak a mikroorganizmusok szadmara), biologiai
lebonthatosaguk, specifitasuk, tovabba csak kis mennyiségben sziikségesek.
Fermentécios tton konnyedén, olcson eldallithatok. A biologiai eredetti feliiletaktiv
anyagok hatékonyabban fokozzak a bioldgiai hozzaférhetdséget is a szintetikusaknal,
ugyanakkor kevésbé stabilak.

A bioldgiai eredetli feliiletaktiv anyag molekuldk hidrofob részét képezhetik
hossztlancu zsirsavak, hidroxi-zsirsavak vagy o-alkil-pB-hidroxi zsirsavak, a hidrofil
rész pedig szénhidrat, aminosav, peptid, foszfat, karboxilsav vagy alkohol.

A legjobban tanulméanyozott glikolipid feliiletaktiv anyag a rammnolipid, melyet
szamos Pseudomonas termel és ramndz, illetve B-hidroxi-dekanoinsav épit fel.

A nagy molekulasulyt feliiletaktiv anyagok igen kis koncentracioban hatékonyak.
Ezen tipusu feliiletaktiv anyagok kozil a legjobban tanulméanyozottak az
Acinetobacter torzsek altal termelt emulzanok. Az Acinetobacter radioresistens altal
termelt alazdn egyedi abban, hogy kovalensen kotott alanint tartalmaz. Az alazén

fehérjetartalma fontos szerepet jatszhat a komplex szerkezetében és aktivitasaban.

A feliiletaktiv anyagok fémek kiilonféle felszinekrdl valo eltavolitasara is
alkalmasak. Mindez komplexképzésen keresztiil valosul meg (nem ionos formaju
fémek), vagy anionos feliiletaktiv anyagok léphetnek kapcsolatba fémekkel, ami azok
deszorpciojdhoz vezet, a feliiletaktiv anyag-fém egységek azutan eltavolithatok a
talajbol.

A feliiletaktiv anyagok csoportosithatok ionos toltésiik alapjan is, igy
beszélhetiink ionos (anionos, kationos, ikerionos) ¢€s nemionos feliiletaktiv
anyagokrol.

A tenzidek az emulgeétorok (emulziok képzéséhez sziikséges anyagok) egyik nagy
csoportjat alkotjdk. A szintetikus tenzidek legkozismertebb példdja a szappan.
Megemlitheté tovabba pl. a Tween, Triton X-100, SDS (natrium-dodecil-szulfat), az

alkil-ammonium- és alkil-piridinium-sok.
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A szintetikus feliiletaktiv anyagokat nagy mennyiségben alkalmazza az

¢lelmiszeripar, vegyipar, kozmetikai ipar.
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IV.1. Fehérjék biodegradacioja

Bevezetd

A természetben leggyakrabban szintetikus anyagok felhalmozo6dasat tapasztalhatjuk,
azonban az élelmiszeripar szamottevd fejlédése kovetkeztében felszaporodtak a
fehérje, zsir, szénhidrat alapa hulladékok is. Ezen melléktermékek nem toxikusak,
azonban szervesanyagtartalmuk igen nagy, igy veszélyes hulladéknak mindsiilnek. A
fehérjék megjelenése a hulladékokban hosszutavi problémat altaldban nem jelent,
hiszen minden mikroorganizmus rendelkezik fehérje bontd enzimekkel, a kiilombség
csak a hatékonysagban van. Azonban mégis foglalakoznunk kell bizonyos fehérjék —
a vizben nem o0ldodoé fehérje polimerek eltavolitasaval. Elsdsorban a hus-, és baromfi
feldolgozé tizemek keratin alapu hulladékdnak megsemmisitése jelenti a vilag
szaméra az egyik legnagyobb gondot. Oriasi mennyiségben keletkezik naponta, tehat
elhelyezésiik, megsemmisitésiik komoly fejtorést okozott. Bar elhidrolizalhato, ez a
kémiai miivelet koltséges, és pazarld, hiszen aminosav alapu szervesanyagot herdal el
a technologia, igy igen fontossa valik mikrobialis lebontasuk oligopeptidekre,

aminosavakra (IV.1. abra), melyeket azutan fel lehet hasznélni szdmos célra.
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IV.1. abra
Fehérje szerkezet. A proteazok a peptid kotések hidrolizisét katalizaljak, mely
kovetkeztében a polimer lanc hasad
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IV.1.1. Keratin
A keratin vizben oldhatatlan fehérje (IV.2. abra), mely igen ellenéllé a proteolitikus

aktivitassal rendelkez6 enzimekkel szemben. Harom f6 csoportba sorolhato fehérje
[Lynch és mtsai 1986] épiti fel: 1. glicin/tirozin gazdag fehérjék (6-9K) 2. alacsony
kéntartalmu fehérjék (40-60K), melyek ~10nm-es filamentumokat alkotnak 3. magas
kéntartalmu fehérjék (10-25K). Az 1. és 3. csoportba tartozo fehérjék a filamentumok
kozotti anyagot képezik. A filamentumok kozott kénhidak és masodlagos hidrogén
kotések alakulnak ki, melyek nagy szamuk miatt megnehezitik a keratin mikrobialis
lebontasat. Habar keratin felhalmozodas a természetben eddig nem volt tapasztalhato,
lebomlasa igen lassii folyamat. Tobb moédszer is lehetséges ezen diszulfid hidak
felhasitasara. Ezek koziil emlithetjiik a kémiai kezeléseket. Az egyik legdrasztikusabb
modszer a NaOH-val val6 hidrolizis. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy a keratin
fehérjét aminosavaira bontjuk. A keletkezett hidrolizdtumot tapanyagként
alkalmazzuk a baktériumok szaméara. A hidrolizist magas homérsékleten (forralva)
kell elvégezni. Egyéb kémiai mddszerek is 1éteznek pl.: thioglikolsav, dithiothreitol
vagy dimetilszulfoxid redukaldszerekkel torténd elkezelések [Onifade és mtsai
1998], azonban az itt alkalmazott vegyszerek kornyezetet karositd, veszélyes
anyagoknak mindsiilnek, ezért ezek a modszerek sem jelentenek szdmunkra
megfeleld megoldast. Tovabbi lehetséges megoldds a hokezelés. Magas
hémérsékleten, nyomas alatt a keratinban 1évd kénhidak jelentds része elbomlik,
kozben karos melléktermék nem keletkezik. Hokezelést kovetden a fehérje elvesziti
stabil szerkezetét, igy a mikrobak altal termelt protedzok szdmdra hozzaférhetové

valik.
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IV.2. abra
Az a-keratin szerkezeti felépitése

IV.1.2. Proteazok

A természetben mindenhol taldlkozhatunk protedzokkal, azaz fehérje bontd
enzimekkel, hiszen szerepiik 1étfontossagli minden €16 szervezet szamara.

Novényi proteazok: papain (pl. Carica papaya), bromelain ( pl. ananész), keratinazok
Allati proteazok: tripszin (bélcsatorna), kimotripszin (pankredsz), pepszin (gyomor),
renin (fiatal allatok gyomraban)

Mikrobidlis protedzok: baktériumokban pl. szubtilizin, thermolizin elasztaz;
gombakban pl. karboxipeptidazok, metallokarboxipeptidaz, pepszin-, rennin-szerii
enzimek, klosztripain, sztreptopain, kollagenaz; virusokban taldlunk szerin-,

aszparagin-, cisztein endopeptidazokat, de metalloproteazokat nem [Beynon 1989].
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Azon proteazokat, melyek a sejten kivil fejtik ki aktivitasukat extracellularis
proteazoknak, amelyek a sejten beliil intracellularis protedzoknak nevezziik. A
protedzokat hasitohely szerint csoportosithatjuk, mint endo- ill. exoproteazok, azaz a
fehérje polimert a lancon beliil barhol hasitja, vagy csak a sz¢lén talalhato egy-, vagy
néhany aminosavat hasitja le. Ha az exoprotedzok az N-terminalisrol hasitanak le
aminosavakat, akkor aminopeptidazoknak, ha a C-terminalisrol hasitanak, akkor
karboxipeptidazoknak hivjuk Oket. Az endopeptiddzokat az aktiv centrumban
talalhat6 aminosavak szerint csoportositjuk: szerin protedzok, aszpartat proteazok,
cisztein/tiol protedzok, és metalloprotedzok, melyek divalens kationokat igényelnek
aktivitasuk kifejtéséhez.

Aktivitasuk optimalis koriilményeit figyelembe véve csoportosithatjuk Oket pH
optimumuk alapjan is: savas-, semleges-, bazikus proteazok.

A proteazok felhasznalasa sokrétli, oriasi szerepiik van az iparban [Onifade 1998].
Kozismert a szubtilizin felhasznalasa a mososzeriparban, mint Calsberg enzim valt a
kereskedelemben ismertté. A rennin- €s tripszin szeri proteazokat az élelmiszer-,
illetve a gyogyszeripar hasznositja. Semleges protedzokat hasznalnak elsdsorban a

bdriparban, de az élelmiszeriparban is fellelhetdk [Rao 1998].

IV.1.3. Keratin bontas

A keratin tartalmu szennyezOdések eltavolitasara csak az extracellularis proteazok
jOhetnek szdba.

A tudomany szamdra jelenleg szamos extracellularis protedazt termeld
mikroorganizmus ismert. Felhasznalasuk szamos elonnyel jar, ezek koziil emlithetjiik
olcsosdgukat, mitkddésiik nagy hatékonysagat, valamint legféképpen azt, hogy nem
szennyezik a kornyezetet. Bioremediacios eljarasokban a baktériumok koziil
leggyakrabban valamely Bacillus torzset alkalmaznak, mivel a legtobb Bacillus torzs
szamos extracellularis proteazt termel [Takami és Horikoshi 2000]. Ezek koziil
emlithetjiik példaul a Bacillus halodurans, Bacillus pseudofirmus, Bacillus clausii.
Szamos, kozelebbrél meg nem hatarozott Bacillus sp. szintén termel proteazokat.

Az irodalomban leirtak keratin bontdsara képes enzimeket termeld

mikroorganizmusokat, azonban tobbségiik keratinbontd képessége kicsi (egyes
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gombak), vagy Osszetett taptalaj sziikséges a fenntartasukhoz (Streptomyces), esetleg
human patogének (dermatofita gombak), igy felhasznalhatosaguk korlatozott.
Baktérium, illetve gomba torzsek is képesek olyan proteolitikikus enzimek
termelésére, melyek keratinolitikus aktivitdssal rendelkeznek. Az egyik ilyen
baktérium torzs a Streptomyces fradiae [Noval és mtsai 1959; Kitadokoro és mtsai
1993; Bockle és mtsai 1995]. A baktérium egy 19 kDA molekulatomegii monomer
extracellularis protedzt termel, mely keratinaz aktivitassal rendelkezik [Kitadokoro és
mtsai 1994]. A gomba torzsek koziil emlitheté az Aspergillus fumigatus [Santos és
mtsai 1996]. Ezen gomba torzsbdl egy 48 kDa nagysagu, szintén monomer keratindzt
tisztitottak ki. Mivel a keratindzok fontos szerepet jatszanak a bdr gombas
fert6zésében a dermatophytakbol szarmazé keratinazokat igen sokat vizsgaltak. Ilyen
gomba torzs a Trichophyton sp. [Yu és mtsai 1968; Tsuboi és mtsai 1989]. A
Microsporum sp. [Page ¢és Stock 1974] szintén patogén gomba. Ezen
mikroorganizmusbol izolalt keratinaz 33 kDa tomegli. A fehérje rendelkezik
exokeratinaz és endokeratinaz aktivitassal is. A nem patogén gombak altal termelt
keratinazokrol eddig egy tanulmany ismert [Gradisar és mtsai 2000]. A Doratomyces
microsporus extracellularis keratinaz aktivitasa 0sszevethetd az ismert dermatofita és
egyéb toxintermeld gombak keratinolitikus aktivitdsaval. El6nye, hogy nem patogén,
toxint nem termel.

Magyarorszagon debreceni €és szegedi kutatdlaboratoriumok munkatdrsai szintén
vizsgaltak egyes mikrobdk keratinaz enzimeinek hatékonysagat. A szegedi labor
2000-ben szabadalmat nyujtott be [Perei és mtsai 2000], mivel Bacillus torzsiik
keratinaza rendkiviil j6 hatékonysaggal bontotta nemcsak a toll, de a szor eredetii
keratinszalakat is. Azdta ez a technoldgia tovabb fejlédott, ma mar a keletkezd
biomasszat energiatermeld rendszerek szervesalapanyagaként hasznositjak.

Kollagén, elasztan bontasat kollagenaz (Clostridium hystolyticum termeli), elasztaz

(pl. Pseudomonas aeruginosa termeli) enzimekkel végezhetjiikk [Rao és mtsai 1998].
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IV.2. Szénhidrat polimerek

IV.2.1. Lignocelluléz mikrobialis bontasa

Bevezeto

A kommundlis hulladék, kiilondsen a zold hulladék szervesanyag tartalma igen
magas, ezért kivald alapanyag komposzt eldallitdsdhoz. Hatranya, hogy olyan cukor
polimerek alkotjak — celluldz, hemicellul6z - melyek természetes lebontasa nagyon
lassu. A természetben szamos olyan mikroorganizmust talalunk, melyek képesek
enzimrendszereik segitségével e stabil polimer szerkezeteket megbontani, és a
felszabadul6 oligo-, di-, vagy monoszaharidokat szénforrasként hasznositani. A nagy
mennyiségben felszabaduld cukor molekuldk nagyon sok mikroorganizmus szdmara
jelentenek konnyen felvehetod szénforrast. Zold hulladék esetében a C/N arany nem
megfeleld az optimalis lebontashoz, ezért gyakran nitrogén forrast kell biztositani a
folyamatokhoz. Ez lehetséges egyéb, pl. élelmiszeripari hulladék hozzakeverésével,

melynek altalaban magas a fehérje tartalma.

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy aerob és anaerob mikroszervezetek képesek
extracellularis enzimeikkel cellulozt, és hemicellulozokat bontani [Lynd €s mtsai
2002]. A lignin bontdsa nehezebb feladat, nem ismeriink olyan mikroorganizmust,
mely egyediili szénforrasként hasznositand. Azonban ismeriink egy-két gomba fajt,
mely peroxidaz enzime segitségével, egyéb szénforras jelenlétében megtdmadja a

lignin bonyolult szerkezetét.

IV.2.1.1. A lignocelluléz

A lignin, hemicelluloz, cellul6z polimerek kiilonb6zd kombinacidja a lignocelluldz
(IV.3. é4bra), mely a novények szerkezeti felépitésében alapvetd fontossagu. A

lignocelluldz, mint hulladék jelenhet meg a névények feldolgozasa soran.
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IV.3. dbra
Lignocelluloz szerkezet

IV.2.1.1.1. Lignin
Héarom dimenziés, globuldris, szabalytalan, nem oldhat6, nagy molekulastly

polimer, melyben fenilpropan alegységek- kiilonbozd kémiai kotésekkel
kapcsolodnak Ossze (IV.4. dbra). A lignin 0sszekoti és igy merevvé teszi a celluloz
rostokat, kémiai kotésekkel kapcsolodik a hemicellulézhoz is, és a celluldoz szalakat
beburkolja ezért a feltaras alkalmaval el kell tavolitani. Felelds a novény rigiditasaért,
a mechanikai behatdsokkal és mikroorganizmus tdmadasokkal szembeni

ellenalloképességert.
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IV.4. abra
Lignin szerkezet részlete
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1V.2.1.1.2. Hemicellulézok
Rovid lancu, tobbnyire elagazo heterogén polimerek - hex6zokat (pl. gliikoz, mannéz,

galaktdz), pentozokat (xiloz, arabindz) tartalmaznak. Harom f6 csoportjuk: xilanok,

mannanok, arabinogalaktanok.

A xilan (IV.5. abra) az egyik leggyakoribb poliszacharid a természetben, a
novények hemicellulozanak f6 alkotoja. A xilédn a lignin és a celluloz szalak kozott
huzédik, az el6z6hoz kovalens, mig az utobbihoz hidrogén kotésekkel kapcsolodik.
Ez a komplex struktura megvédi a novényeket az enzimatikus tdmadasoktol. Ez a
védelem sziikségessé tette, hogy a papiripar specialis, nagy hatékonysagu
enzimpreparatumokat hasznéljon a hulladékpapir Ujrahasznositdsdban, valamint a
szalma alapanyagok eldkezelésében. Az elmult években szamos elegyet dolgoztak ki
kiilonbozé  kutato-fejlesztd  laboratériumokban,  azonban  tiszta  xilanaz
enzimpreparatumot még ma is nehéz eldallitani. A kevert enzimrendszerek hatranya,
hogy pl. celluldzt is tartalmaznak, mely kifejezetten hatranyos lehet a j6 mindségii

papir eléallitasaban.

-1,4-D-xylopyranose linkage

9 N\ OAc H
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a-0-methyl-D-
glucuronic acid ring g OH
Ac: Acetyl group FERORYL and ‘ C;
e p-COUMAROYL |
s emiicaa ESTERASES

IV.5. abra
Reprezentativ xilan szerkezet a hasitd enzimekkel
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IV.2.1.1.3. A celluléz
A papirgyartds legfontosabb nyersanyaganak, a természetes novényi rostoknak

meghataroz6 0Osszetevéje a celluloz. A celluléz Foldiinkén a legnagyobb
mennyiségben eléforduld szénvegylilet, a ndvények szarazstlyanak mintegy 35-50%-

at teszik ki. Anselme Payen (1837) a celluldz felfedezdje.

HO HO

HOCH HOCH; DOH
- 2 0 0 H - M O 0
o o/ o 0
o OH  HOCHj HO OH Hocll,
1V.6. abra

Celluloz polimer szerkezete

A cellul6z lancalaku polimer, amely mindig kiilonb6z6 szdmu -D-gliik6z molekula
Osszekapcsolodasaval jon létre (IV.6. éabra). A glik6z molekuldk 1-es és 4-es
szénatomjai glikozidkotéssel flizOdnek egymdashoz, a 3-as szénatom hidroxil
csoportjanak hidrogén atomja a szomszédos gliikoz gytriit alkotd oxigénjével
hidrogén-hid  kotést  1étesit. Az  intramolekularis  hidrogén-hidak — mellett
intermolekularis H-hidak is kialakulnak, ennek segitségével alakul ki a rostszerii

szerkezet, mely a novények szamara nagyon fontos vazanyagot ad.

Eredetétdl fiiggden az atlagos polimerizacidos foka 3000 és 8000 kozott van. A
papirba kertiil celluloz a feldolgozas kozben hidrolizél igy az atlagos polimerizaciods
fok 600 és 1000 kozottire csokken. A hidrolizis savas kozegben (pl. 40%-0s
sOsavban) egészen a monoszacharidig folytatodhat. A cellulazok hasonld hidrolizist
eredményeznek (IV.7. abra). Celluloz biologiai bontasra a molekula nagy stabilitasa
ellenére szamos példat ismeriink. A cellulaz enzimek csirdz6 magvakban,
gombakban, baktériumokban ¢és a kér6édzo allatok emésztérendszerében

megtalalhatoak.
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IV.7. abra
A celluldz és hasitd enzimei

IV.2.1.2. Bakterialis és gomba cellulolitikus enzimek
A cellulozbontd képesség széles korben elterjedt a Baktériumok és Eukariota gombak

korében [Lynd 2002]. Az Actinomycetik aerob, a Clostridiumok anaerob
kortilmények kozott tudjak a celluloz szalakat hasitani.

A gombak kozott a legegyszeriibb Chyridomycetdktol a fejlettebb Basidiomycetdkig
talalunk cellulolitikus aktivitassal rendelkez6 fajokat. A Chyridomycetdk képviseldi
az allatok emésztérendszerében, anaerob koriilmények kozott bontjak a cellulozt
[Carlile 1997]. Aerob gombak, pl. a Zygomycetak kozott csak egyes Mucor gombak
bontjak tobbé-kevésbé e cukor polimert, mig mas aerob csaladok tagjai nagy szamban
rendelkeznek cellulolitikus aktivitassal: pl. Ascomycetak: Bulgaria, Chaetomium,
Helotium; Basidiomycetak: Phanerochaete, Poria, Schizophyllum,
Serpula; Deuteromycetak:  Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum,

Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma.
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A cellulolitikus baktériumok kozott tobbféle fizioldgids csoportot tudunk
megkiilonboztetni: 1. fermentativ anaerob, tipikusan Gram pozitiv: Clostridium,
Ruminococcus, Caldicellulosiruptor, bar idetartozik néhany Gram negativ faj is,
melyek filogenetikailag a Clostridiumokhoz allnak kozel: Butyrivibrio, Acetivibrio. 2.
aerob Gram pozitiv baktériumok: Cellulomonas, Thermobifida. 3. aerob Cytophaga,
Sporocytophaga.

Kevés kivétellel az anaerob baktériumok jol tanulményozott policelluloszéma
organellumokba szervezddve, komplex cellulaz rendszerrel bontjdk a cellulozt. A
cellulaz enzimek altalaban extracellularisan jelennek meg, hiszen a polimer szalakhoz
igy tudnak konnyebben hozzaférni. A celluldz komplexek a sejtek felszinén iilnek,

crer

végterméke etanol, szerves savak, COa, és Ho.

1VV.2.1.2.1. Clostridiumok cellul6z bontasa
Az 1970-es években kialakult olajvalsag hatasara  fellendiilt a  megQjulod

energiaforrdsokkal kapcsolatos kutatds (pl. cellulézbol etanol és mds hasznos
vegylilet termelése). Ekkor kezdtek intenziven foglakozni a Trichoderma gombak
cellulolitikus képességével. Felfedezték, hogy egyes fajoknal egyedi enzimek
dolgoznak egymassal szinergizmusban (aeroboknal altalaban igaz) pl.: Trichoderma
reesei.

Mas pl. termofil Clostridiumok (Gram pozitiv, obligait anaerob bacik) pl.:
C. thermocellum, C. cellulolyticus tugynevezett  celluléz koté faktorokkal
rendelkeznek (cellulose binding factor =CBF) [Demain 2005].

1V.2.1.2.2. Celluloszoma
Sok van a sejt felszinén, valamint extracellularisan, a taptalajban is, nagy molekulak

(kb. 2000 kDa), nagy a cellulaz-aktivitasuk, enzimosszetételiik valdszinileg a
szubsztrattol is fligg. Megfigyelték, hogy extracellularisan rakddnak ossze, kialakul
egy extracellularis szupramolekularis komplex (IV.8. abra), ami hatékonyan bontja a

cellulozt és mas sejtfalkomponenseket.
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Eldnyei: a csapatmunka hatdsosabb, kevesebb enzim elég ugyanannyi kristalyos
celluloz szolubilizalasdhoz (szinergizmus), a szabad enzim konnyebben
eldiffundalhat.

A kisérletek igazoltdk ezt, amikor Osszehasonlitottak a C. thermocellum
(celluloszoma) a Trichoderma reesei (egyedi enzimek) cellulaz bont6 képességét, és a

C. thermocellum hatékonyabbnak bizonyult.

Cellulosome bl Callulose-binding domain
Cell ¥ Type-l dockerin domains

Enzymatic subunits #]  Type-ll dockerin domains

' Catalytic domain
Anchaoring protein B Type-l cohesin domain

E} Type-Il cohesin domain
(X S-tayer homology module
Scaffoldin subunits e Calulose chain

AR TR R
[rateni it rirali yn ity itesin dFen)
pslarnitirivati s

[_,ollulosg ket el e et

Trends in Microbiology

Fig. 1. Simplified schematic view of the interaction between the Clostridium thermocellum cellulosome and its substrate, and its
connection to the cell surface via an associated anchoring protein,

IV.8. abra
A C. thermocellum cellulosomajanak sematikus rajza

1V.2.1.2.3. A Trichoderma reesei nem-komplex cellulaz rendszere
Bar tény, hogy az eredmények egyértelmilen a celluloszomakat mutatjak

hatékonyabbnak, ennek ellenére nagy szerpiik van az egyedi cellulazoknak is. A T.
reesei tobbféle cellulazt is termel, melyek mas-mas helyen tamadjak a cukorpolimert
(IV.9. abra).

Kimutattdk, hogy a T. reesei legalabb két exogliikanazt (cellobiohidrolaz), 5
endogliikanazt, és két B-gliikozidazt termel [Kubicek 1998, Nogawa 2001, Takashima
1999]. A kétféle exogliikanaz két kiilonbozd helyen hasitja a polimert. Az egyik a

cellul6z nem-redukal6-, a masik a redukalo végén tamadja a lancot.
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IV.9. abra
Az exogliikandz, endogliikanaz és B-gliikozidaz enzimek cellul6z bontasa

1VV.2.1.2.4. Phanerochaete chrysosporium lignocelluléz bonté komplexe
Az egyik legjobban tanulméanyozott gomba faj, melynek enzimrendszere nemcsak

lignocellulozok bontdsaban jelentds, de peroxidaz enzime segitségével szamos
toxikus szerves vegylilet, pl. klorozott aromas vegyiiletek bontdsara is képes. E
gombafaj nemcsak cellulazokat, de hemicelluldzokat és lignin bontd enzimeket is
termel [Covert 1992, Broda 1996, Copa-Patino 1993,], ezaltal kozponti szerepet
vivott ki a novényi eredetli hulladékok kezelésében. A celluloz és hemicelluloz
bontasa elsddleges metabolizmus, mig a lignin bontds masodlagos, szén-, nitrogén
vagy kénhidny idézheti el6 [Broda 1996]. A rendelkezik kétféle cellobiohidrolazzal,

¢s szénhidrat koté modult nem tartalmazoé endogliikanazzal (ilyen enzimet a T. reesei-
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nél is azonositottak. Ezeken kiviil termel egy celobioz dehidrogenaz enzimet is, mely
O2 jelenlétében a cellobidzt oxidéalja cellobionolaktonna, mely a vizzel spontan
reagalva cellobiosavva alakul. E dehidrogendz szerepe még nem teljesen tisztazott,
valosziniileg segit a hidroxil gyokok képzésében, melyeknek a lignin és celluldz

depolimerizacioban van szerepiik [Henriksson 2000].

IV.2.1.2.5. Cellulomonas és Thermobifida fajok cellul6z bontasa
A cellulolitikus aerob baktériumok kozott a Cellulomonasok a legjobban

tanulmanyozott  csoport.  Corineform  baktériumok, melyek legaldbb 6
endogliilkanazzal és egy exogliikanadzzal (Cex) rendelkeznek [Chaudhary 1997]. Az
egyedi celluldzok hasonlitanak az aerob gombékban taldlt enzimekre, és tartalmaznak
cellulozkoté doméneket.

A termofil Thermobifida fusca a f6 cellulozbontdo a talajban. Hat cellulazt, 3
endoglitkanazt, 2 exogliikanazt, és egy szokatlan cellulazt - melynek mind endo-,

mind exogliikandz aktivitdsa is van - azonositottak e fajban.

IV.2.1.3. A cellulolitikus mikrobak fiziologiaja
Altaldban a cukorbonté mikroorganizmusok nem hasznositjdk szaporodasukhoz a

fehérjéket, lipideket, illetve azok komponenseit, mint energia-, és szénforrasok. A
cellulolitikus mikrobak a celluloz mellett egyéb szénhidratokat is hasznositanak
[Poulsen 1988, Rajoka 1997], de vannak olyan anaerob fajok (Fibrobacter,
Ruminococcus, Clostridium), melyek a cukroknak csak sziik spektrumat képesek
felhasznalni, pl. nem szaporodnak olyan mono-, oligo-, vagy poliszaharidon, melynek
alapeleme mas, mint gliik6z [Ng 1982].

A szénforras mellett egyéb tapanyagokra is sziiksége van a sejteknek (mint sok mas
rendszerben is), pl. nitrogén, foszfor, kén, valamint makro- és mikroelemek,
vitaminok.

A celluloz katabolizmusdn az enzimatikus depolimerizaciot, és a hidrolizatum
cellularis felhasznalasat értjiikk. Két {0 stratégia ismert a kristalyos celluloz

hasznositdsara: 1. aerob baktériumok és gombak nem tapadnak a celluldéz szalra,
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hanem szabad (nem komplexben 1évd) cellulazokat termelnek, majd oxidaljak a
hidrolitikus terméket COgz-ra és vizre. 2. Az anaerob baktériumok ¢és gombak
altalaban a celluldz szalhoz tapadnak, ¢és féleg komplexbe vitt cellulazokat termelnek,
¢s kiilonbozo fermentacios termékeket produkélnak a cellulézbol.

A kovetkezd szemléltetd abran (IV.10. abra) bemutatjuk hogyan is zajlik a celluloz

lebontésa sejtszinten aerob €s anaerob rendszerekben:
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IV.10. abra
A cellul6z bontasa és a hidrolizdtum felhaszndldsa cellularisan aerob és anaerob
mikroorganizmusokban. Az abra fels részén az egyedi enzimekkel torténd celluloz
bontast lathatjuk, az 4bra alsé része a cellul6zhoz tapado sejtek cellul6z bontasat
mutatja be
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Természetesen a celluloz bonto folyamatot szdmos kornyezeti faktor befolyasolja, igy
a természetben korantsem olyan egyszerli és gyors a celluléz bontas, ami arra
Osztonzi a kutatokat, hogy a celluloz bontd folyamatokat tovabb vizsgaljak,
fejlesszék, hiszen a ndvényi hulladékok szamos technoldgidban kitlind szervesanyag

alapot képezhetnek, ha a gliikoz molekulakat hozzaférhetoveé tessziik.

IV.2.1.4. Hasznositas
Magyarorszagon egyediill Dunatjvarosban mikodik cellulozgyar, mely

blizaszalmabdl allit el szulfatos feltardssal és hagyomanyos CEH eljarassal fehéritett
szalmacellulozt. A gyar eurdpai viszonylatban is egyediilalld, hiszen szalma
alapanyag felhasznalasaval egyediil ez a gyar készit cellulozt, a fennmaradasa annak
koszonhetd, hogy az elhasznélt feltard vegyszerek regenerdldsa megoldott és igy a
kornyezetszennyezés minimalis. A gyar a papiripari felhasznalasra alkalmas celluléz
mellett kdzel 10 éve az élelmiszeripar szamara is gyart adalékanyagul szolgald
specialisan fehéritett szalmacellulozt.

A gyartas probléméja a fehérités sordn alkalmazott klor és klorvegyiiletek,
hiszen a CEH (elemi klér + natrium-hidroxid + natrium-hipoklorit) fehéritési
technoldgia soran 1 tonna celluldéz fehéritéséhez kb. 100 kg klor sziikséges. A
felhasznalt klor mintegy 10 %-a a szerves vegyiiletekkel szerves klorszarmazékokat,
tobbek kozott dioxinokat és furdnokat képez. A képzddott szerves klorvegyiiletek
eltavolitasa a fehérités soran keletkezd szennyvizbdl koltséges eljaras, igy a fehéritoi
vizek Ujrahasznositasa nem megoldott. Masrészt a szerves klorvegyiiletek egy része a
késztermékben marad, igy az EU eldirdsokat €s az élelmiszeripari kdvetelményeket
figyelembe véve, iddszert attérni a TCF (Total Chlorine Free) fehéritésre.

A TCF fehérités soran a klort helyettesitd oxigén vagy oxigént termeld
vegyiiletek felhasznéldsara tobb eljards ismert, de az elérhetd fehérség gyakran a
kivanalmak alatt marad vagy a kivant fehérség eléréséhez sziikséges beruhdzasi és

gyartasi koltségeket a piac nem respektalja.

Az elmult években a celluldz fehéritésében alternativ technoldgiaként kertilt

elotérbe a xilanbontd xilanaz enzimek alkalmazasa.
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1V.2.1.4.1. Etanol el6allitasa lignocellul6zbol — bioetanol
Az elmult évek politikai eseményei, és az a tény, hogy a fosszilis

energiahordozokészletek kimeriildben vannak, arra 0sztonzik az orszagokat, hogy
alternativ megoldasokat taldljanak energiaigényiink kielégitésére.

Tobb megoldas is formalodoban van, az egyik lehetdség a celluldéz alapu eljarasok
kifejlesztése, mely soran bioetanol nyerhetd. Celluloz alapti biomassza hatalmas
mennyiségben keletkezik, ezért adott a lehetdség, hogy ezt hasznos célokra forditsuk.
Bér alkoholt ipari méretekben cellulozbol annak savas hidrolizisével az 1. és 2.
vilaghaboruban mar allitottak eld, mely technolégiat az 1940-es évek végén tovabb
fejlesztettek. Azonban a hidrolizis alacsony hozama ¢€s a savkatalizis okozta korrdzios
problémak miatt a technolégia nem volt versenyképes a kdolaj alapl
lizemanyaggyartassal szemben. Az 1970-es években bekovetkezett olajvalsag idején
ujra eldtérbe keriiltek az alternativ lizemanyagok melyek eldallitasi koltségei az
id6szak gazdasagi viszonyai mellett vonzova valtak. Amikor a nyersolaj ara
visszaallt, ismét csokkent a biomassza alapt etanol iranti érdeklddés.

A lignocellulozokbol torténd etanol gyartds soran nem sziikséges fosszilis
iizemanyagokat felhasznélni az energia sziikséglet fedezésére, ez megoldhato a lignin
elégetésével, mely a gyartas mellékterméke. A bioetanol eldallitasa és felhasznalasa
soran keletkezé széndioxid energiandvények termesztése soran ismét biomasszava
alakul, melyek a gyartas Gjabb nyersanyagai lehetnek. Ennek eredményeként a
bioetanol hozzdjarulasa az atmoszféra iiveghdzhatdsu gaz tartalméhoz elhanyagolhato

(IV.11. abra).
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IV.11. 4bra
Biomasszabol torténd etanol gyartas kornyezetterhelése minimalis

Lignocellulozbol 3 féle eljarassal is nyerhetliink gliikézt (IV.12. abra), melybdl
fermentacioval, vagy kémiai mddszerekkel etanol allithato eld.

1. Egylépcsds tomény savas hidrolizis, melynek soran a biomassza celluloz és
hemicellul6z tartalmanak lebomlésa koncentralt sav pl. kénsav, sosav, hatisara
alacsony homérsékleten (<100°C), egy 1épésben torténik. Az eljaras hatranya, hogy a
hemicellul6z frakci6 gyorsabban hidrolizalodik, mint a celluléz, ezért a
hemicellul6zbol szarmaz6é monoszaccharidok a sziikségesnél hosszabb ideig vannak
kitéve a katalizatorként hasznalt sav hatasanak, aminek kovetkeztében a cukrokbol
kiilonféle degradacios termékek keletkeznek, melyek anyagveszteséget jelentenek.
Hétranya még, hogy jo6 mindségli rozsdamentes acél berendezéseket igényel az
eljards, ami jelentdsen megnoveli a beruhazasi koltségeket, tovabba gazdasagi és
kornyezeti szempontbol sziikséges a felhasznalt sav visszanyerése.

2. Kétlépesos hig savas eljaras, melyben a celluloz és a hemicelluldz frakciot kiilon-
kiilon hidrolizaljadk. A hemicelluloz hidrolizatumot elvalasztjdk az elsé hidrolizist
kovetden. Ezzel a mddszerrel mindkét frakcid hidrolizise optimalizalhat6. Mivel a

masodik 1épcsében joval magasabb hdémérsékletet alkalmaznak (200°C koriil),
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jelentés mennyiségii cukor és lignin degradacids termék keletkezik, igy még ez a
modszer sem tokéletes az anyagmérleg szempontjabol.

3. Enzimes hidrolizis, melynek els6 1épéseként a lignocelluldz biomasszat eldkezelik,
ezzel novelve a hozzaférhetdséget a cellulozbontd enzimek szdméra. Az eldkezelés
soran a hemicellul6z hidrolizise hasonld6 modon torténik, mint a kétlépcsds hig savas
eljarasnal, igy itt is melléktermékek képzodése figyelhetd meg. Az enzimes hidrolizis
szintén egy kétlépcsds technika, de itt a celluldz frakcié hidrolizise nem sav, hanem
celluldz enzimek hatdsara megy végbe. Mivel az enzimes hidrolizis koriilményei
joval enyhébbek, kevesebb melléktermék szabadul fel, igy nagyobb a fermentélhat6
cukrok kihozatala. A celluloz nagy aranyt konverzidjanak elérésé¢hez nagy
mennyiségli celluldz enzim adagoldsa sziikséges, ez jelentésen megndveli a
koltségeket. Ebbdl kovetkezden az enzim termelés a folyamat kritikus lépése. A
gazdasagossag javitasanak legfontosabb tényezdje a hatékony enzimtermelés, mely

olcso, a folyamatban rendelkezésre allo szénforras felhasznalasaval valosithatdé meg.
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IV.12. abra

"o

Lignocellul6z biomasszabol etanol eléallitasa 3 féle modszerrel

Az elmult évtizedben egyre intenzivebben vizsgaltdk a celluldéz enzimes konverziojan
alapul6 technologidk lehetdségét. a folyamat tobblépesds: a nyersanyag eldkezelése,
mely magaban foglalja a faapriték méretének csokkentését, frakciondlasat és a
hemicellulézok hidrolizise; a celluldz enzim termelése; a celluldz enzimes hidrolizise;
fermentacio megfeleld élesztd torzzsel; és az etanol finomitdsa. A hemicelluléz
hidrolizisét  kiilonb6z6  lignocelluloz  biomasszak esetén az alapanyagot
gbzrobbantassal kezelték katalitikus mennyiségli kéndioxid jelenlétében. A
folyamatban a hemicellul6z hidrolizalodik, a celluldéz pedig hozzaférhetébbé valik a

késébbi enzim tadmadds soran. A kovetkezd 1épésben megy végbe a celluloz
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hidrolizise celluldz enzimek hatdsara, melyeket az enzimtermelés Iépésben,
cellulolitikus mikroorganizmusok, pl. Trichoderma reesei felhasznalasaval allitanak
elé. A fermentacio soran a hidrolizis termékeként kapott cukrok atalakitasa torténik
etanolld. A lehetd legnagyobb cukor konverzid eléréséhez, kiilondsen a pentdzok
megfeleld atalakitasdhoz fontos a megfeleld ¢Eleszté torzs alkalmazésa, ez
meghatarozza a gyartas versenyképességét a benzinnel szemben. Az etanol
desztillacioval 95%-osra toményithetd, melybdl azeotrdp desztillacioval torténd

vizelvonassal 100%-os, tiszta etanol nyerhetd.

IV.2.2. A keményitd biodegradacioja, hasznositasa

A Keményitd a cellulozhoz nagyon hasonld felépitésii poliszaharid, ndvényi
tapanyagraktar. D-glilkéz molekuldk o—1,4 kotéssel kapcsolodnak egymashoz,
linedris homopolimert (amil6z) létrehozva illetve elagazd (o-1,6 ritkdn «-1,3
kotésekkel) homopolimerjének (amilopektin) keverékébdl all (IV.13. dbra). Az
amilopektin eldgazdsainak mértéke és az amildéz:amilopektin ardny a keményitd
,»Koratol” ¢€s szarmazasatol fiigg. A polimert hidrogénkdtések erdsitik. Vizben
oldodva kolloidélis oldatot képez, s igy enzimatikusan bonthato.

A keményitét hasitd enzimek: a-amilaz (féleg Bacillus-ok termelik), B-amilaz,
gliikoamilaz (extracellularis gliikoamilaz termeld pl. Aspergillus niger), gliikéz
izomeraz. Az a-amildz véletszerlien hidrolizdlja az o-1,4 kotéseket
oligoszaharidokra (dextrinek), maltéz, €és maltotridz egységekre, majd gliikkoz
monomerekre a keményitét. A B-amildz a lancvégi, nem redukald csoportoknal hasit
le maltéz molekuldkat. A gliikoamildz enzim mindharom, a keményitében jelenlévd
(a-1,4, -1,6, a-1,3)kotést képes hasitani, de a hatékonysaga elmarad az o -
amilazétol. FO szerepe a gliikoamilaznak az amilopektin keresztkotések hasitasdban

van. A gliikkoizomeraz enzim gliikozbol fruktozt képez.
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IV.13. abra
A keményitd szerkezete, és enzimatikus hasitasa

IV.2.2.1. Ipari alkalmazas
A keményitd elsddleges felhasznédloi az élelmiszer-, és szeszipar, ahol altaldban
eloszor kis molekula silyu komponensekre hidrolizaljak, majd fruktoz- ill. alkohol

gyartas alapanyagaként hasznositjak (IV.14. abra).

A fruktoz és alkohol ipari eléallitasa keményitobol

1. Orolt gabona keményit6jét géz és nyomas segitségével gélesitik
2. Lehiitik 50-60°C-ra és a-amildzt adnak hozza, mely az a-1,4-kotéseket
elhasitja rovidebb poliszaharid szalakra

3. Gliikoz felszabaditasa glilkoamildz enzimmel, a végtermék gliikoz
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4, Glikoz izomeraz hozzaadasaval fruktozt allithatunk elo

5. Eleszt6 sejtek hozzaadasaval a gliikozbol alkohol fermentalhato

daralt gabona

r g6z, nyomas

Elkocsonyasitott anyag

hités
F c-amilaz

Elfolydsitott anyag

J/

Elcukrositott anyag

glokéz izomerézy \< élesztd

fruktéz alkohol

IV.14. dbra
A keményitd feldolgozasa

IV.2.3. Egyéb cukorpolimerek

IV.2.3.1. Ciklodextrinek

A keményitd6 amiléz komponensébdl képezhetd gylriis oligoszaharidok.
Szerkezetiiknek koszonhetéen ,,molekularis csomagoléanyagként” hasznosithatok
(IV.15. 4abra) a gyodgyszeriparban, a mezdgazdasigban, ¢élelmiszeriparban. A
bioremediaciés eljarasokban a jelentésége az, hogy bizonyos anyagok
hozzatérhetoségét javitja, nehezen oldodo vegyiileteket kolloidalis allapotba juttatva
bonthatokké valhatnak. (késdbbiekben az immobilizacié fejezetben talalkozunk ezzel

a vegyiilettel)
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vizlaszila

o |

vizkedvels

IV.15. abra
A dextrin, mint molekularis csomagoldanyag

IV.2.3.2. Dextranok

Jellegzetes baktérium eredetli un. tokanyag poliszaharidok. Szerkezetiikre a D-gliikoz
részek a-1,6 kotése jellemzo, néhol lancelagazddast is megfigyeltek. Mesterségesen
térhalositott alakja a Sephadex, melyet kromatografias eljarasokban, sok biologiai

anyag (fehérjék, DNS, stb) elvalasztasara hasznaljak.

IV.2.3.3. Glikolipidek (lipopoliszaharidok), glikoproteinek

Sejteket hatarold6 membranokban fordulnak eld. Jelentdségiik a biodegradacios
eljarasokban jelentds lehet, mint feliiletaktiv anyagok. Néhany mikroorganizmus
képes az extracellularis terébe kijuttatni e molekuldkat, melyek a vizben nem, vagy
rosszul 0ld6do anyagokkal micellakat képezve a szerves tdpanyagokat hozzaférhetoveé

teszik a mikroorganizmusok szamara.
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IV.3. Zsirok, olajok, szappanok

IV.3.1.Zsirok

A zsirok és zsirszerli anyagok (olajok) annyira elterjedtek a novényvilagban, hogyha
csekély mennyiségben is, de majdnem minden novényi alkatrészben feltaldlhatok. A
novények egyes részei, leggyakrabban a magvak, sulyuknak mintegy felét kitevo
magas zsirtartalommal birhatnak. Az 4&llatvilagban a ndvényvildghoz hasonléan
szintén igen elterjedtek az olaj- és zsirféleségek. Egyes rovarok, pl. a méhek testiikbol
nagy mennyiségl zsirt (viaszt) valasztanak ki. A tengerekben €16 allatok, nevezetesen
a balnak ¢s rozmarfajtak teste kiilondsen zsirdus.

Barmily sokfélék is a zsirok és olajok keletkezésiik szerint, vegyileg mégis nagyon
hasonlok egymashoz, minden zsir és olaj fétomegét haromféle zsir keveréke (nem
vegyiilete!) képezi, melyeket sztearin, palmitin, illetéleg olein névvel jeloliink. A
kiilonb6zé eredetli zsirok és olajok ezeket a fOalkotdkat valtozd ardnyban
tartalmazzak. Ezenfeliil minden zsirnak és olajnak egyéb alkotd elemei is vannak,
melyektdl azok jellegzetes tulajdonsagai szarmaznak.

A sztearin, a palmitin és az olein egyarant egységes, tisztan is konnyen eldallithatd
vegyiilet. Mindegyikben kozos a glicerin, melynek 1 molekulaja sztearin esetén 3
molekula sztearinsavval, palmitin esetében 3 palmitinsavval, végiil az olein esetében
3 olajsavval (oleinsavval) 1ép reakcioba. A glicerin (C3HgO3) haromértéki alkohol,
vagyis harom hidroxil (OH) csoportot tartalmaz. Utobbiak Utjan a glicerin 1-1
molekuldja az emlitett savak 3-3 molekuldjat képes lekotni G.n. glicerinészter

alakjaban:

CH,—0OH  CH,COOH CH, O0CC.H,,
CH-OH C.H, COOH = CH—-00CC,.H,, iH,0.
CH, OH C.H,COO0OH CH,—0O0CC. H,

glicerin -+ 3 mol, sgtearinsav — sztearin -+ viz.

Ha a zsirokat lagokkal, pl. natronluggal (NaOH), oltott mésszel [Ca(OH)2], vagy
egyes fémoxidokkal, pl. o6lomoxiddal (PbO) melegitjiikk, akkor a fenti &bran
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bemutatott folyamat forditott, nevezetesen a zsir bomlasa kovetkezik be. A glicerin €s
a zsirsav tehat szétvalik, de a felszabadulo zsirsav (pl. sztearinsav) nyomban sova
alakul az alkalmazott bazis fémjével. Az utdbbi fémvegyiileteket szappanoknak
mondjuk. A mindennapi ¢életben hasznalt szappanok natronszappanok, vagyis benniik

a zsirsavak natriumsoéi jatsszak a foszerepet. A natronluggal vald elszappanositas

reakcidegyenlete:
CH,— 00CC,.H,, NaOH CH,OH
CH-—00CC,.H., NaOH —  CHOH -+ 3Na0QOCC,.H,.
CH, O0CC,.H,., NaOH CH,0H
sztearin natronlog = glicerin natronszappan.

A zsirok megbontésa, vagyis elszappanositdsa nemcsak lugok segitségével torténhet,
hanem er6s savakkal, pl. kénsavval. Magas nyomason ¢s hdomérsékleten pedig

magaval a vizzel is felbonthatjuk a zsirokat glicerinre és zsirsavakra.

Vannak olyan zsirnemil anyagok is, melyekben glicerin helyett més alkoholok vannak
jelen. A méhviasz pl. szabad cerotinsav mellett palmitinsavas miricilésztert, a kinai
viasz pedig cerotinsavat és cerilésztert tartalmaz. A cetveld folyékony része
"trigliceridekbdl" all, mig a szilard rész az egyvegyértékii cetilalkohol palmitinsavas
észtere, hasonloan a méhviasz és a kinai viasz 6sszetételéhez.

A sztearin-, palmitin- és olajsav glicerinészterein kiviil a zsirokban és olajokban
kisebb mennyiségben, legtobbszor ugyancsak glicerinészter alakjdban maésféle
zsirsavakat is taldlunk, melyek a kiilonféle zsirok jellegzetes tulajdonsagait adjak
meg. Ezek pl. vajsav, kapronsav, kaprilsav, kaprinsav, laurinsav, mirisztinsav,
nemkiilonben a telitetlen savak koziil az olajsav koézeli rokonat, a tiglinsavat
(C18H3sCOOH) ¢és az ugyancsak telitetlen lininsavat, taritinsavat, illetleg
oleomargarinsavat (utobbiak tapasztalati képlete egyforma: C17H31COOH), végiil a
linolsavat és a linolénsavat (C17H20COOH) stb.

A zsirok és olajok féalkatoi koziil a keményebb zsirokban (pl. disznozsirban €s még
inkdbb a faggyuban) a sztearinsavas és palmitinsavas glicerinészter, a folyékony

zsirokban — vagyis olajokban — féként az olajsavas glicerinészter dominal.
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Ismert karos tulajdonsdga a zsiroknak ¢€s olajoknak, hogy a levegén rovidebb-
hosszabb id6 alatt megavasodnak, amikor is csipds izt és kellemetlen szagot kapnak.
E véltozas alatt a zsirok kémhatasa savanyuva valik. Az avasodds nem minden zsirnal
¢s olajnal kovetkezik be egyenld mértékben és egyenld ido alatt. Jorészben fligg ez a
zsir tisztasagatol, a kornyezet nedvességétol, tobbé-kevésbbé a homérseklettol és a
fényhatasoktol. A zsirok avasodasa mikrobidlis hatds, az oxidacioval kapcsolatosan
el6alld hidrolitos bomléas kovetkezménye. A megfigyelések szerint elsdsorban azok a
zsirok hajlamosak avasodasra, melyek konnyebben szappanosithatok el. Az avasodas
alkalmaval a viz és az oxigén hatdsa alatt keletkezd zsirsavak, tovabba aldehid- és
ketonszerli termékek okozzak a szagot. Eldsegiti az oxidaciot a zsirban jelenlévd
nitrogén- és kéntartalmu anyagok baktériumos bomlasa is.

A zsirok kinyerése torténhet: 1. kiolvasztassal, 2. préseléssel, 3. extrahalassal. E
miuveletekhez rendszerint a tisztitds és finomitas (raffinalas) is kapcsolodik. Az
extrakcids eljards a zsirok, olajok benzinben, éterben, benzolban, széntetrakloridban

torténd oldhatosagan alapszik.

IV.3.2. Eterek és észterek
Az alacsony molekulasulya észterek vizben alig oldodd, tobbnyire kellemes szagl

folyadékok pl. szintetikus gyiimolcsaroma-anyagok az etilformiat, HCOOC2Hs
(rumaroma), az etilacetat, CH3COOC:Hs (korte ¢és malna), az amilacetdt,
CH3COOCsH11, (csaszarkorte), az etilbutirat, CsH7COOC;Hs (ananasz), az
etilizovalerianat, C4HoCOOC;Hs, (6szibarack), az amilizovaleriandt, C4HsCOOCsH11
(alma). A szervetlen savak észterei koziil legnagyobb jelentdségli a glicerin
salétromsav-észtere, az U. n. nitroglicerin.

A magasabb molekulasulytl észterek koziil legfontosabbak a zsirok és olajok,

amelyekrdl az el6z0 fejezetben tettliink emlitést.

IV.3.3. Zsirok biodegradacidja

A sziradékok a lakossagi szennyvizek komoly szennyezd komponensei, a “belépd’
kémiai oxigén igény legalabb 25%-at képviselik. Felelések a szennyvizcsatornak

dugulasaért, és a viztisztito lizemek mikodését is zavarjak. Az aktivalt iszap
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kezelésben gatoljak az oxigén transzfert, mivel lipidfilm képzddik a levegd/viz
hatarfeliileten, valamint a lebegd baktériumcsoportokra is adszorbeélodik zsir. A lipid
tilterhelés az egész tisztitasi folyamatra kihat, a hatékonysag csokken, a fonalas
mikroorganizmusok osztoddsa gatlodik, és a deritében iilepedési problémak alakulnak
ki. E gondok kikiiszobdlésére a zsiradékot lefolozik a fermentorban a felszinrdl.
Levegd flotacidval eltdvolithatdo kb a 20%-a, melyet fOleg zsirsavak és gliceridek
alkotnak.

A fizikai médszerek nem megfeleldek, viszont megfeleld alternativ kezelés
lehet a lipidszarmazékok bioldgiai, aecrob emésztése, mivel ekozben CO2-d4, vizzé és
biomasszavd alakulnak. A biologiai emésztés két f6 1épése: 1. a glicerideket
extracellularis lipolitikus enzimek glicerollda és zsirsavakka hidrolizaljak; 2. a
zsirsavak a sejtekbe transzportalédnak, ahol a szénldnc t6bbszori hasitassal (-
oxidacio) végiil acetil-coA-va alakul, mely a Szentgyorgyi-Krebs ciklusban hasznosul
COz ¢és viz keletkezése kdzben.

A lipid biodegradaciét azonban szamos fiziko-kémiai paraméter befolyasolja, gatolja
pl. nem olddédnak vizben, megdermednek, vagy félig dermednek a kornyezeti
homérsékleten, tehat a bioldgiai hozzaférés akadalyozott. Ha feliiletaktiv anyagokat,
vagy olddszert adunk a rendszerbe a degradécios rata jelentdsen megnd.

Kémiai reakciokkal is segithetjiik a jobb hozzaférést, pl. szappanositds soran a
glicerid/zsirsav  keverékbdl felszinaktiv ~ tulajdonsagokkal bird  zsirsav-sok
keletkeznek. E kémiai folyamat soran a gliceridek glicerinné¢ ¢és zsirsavakka
hidrolizalédnak, majd semlegesitddnek szappant formalva, melynek az oldékonysaga
nagyobb és emulzifikacids tulajdonsaggal bir.a reakcido szdmos faktortol fiigg, pl. a
bazis természete, homérséklet. Az egyenes ldncu zsirsavak kalium-soi sokkal
oldékonyabbak, mint az analdog Na-, Ca-sok, tehat érdemes KOH-ot hasznalni a
szappanositashoz. Bizonyitast nyert, hogy a szappanositott zsirok 3-4-szer
gyorsabban elbomlanak, mint a kezeletlen zsirok.

Mongkolthanaruk ¢és munkatarsai hatékony zsirbontd mikrobidlis konzorciumot
hoztak 1étre (2002), melyben Pseudomonas aeruginosa LPso2, Bacillus subtilis Bzos és

Acinetobacter calcoaceticus LPoog torzseket hasznaltak. A rendszer képes volt 12 nap

214



alatt kb. 20000 mg/l lipidet 20 mg/l mennyiségre csokkenteni aerob koriilmények
kozott.

A lipazok a lipidekhez hasonloan széles korben elterjedtek a természetben, kiillonb6z6
novényekben, allatokban, mikroorganizmusokban megtaldlhatok. A mikrobidlis
lipazoknak nagy a jelentdségiik a biotechnoldgidban. Egyrészt a fent emlitett
biodegradaciés folyamatokban van nagy jelentdségiik, masrészt ipari célokra, pl.
mososzeriparban hasznaljuk 6ket sikeresen.

Nagyon sokféle mikroorganizmus termel lipazokat, a legjelentésebbek a
Pseudomonas, Bacillus, Bulkholderia fajok. A lipazok stabil enzimek, széles a pH és
hémérséklet tartomanyuk, nagy a stabilitdsuk szerves olddszerekben. Extracelluléris
enzimek, tehat at kell jutniuk a sejtmembranon. A Gram-pozitiv baktériumok
esetében altalaban szignal szekvencia segitségével szallitodnak a felhasznalasi
helyiikre. Gram-negativ mikrobak esetében tobb megoldas is lehetséges, pl. a P.
aeruginosa-nak legalabb 4 féle szekrécios utja ismert [K-E Jaeger et al. 2002].
Indukalhaté enzimek, az inducerek lehetnek: olajok, triacilglicerolok, zsirsavak,
hidrolizalhato észterek, epesok és glicerin. A szénforras mellett a nitrogénforras is
befolyasolja a lipaz termelddést, a szerves nitrogénforrasok elénydsen hatnak pl.
pepton, élesztokivonat, de sok esetben a szervetlen nitrogénforrasok is javitjadk a
termelddés hatékonysagat pl. ammonium-klorid, diammonium-hidrogén-foszfat.
Héaromféle mikrobialis lipdz csoportot ismeriink: nem-specifikus, régiospecifikus
illetve zsirsavspecifikus lipazokat.

Inhibitorokkal gatolni lehet a lipazok aktivitasat. Vannak 1. specifikus reverzibilis
gatlok pl. boronsav szarmazekok, szubsztrat analogok: glicerin triéter (triacilglicerid
analdg); 2. specifikus irreverzibilis gatloszerek, melyek altalaban az aktiv centrum
koriili aminosavakhoz kotve géatolja az enzim milkddését: a lipazok szerin hidrolaz
csoportjat gatolja a PMSF ( fenil-metil-szulfonilfluorid, altalanos szerin proteaz

gatlo).
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V.1l. Kérnyezeti monitor
Csak az utdobbi néhany évtizedben figyeltink fel kornyezetiinkre, és

tevékenységeink hatdsara. A kornyezeti valtozasokrol, pl. globalis felmelegedés, mely
lassti €és valtozo folyamat, informaciot csak akkor nyerhetiink, ha hosszabb tavon
végezziik megfigyeléseinket (monitorozas).

Szamos vegylilet, elem olyan kis koncentracioban marad tartésan a
kornyezetben, hogy kimutatdsa kétséges (a kimutatasi hatdron van). Azonban
folyamatos ellendrzéssel — monitorozassal- a kornyezeti paraméterek valtozasat
figyelve kovetkeztetéseket lehet levonni a szennyezdanyag mennyiségi, mindségi
valtozasairol. De mit is neveziink szennyezésnek: mindent, ami negativan visszahat
végsO soron az emberre és kornyezetére. Lehetnek szervetlen anyagok pl. fémek,
nitrat stb., szervesanyagok pl. kdolaj és szarmazékai, szintetikus vegyiiletek
(xenobiotikumok), akér mikroorganizmusok is. A szennyez6 forrasok: megsziint vagy
mikodo ipari lizemek, mezOgazdasag, lakossag, szallitas koézben bekovetkezd
katasztrofak. A szennyezdanyag fizikai, kémiai tulajdonsagaitol, a kornyezeti
feltételektdl fliggden a szennyezést kdvetden az anyag sorsa mas €és mas. Jelenlétiik a
kornyezetben egy bizonyos hatarérték felett nem megengedett. Az egyes vegyiiletekre
egyedi hatarértékeket allapitottak meg Nemzetkézi Torvények, de orszagonként
lehetnek eltérések (szigorabb kovetelmények). A két legismertebb szervezet, mely a
szennyezések jelenlétével, eltavolitasaval, szabdlyozasaval, torvények alkotdsaval,
azok betartatasaval foglalkozik Eur6paban az EC = Eurdpai Bizottsag, és Amerikaban
az EPA (Environmental Protection Agency) = Amerikai Kornyezetvédelmi Iroda.

Monitorozassal meghatarozhatd a szennyezdk jelenléte, sorsa, €s a kornyezetre
gyakorolt hatasa is. A biologia, ezen beliil a molekularis biologiai modszerek egyre
nagyobb  segitséget nydjtanak ezen paraméterek meghatarozasiban.  Uj
mikroorganizmusok ¢és katabolikus génjeik felfedezése tobbek kozott a

bioremediacios eljarasok gyors fejlodését tette lehetove.
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Szennyezéanyag

T

nem illékony illékony

b
Leveg6 szennyezés

Széntetraklorid

oldhaté Nem oldhaté CFC-K
talajhoz mineralizalodik Perzisztens
adszorbealodik marad
Viz Talajban
szennyezd mozogva eléri a
talajvizet

peszticidek koolajszarmazékok

peszticidek
Nem Akkumulalédik
bonthaté lebomlik | |vizben, talajban,
taplalkozasi lancban
PAH-0k PCB-, DDT
Kéolaj-
szarmazékok
V.1. abra
A szennyezbdanyag sorsa kornyezetben fiigg az anyag tulajdonséagaitol és a kdrnyezeti
viszonyoktol

V.2. Fizikai, kémiai, biolégiai analizisek

A monitorozashoz sziikséges a folyamatos és pontos mintavételezés. A
pontatlansdg Oridsi hibalehetdségeket vonhat magaval. Fizikai, kémiai, bioldgiai
analizissel egy minta sokféle tulajdonsdga megismerhetd, ezek valtozasai jelezhetik a

szennyezés megjelenését, eltlinését.

V.2.1. Fizikai analizis

Az egyes komponensek fizikai paramétereinek illetve a koriilmények
vizsgélata, melyeknek a szennyezdanyag ki van téve.
- gravimetria: szuszpendalt szilard anyagok-, teljes vagy illékony szilard anyagok-,
és szulfat meghatarozasra
- pH: a tal savas illetve lugos koriilmények korrozivak, és géatoljdk a biologiai

aktivitast, mérése egyszerii — pH elektrod segitségével
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- kolorimetria: a szin és zavarossag a vizmindség szempontjabdl fontos, tobbek
kozott koloriméterrel, spektrofotométerrel mérhetd

- oldott oxigénszint: szintén fontos vizmindségjelzd paraméter, oxigén elektrod
segitségével egyszeriien megmérhetd

- ionok jelenlétének mérése: ammonia, nitrat, nitrit, kalcium, natrium, klorid, stb.
ionok ionspecifikus elektrodokkal mérhetok

V.2.2. Kémiai analizis
Rengeteg modszer all rendelkezésiinkre, hogy egy minta kémiai paramétereit

meghatarozzuk. Az aldbbiakban felsoroljuk a legfontosabbakat:

- kromatogrdfia

TLC = vékonyréteg kromatografia, mellyel szamos vegyiiletet (illékony,
vizoldékony, aminosavak, lipdek, stb) ki tudunk mutatni azéltal, hogy a
komponensek az adott olddszerben eltérd sebességgel vandorolnak a
vékonyrétegen

GC = gazkromatografia, az illékony komponensek kimutatasara alkalmas,
specifikus toltettel rendelkezé hosszu, vékony oszlopon a meghatidrozandd
anyagot is tartalmazo gazt aramoltatnak at, és specifikus detektorokat
alkalmaznak a kimutatashoz

HPLC = nagy felbontasu folyadékromatografia, specifikus toltettel
rendelkezd oszlopon folyadék fazisban, nagy nyomdson aramoltatjak at a
meghatarozando vegyiileteket, ez esetben is specifikus detektorokkal mutatjak

ki a komponenseket

- spektroszkopia
Spektrofotometria = lathato-, illetve ultraibolya tartomanyban szamos
vizoldékony vegyliletnek van elnyelési maximuma, mely alapjan detektalhato,
nyomonkdvethetd egy-egy vegyiilet
infravoros spektroszkopia (IR) = infravorés tartomanyban meérhetd
komponensek, féleg szénhidrogének kimutatisara hasznélhat6
atomabszorbcids spektrofotometria (AAS) = fémek kimutatisara alkalmas

modszer
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- tomegspektrometria
A mintat vdkuumban elektronokkal vagy pozitiv ionokkal bombdézzak,
fragmentek keletkeznek, melyek toltésiik illetve méretiik szerint elvalnak.

Gyakran alkalmazzak egyiitt GC-, illetve HPLC-vel

- immuntesztek

enzimkapcsolt immunszorbens teszt (ELISA), mely a specifikus antigén-
antitest kapcsoldodason alapszik, ahol az antigén a mérendd anyag, az antitest
pedig enzimhez kapcsolt, és specifikus enzimrakcidt 1étrehozva detektalhat6 a
mérendd minta a kapcsolddason keresztiil (leggyakoribb a peroxidaz, esetleg
alkalikus foszfataz enzimek hasznalata)

radioimmun-teszt (RIA), mely hasonl6 elveken miikddik, mint az ELISA, de
itt az antitest izotoppal jeldlt, foleg *1-dal. Ez a modszer nagyon érzékeny,

ezért viszonylag népszerii

A fenti modszerek mellett igen fontos szerepet jatszik a kémiai oxigénigény
meghatarozasa, mely azt az oxigénmennyiséget méri, mely a mintdban 1évé Osszes
szervesanyag eloxidalasahoz sziikséges. Ennek alternativ lehetOsége az oOsszes
szerves széntartalom meghatdrozasa, ahol nem az oxigénsziikséletrél, hanem
konkrétan a szervesanyagtartalomr6l biztosit adatot. Ezt a minta elégetésekor
keletkez0 CO2 tartalom mérésével hatarozhatjuk meg pl. infravoros analizis

segitségével.

V.2.3. Bioldgiai analizis

- sejtszam meghatarozds
Hagyomanyos mikrobioldgiai médszer a mintdban 1évé mikrobdk szamanak
becslésére. Tobbféleképpen is mérhetjiik, pl. szarazsily meghatarozasaval
(centrifugalassal, vagy filtralassal Osszegytjtjiik a sejteket, majd kiszaritjuk a
mintat). Sejtszamlald milszer vagy mikroszkép segitsagavel szintén
meghatarozhaté az Osszsejtszam (bar ez az elpusztult sejeket is méri). EIS

sejtszam meghatarozasa lemez-szdmoldsos modszerrel, vagy az un. MPN =
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legvaldsziniibb sejtszam modszerrel. Specifikusan festhetok az €16 sejtek, igy

mikroszkopban jol elkiilonithetd, szamolhat6.

- Molekularis biologiai modszerek
Segitségiikkel képesek vagyunk tanulmanyozni egy kornyezeti minta
mikrobialis kozosségeit. A szaporitas fliggetlen technikak kifejlesztésével mar
nemcsak a  szaporithatd (az  Ossz. Mikroba szam  1-10%-a)
mikroorganizmusokrdl kapunk informaciot, hanem akér az dsszes, a mintaban
megbujo fajokrol is, melyeket a hagyomanyos modszerekkel sosem
ismerhetnénk meg. A DNS technologidk mellett egyre népszeriibb a fehérjék
tanulmanyozéasa, a proteomika, mely segitségével szdmos 10 informéciot
nyerhetiink egy szennyezdanyag hatasarol, sorsarol a kornyezetben, sot korai
stddiumban kimutathatd annak jelenléte a bontasaban, atalakitdsaban
résztvevd specifikus enzim megjelenésének kimutatdsdval. A molekularis
bioldgiai modszerek Otvozésével nyerhetjik a legjobb informaciot

kornyezetlinkrdl, €s a bekovetkezd valtozasokrol.

- BOI

A biologiai oxigénigény mérésével nemcsak a biologiailag lebonthato
szervesanyagokrol, és mennyiségiikrdl kapunk becslést, de a mintaban
jelenlévd aerob, a szennyezést bontani képes szervezetek jelenlétérdl is.
Hatranya, hogy nem Kkapunk valés adatokat az 0Osszes jelenlévo
szervesanyagrol csak a biodegradalhat6 anyagokat mérjiik.

Alternativ megoldas lehet ha a BOI-t a KOI (az 0sszes oxidalhato anyagot
mérjiik), ill. TOC mérésekkel kombinaljuk. Pontosabb eredményt kapunk, ha
a KOI/BOI aranyat vessziik figyelembe.

A fenti modszerek mindegyike bizonyos szempontbol fontos, vagy elényds.
Vizsgalnunk kell a szennyezdanyago(ka)t, a kornyezetet, és a biodiverzitast. Minden
eset eltérd kezelést, detektalast igényel, ezért nem emelhetjiik ki egyik vagy masik

modszert, st a modszerek kombinacioi vezetnek komoly eredményre.

Kémiai analizis lehetdvé teszi szdmunkra, hogy adatokat nyerjiink az adott

allapotrol, a szennyezés fajtajarol, azonban a kdrnyezetre gyakorolt hatdsokrol kevés

222



informaciot kapunk. A szennyezések monitorozasara frappans €s érzékeny bioldgiai
modszereket dolgoztak ki, melyek jelzik a kornyezet valaszat az adott szennyezésre.
Ezekbe a bioldgiai rendszerekbe tartoznak a bioindikatorok, biomarkerek, specifikus

teszt szervezetek:

- Amikor a szennyezbanyag a természetben egy reprezentativ teljes szervezetére

hat, ezek a bioindikatorok.

- Amikor a szennyezbanyag a kornyezetben ¢l szervezetek fiziologiai,

biokémiai és molekularis jellemzdéire hat, ezek a biomarkerek.

- Teszt szervezeteket hasznalunk a laboratériumban, hogy megvizsgaljuk a

szennyezd hatdsat az €16 kornyezetre.

A bioindikatorok, biomarkerek hasznalata azért elonyds, mert a valos
helyzetben mérheté a szennyezéanyag hatasa, ahol szamolnunk kell komlpex

hatasokkal is.

V.2.3.1. Bioindikatorok

A kornyezetben egy reprezentativ, ép szervezet, melyre hat a szennyezés.
Olyan szervezet lehet, melyen keresztiil a Szennyezés hatisa meghatarozhato,
mennyiségileg megadhatd, széles korben elterjedt, helyhez kotott (nem vandorol el),
egész évben jelen van, konnyen begyljthetd, szenzitiv a szennyezésre. Mi az ami
valtozni fog: dkoldgiai (pl. populéacid stiriiség, a kulcs faj és fajdiverzitas valtozasai),
visélkedésbeli (aktivitds vatozas-tapanyagfelvétel, mobilitds), fiziologiai (pl.
nehézfém akkumulacio, CO2 termelés, oxigénigény) valtozasok, melyek
megfigyelhetdk.
Példak: foldigiliszta, méh, zuzmd, moha, kagylo
- Féleg a moha, zuzmo6 megfeleld, mivel nem mobilis, konnyen begytijthetd, a zuzmd
nagyon érzékeny — levegd mindség vizsgalatra igen jo.
- A méhek az atmoszféra fémszennyezésére hasznalhato bioindikatorok lehetnek. A
méz, a begylijtott pollen, és a viasz fémtartalmat vizsgaljak meg.
- A kagyldk szintén fémszenyezés detektalasara alkalmazhatok vizben (pl. tengerpart

mentén)
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“Vandorkagylok segitségével tesztelik az ivoviz mindségét a csepeli vizkezeld
miiben is. A szamitogépes méromuszerre kapcsolt puhatestiieck pontosabban jelzik a
vizmindség valtozasait, mint barmely mechanikus mérémiiszer. A biomonitor
héonapokig mitkodik feliigyelet nélkiil. Hirtelen fellépé szennyezéskor perceken beliil
vészjelet ad. A kagylomonitor olyan bioldgiai érzékeld- jelzOérendszer, amely
folyamatos, on-line monitorozast tesz lehetévé a felszini vizekben, ivoviz-kivételi
helyeken,szennyvizbevezetéseknél. A rendszer az ¢él6 szervezeteken, tchat a
kagylokon értékeli a vizmindséget €s igy olyan OsszetevOket is vizsgal, amelyekre
egy rutin kémiai analizis nem képes. A komponensek széles korét érzékelé monitor —
napi huszonnégy oraban — honapokig miikddik feliigyelet nélkiil. Hirtelen fellépd
szennyezéskor perceken beliil vészjelet ad, amely utan automatikus mintavételt
indithat el. A Dreissena polymorpha, azaz a vandorkagyl6 rendkiviil érzékeny allat,
reakcidival pontosabban jelzi a vizmindség legkisebb valtozasat is, mint barmely
mechanikus mérémiiszer — tudtuk meg. A kornyezetében bekovetkezé zavarok,
példaul a szennyezés hatdsat a kagyld héjanak zarasaval igyekszik elkeriilni. A
vizmiivek szakemberei ezt a mozgast figyelik és elemzik a kagylokra kotott
szamitogépes miiszer segitségével. Mivel a kagylok dnfenntartoak, a rendszer hosszi
ideig csak minimalis feliigyeletet, illetve karbantartdst igényel, ami nagyon
gazdasagossa teszi muikodését. A Kagylomonitor alkalmazhatdsagat és
megbizhatosagat tobb mint 10 év Ota igazolja az ivoviz elballitasaban, a folyovizek
bioldgiai monitorozasaban, ¢és az aquakultarak védelmében.” (2002.04.11.

Népszabadsag)
- Lepényhalakat tengeri iiledékek, vizmindség monitorozasara hasznaljdk, mert

érzékenyek a megjelend természetidegen szervesanyagokra pl. DDT, deforméciok

1épnek fel a testfelépitésiikben.

- A perifitonok (algadk és cianobaktériumok, melyek a folyovizek kovein telepszenek
meg) szintén megfeleld bioindikatorai kiilonb6zd vizszennyezéseknek. Klorofill
tartalmuk ¢és biomasszajuk mérésével nyerhetliink informécidét a szennyezé€s

rom

mértekérdl, megjelenésérol.

- A szennyezett talajok egyik legjobb bioindikatorai a foldigilisztdk, melyek
akkumuldljak a szennyezést, illetve elkeriilik a szennyezett teriiletet. Toxicitas
teszteket is végeznek veliik, melyben a letalis, szubletélis dozist hatarozzak meg (pl.

TNT szennyezés).
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V.2.3.2. Biomarkerek

A biologiai rendszerekben torténd valtozasokat biomarkerek segitségével
mennyiségileg mérhetjiik, melyek fiziologiai, biokémiai, molekularis bioldgiai
karaktere egy, a kdrnyezetben jelenlévo szervezetnek, melyre hat a szennyezés.

Elonyei:

- hosszabb 1don keresztiil végezhetjiikk a méréseket (ellentétben a kémiai
analizissel, ahol egy adott id6ében gyiijtott, konkrét mintat vizsgalunk)

- egy bizonyos vegyiilet kockazatat jelezni tudja

- informécioval szolgalhat egyedi komponensek vagy keverékek

toxicitasardl a valos és Osszetett kdrnyezetben szubletalis szinten

A biomarkerek 3 csoportba oszthatok: biokémiai-, immunkémiai-, és genetikai

markerek.

V.2.3.2.1. Biokemiai markerek

A szennyezés gén szinten generdl valaszt, megvaltozik azon specifikus
enzimek mennyisége, melyek a szennyezés artalmatlanitdsdban részt vesznek. Ez
esetben az enzim expresszid0 mértéke ad informacidt a szennyezd anyag
koncentracidjarél. A xenobiotikumok detoxifikacigja lehet pl észterdz, amidaz
enzimek hidrolitikus aktivitdsdnak kovetkezménye, de a f& reakcio 4ltalaban
oxidacio, melyet pl. a citokrom P450 enzimcsalad tagjai, oxigenazok katalizalnak.
Tehat a xenobiotikum megjelenése novekvd enzimaktivitdst eredményez.
Emldsokben, novényekben glutation kapcsolt folyamat segiti a detoxifikéaciot, és a
glutation S-transzferaz katalizalja a reakciot. A nehézfémek artalmatlanitdsahoz a
baktériumok metallotionein-, a ndévények pedig fitokelatin fehérjéiket hivjak
segitségiil (V.2. dbra). Gyakran talalkozhatunk az EROD vagy AHH roviditésekkel,
ha biomarkerekrdl hallunk. Az EROD egy ethoxyresorufin-o-detilaz, az AHH aril
szénhidrogén hidroxildz enzimen alapuld teszt, melyeket szénhidrogén és PAH

szennyez¢s detektalasara fejlesztettek ki.
Példak: osztriga — metallotionein fehérje — fémek kimutatasara

kagyl6 — glutation- tobbféle szennyezés detektalasara
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tengeri csillag — citokrém P450 PAH-ok jelenlétében

novények — EROD, AHH - dioxin szennyezésre

Glutathione

Glutathione ->
/ S-transferase
A Cytochrome P450 ; Hidroxilalt
oxidase ~ termék

Phytochelatins
’/V y \
&<
~

A Metallothioneins /

xenobiotikumok —
~

V.2. abra
Xenobiotikumok artalmatlanitasanak kezdeti stadiuma novényekben, baktériumokban

V.2.3.2.2. Immunkemiai markerek

Az antigén-antitest specifikus reakcid kihasznalhato xenobiotikumok
jelenlétének kimutatasara is. Antitesteket eld lehet allitani pl. PCB-K, dioxinok ... stb.
ellen, és ennek segitségével ELISA teszt fejleszthetd ki a szennyezok detektalasara.
De lehet magat a mikroorganizmust is monitorozni, pl. metanogének kimutatasa

anaerob emésztokben ELISA modszerrel.
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V.2.3.2.3. Genetikai markerek

Szamos molekuléris technika alkalmazhat6é a kornyezeti szennyezések
nyomonkovetésére, pl. genetikailag modositott szervezetekkel, antibiotikum-,

nehézfém rezisztens génekkel.

A leggyorsabb, ¢és legérzékenyebb moddszerek egyike a génexpresszio
ellendrzése, mely olyan promoter szekvencidhoz kapcsolodik, melynek terméke
konnyen detektalhatd (pl. szines termék keletkezése, de a legjobb, amikor fény
keletkezik).

Példa: egy E. coli torzsbe lacZ gént (B-galaktozidaz enzimet kdodol) hordozd
plazmidot juttattak, mely génhez hozzdkapcsoltdk az arsR gént (az ars operon
eltavolitasaban a sejtbdl. Amikor e plazmidot hordozoé sejtek antimon és/vagy arzén
szennyezéssel talalkoznak, a plazmidon kodolt lacZ génrdl atirodik az enzim, mely
képes a rendszerbe adott p-aminofenil B-D-galaktopiranozidot hasitani, p-aminofenol
keletkezik, mely konnyen detektalhato. Ezaltal sikertilt egy antimon, arzenat érzékeld

rendszert fejleszteni.

Latvanyosabb, ha zold fluoreszcein fehérjét kodold génszakaszokat épitiink be
azon gének promotereinek szabalyozéasa ald, melyek a szennyezésre reagalnak, igy,

amikor e baktérium toxikus anyaggal talalkozik ,,fény gyullad” benne.

Genetikailag modositott baktériumot lehet nyomonkodvetni folyamatosan, ha
lux gént hordoz, és az adott feltételek mellett folyamatosan lumineszkal. Egy specialis
kamera segitségével nyomonkovethetd jelenléte a kornyezetben, ahol alkalmazzak,

ezaltal valos-idejli mérési eredményeket kapunk.

V.2.3.3. Bioszenzorok

A bioszenzor olyan érzékeld (szenzor v. detektor), amely bioldgiai rendszert v. annak
valamely részét, pl. biokémiai reakciokat, enzimeket, ellenanyagokat, receptorokat v.
mikroorganizmusokat, stb. hasznal fel valamilyen jel felismerésére vagy kimutatasara
(V.3. ébra). Ezek a bioldgiai anyagok szolgaltatjak az érzékelés sajatossagat foként

akkor, ha a mérendd jelet masképpen nehéz szelektiven meghatarozni. A bioszenzor
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rendszerint elektromos jelet hoz 1étre, amely azutan elektromos v. elektronikus
berendezésekkel mar feldolgozhatod. A kiilonbség egy egyszerli enzimteszt €s egy
bioszenzor kozott, hogy az utdbbiban lezajlé reakcio jelatalakitoval kapcsolt, mely
aranyos jelet produkal a jelenlévé molekuldk szdmaval, igy folyamatosan

nyomonkdovethetjiik a valtozasokat.
Elonyei: gyors, nagyon specifikus valasz, érzékeny a rendszer, folyamatos-, valos
idejli érzékelés. ..

Hatranyok: bioldgiai anyag 1évén nem sterilizalhato, ¢letideje véges...

MENNYISEGI ANALIZIS

ADATFELDOLGOZAS
- w Vezet6képesség

Eeherjek orok Optikai

ormon receptoro p — Oxigénelektrod
Lektinek JELATALAKITO lon szelektiv e.
DNS S | BIOLOGIAI ANYAG | pH elektrod
Antitestek Fotodiéda ...
Szervecskék MINTA
Teljes/ép sejtek

V.3. abra
A bioszenzorok alapfelépitése

Ahhoz, hogy az eredmény pontos legyen kozvetlen kapcsolatot kell biztositani
a bioldgiai anyag €s a jelatalakito kozott, amit pl. immobilizaldssal megoldhatunk.

Az egyik legsikeresebb a gliik6z bioszenzor, mely gliik6éz oxidazzal miikddik,
régota hasznaljak a gyogyaszatban is.

Bar a mai napig egyik alapvetd kornyezeti mérési modszer a BOI, sajnos
lasst, ezért alternativ. BOI bioszenzorokat is fejlesztettek, melyek gyorsak ¢és
folyamatos mérést biztositanak. Ezek lehetnek biofilm vagy respirométer tipustiak. A
biofilm BOI bioszenzor esetében egy porézus membran és egy Clark oxigén elektrdd
oxigén-permedbilis membranja kozé tették a biofilmet (V.4. abra). Az oxigénszint

valtozasaval nyomonkovethetdé a mikrobidlis aktivitds, ezen keresztiil detektalhatd a
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lebontandd anyag mennyisége, annak valtozasa. A respirométer BOI modszer kis
bioreaktort hasznal, ami egy mikroorganizmus tartalmu oxigénelektroddal kapcsolt. A

mintat az elktrodon keresztiil adjuk, és a valaszt is ezen keresztiil nyer;jiik.

r Eziist klorid m Eziist kI_orid
elektrolit elektrolit
Eziist anod - Eziist anod
platinum katéd
platinum katéd
gaz ateresztd
teflon membran Immobilizalt
membran . . mikroorganizmusok
dializis membran
Hagyomanyos Clark oxigénelektréd BOI bioszenzor

V.4. abra
Biofilm BOI bioszenzor
Minél tobb a metabolizalhat6 anyag a tapoldatban, annal nagyobb a metabolikus
aktivitasa a sejteknek, ezaltal gyorsabb az oxigénredukcid, ez mérhetd az elektroddal

Mikrobialis lizemanyagcella alapi BOI bioszenzort is fejlesztettek [Chang és
mtsai 2004], melyben az andd és a katod egy kationcseréld gyantaval van elvalasztva,
¢és elektrodok grafit érzékeld tipustiak. A kamrat aktivalt iszappal toltottek meg
mindkét oldalon, és az andd feldl szennyvizet, a katdod oldalon levegdvel telitett
csapvizet aramoltattak (V.5. 4bra). A keletkezd aramerdsséget mértek, mely a
szennyviz BOI értékével aranyos.

Peszticid jelenlétet kimutatd bioszenzorok pl. kolin oxiddzzal kombinalt
acetilkolin  észteraz enzim alapiiak lehetnek. Ugy miikodnek, hogy az
acetilkolinészterdz az acetilkolint kolinnd alakitja, és a kolin oxiddz tovabbalakitja azt
betainnad és hidrogén peroxidda. A H,O. képzdodés detektalhatdo oxigénelektroddal.
Mivel a peszticidek gatoljak az acetilkolinészteraz enzim aktivitasat, igy kevesebb
peroxid keletkezik, ami Kisebb jelet ad, ezaltal becsiilhetd a toxikus hatas, illetve a

peszticid koncentracio.
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mas oxigenazok segitségével a fenol katekolld, ill. kinonna alakul. Az oxigenaz
enzimek katalizalta reakidhoz oxigénre van szilkség. Ha a rendszerbe
oxigénelektrodot kapcsolunk, mérhetd az oxigén felhasznalas. Az enzim aktivitast
toxikus anyagok gatolhatjak ezaltal csokken az oxigén felhasznalas, ami
detektalhaté (mar 50 ppb konc. szint csokkenést mérni lehet). Fémszennyezés
kimutatdsdra is hasznalhatdo, mivel a fémek inaktivaljdk az oxiddzokat,
dehidrogenazokat. Baktérium kultaraval és egyszerhaznélatos képernyémasolod
elektroddal kombinalva 1étrehozhat6 egy fémdetektald bioszenzor.

Gazok kimutatdsdra még nem fejlesztettek ki megfeleld bioszenzorokat, csak a

CO2-ra, melyben szintén oxigénelektrodot hasznaltak, mely baktérium-kapcsolt.

Mérémliszer

Szennyviz
A
| —  Grafit
‘// elektrédok
-] Katéd
Anéd o Rao
\__“* "
Kation-
T [ cseréld
ol membran
/—‘/”
Aktivalt —
iszap
A 4

Levegodvel telitett
csapviz

V.5. abra
Mikrobidlis tizemanyagcellan alapulé BOI bioszenzor

A bioszenzorok olcsod, megbizhatd, preciz kdrnyezeti monitorozast tesznek
lehetdvé, raadasul valos-idejli analizissel.
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V.2.3.4.Toxicitas tesztek

A toxicitas tesztek altalaban egyféle szennyezdvel kivitelezett biotesztek,
melyekben azt vizsgaljuk mekkora egy anyag letalis dozisa egy specifikus biologiai
rendszerrre.

Az egy fajt alkalmaz6 tesztek kozott nagy szamban talalhatéak rovid ideig
tartd vizsgalatok, melyek valasza a szennyezdanyag akut toxikus hatasat mutatja, €s
csak kevéssé képesek a hosszl tdva hatdsok jelzésére. Az akut hatdsok jelzdszamaul
az LC50-et (Lethal Concentration 50 - amely a vizsgalt faj 50 %-anak elpusztulasat
eredményezd koncentracid) hasznaljak.

A tesztorganizmust koriiltekintéen kell kivalasztani, hogy a kapott
eredmény alapjan kovetkeztetéseket vonhassunk le a magasabb trofikus szintek
¢lolényeire. A kiilonboz6  tesztorganizmusok  érzékenysége egy  adott
szennyezOanyagra nagy valtozatossagot mutat. Egy Okoszisztéma érzékenységét a
legérzékenyebb  fajok  érzékenysége hatirozza meg. Ezért gyakran a
szennyezdanyagra legérzékenyebb fajt valasztjuk tesztelésre. Természetesen ezen elv
megvaldsithatdsaga csekély, hiszen az dkotoxikologiai tesztelést erdsen bonyolitana
az esetrdl esetre tOrténd tesztorganizmus valasztas. Ezért biotesztelésre olyan
tesztorganizmust célszerli hasznalni, amelynek mar ismerjik az érzékenységét
kiilonb6zd szennyezdanyagokra (Gruiz K.: BM jegyzet).

Az egy fajt alkalmazo tesztek tobbnyire egyszerli laboratoriumi vizsgalatok,
igy az abiotikus viszonyokat (hOmérséklet, paratartalom, minta allaga) allando
értéken tartjak. Ez azt jelenti, hogy a szennyezd-anyagokat természetes viszonyaikbol
kiemelve, vagy azokat megvaltoztatva hozzak kapcsolatba a tesztorganizmussal, ami
modosithatja a szennyezdanyag hozzaférhetoségét és ezaltal aktualis toxicitasat.

Toxicitas teszteket mar régdta hasznalnak, az els6k egyike egy algateszt,
melyet 1964-ben fejlesztettek ki vizmindség vizsgalatokra (Skulberg 1964). Azota is
a legnépszeriibbek az alga (féleg édesvizi algdkat hasznalo) tesztek. A legtobb alga
teszben 3-4 nap alatt megjelenik a tesztorganizmus valasza az adott
szennyezdanyagra, csokken a szaporodas mértéke, melyet az un. ECsp szdmmal
jellemeznek (Effective Concentration 50 — a vizsgalt anyag tesztorganizmusra

gyakorolt maximalis hatdsanak a fele) (V.6. dbra). A toxicitas teszt eredményét
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befolyasoljak az adott koriilmények, pl. teszthez felahsznalt fajok, térfogat,
fényintenzitas, stb.

Az édesvizi algdk mellett mas vizi Iényeket is lehet hasznalni tesztorganizmusként,
pl. mikroalgak, perifitonok, fitoplanktonok, ¢és a tengeri algdk a tengervizek
mindségének tesztelésére. Magasabb rendliek szintén szerepelnek a listdn, az
izeltlabuak koziil a vizi bolha, vagy a garnélardk, gerincesek koziil leggyakrabban
halakat haszndlnak. Végiil a taplalkozasi lanc legmagasabb szintjén is valasztottak

tesztallatokat, elsdsorban madarakat.
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szennyezdanyag koncentracié (mg/l)
V.6. abra

ECso érték meghatarozasa
(a vizsgalt szennyezdanyag hatdsa a tesztorganizmus szaporodasara)

A kovetkez6 néhany sorban egy-két ismertebb toxicitas tesztet mutatunk be. A
legkedveltebbek és leglatvanyosabbak a ,,vilagitd” tesztek, lumineszkalo
szervezetekkel (Photobacterium fisceri, Photobacterium phosphoreum). Ezekben a
tesztekben 15 perc az expozicids 1d6, amig a tesztorganizmus a vizsgalando anyaggal
taldlkozik. A fényintenzitds csokkenése jelzi a toxikus hatas mértékét. Pl.:
MICROTOX, BIOTOX, ToxAlert, stb.

Az Ames tesztet szinte mindenki ismeri, a gyogyaszatban leggyakrabban
alkalmazott teszt. Olyan vegyiiletek vizsgalatara fejlesztették ki, melyek a

tesztorganizmusokban mutéaciokat képesek létrehozni. A teszt tartalmaz egy hisztidin
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mutans Salmonella typhimurium baktériumot, melynek szaporodasahoz hisztidinre is
sziikksége van, valamint a teszt vegyiiletet patkdnymdj kivonattal egyiitt. A
patkdnymadjra azért van szilikség, mert vannak olyan vegyiiletek, melyek bizonyos
enzimek hatdsdra valnak mutagénné, ¢és ezen enzimek nincsenek meg
baktériumokban, csak emldsdkben. Ha a vizsgélt vegyiilet mutagén, akkor reverz
mutacio 1ép fel a Salmonella-ban, és igy képes lesz szaporodni hisztidin nélkiil is. A
megjelend baktériumtelepek szamabol lehet kdvetkeztetni a mutagén hatds mértékére.

Szamos Uj toxicitas teszttel taladlkozunk ma mar, egyre tobb a molekularis

bioldgiai markereken alapul6 teszt.

Osszefoglalva a kornyezet monitorozasara a molekularis biologiai és
rekombinans technoldgidk pozitiv hatdssal vannak. Lehetévé valt a mikroba
populacié vizsgalata in situ a mikroorganizmusok szaporitasa nélkiil. Raadasul uj
fajokat lehet felfedezni, és a rekombinans technoldgia bevetésével egyre jobb

bioindikatorok, biomarkerek hozhatok 1étre.

V.3. Mikrobialis diverzitas

A hagyomanyos mikrobioldgiai technikdkkal (izolalds, tiszta tenyészet
fenntartasa laboratoriumban) tanulmanyozhaté prokariotdk ardnya a vizsgalt
kornyezeti mintaktol fiiggben 0.01 és 15 % kozott mozog, a teljes prokariota
¢lovilagra kivetitve ez az érték 0.2-0.5 % lehet (1. tablazat). A kornyezeti
mikrobiologia, a prokariotdk oOkoldgidja gyakorlatilag kizardlag a 16S rRNS
szekvencidkon alapul6 technikakkal tanulméanyozhato a teljesség igényének feladasa

nélkiil.
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A Fo1don elofordulé fajok becsiilt szama A szaporithaté mikroorganizmusok

aranya a kiilonb6z6 él6helyeken

Noha a mikrobak kozponti szerepet jatszanak a biotikus folyamatokban,
nagyon keveset tudunk valos sokféleségiikrél. Jelenleg kb 5000 prokariota fajt
ismeriink, de a becsiilt szamuk tobb mint 108! A molekuldris technikak fejlodésével
lehetdségek nyiltak a laboratoriumi koriilmények kozott nem  szaporithatd
mikroorganizmusok megismerésére, izolaciojara. Ezek genetikai és biotechnologiai
jelentdsége  hatalmas, féleg, ha arra  gondolunk, hogy az ismert
mikroorganizmusokkal mennyi mindent el tudunk érni.

Mostandban egyre tobb tanulmany foglalkozik a biodiverzitassal, és gy
tlinik, hogy a prokariotak sejtszdma meghaladja az eukaridta sejtszamot a Foldon, sot
egyes szerzOk kiszamoltdk, hogy az 0ssz prokaridta biomassza is nagyobb, mint az
eukaridta biomassza (azaz nemcsak tobben vannak, de Gsszsulyuk is nagyobb).
Természetesen ezek a vélemények becsiilt értékeken alapulnak, hiszen fentebb
emlitettiik, hogy még az 1%-at sem ismerjilk a tényleges prokariota fajok
mennyiségének.

Miért fontos szdmunkra, hogy megismerjiik a lehet6 legtobb mikroba fajt?
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- Alapvetd szerepet jatszottak a bioszféra kialakulasaban. Az els6 él6lények
voltak a Foldon és uralmuk kb 3,5 milliard évig tartott. Az aerob koriilmények
kialakuldsaban is dont6 jelentdségiik volt.

- A biogeokémiai cikulusok a mikrobdk koézremikodésével teljesek.
Kiilondsen a N és S ciklusok, valamint a fémek redukcio-/oxidacioja a prokariotak
aktivitasa nélkiil elképzelhetetlen volna (ma mar ismeriink olyan mikrobakat, melyek
veszélyes, radioaktiv fémek elektrontranszferjébdl nyernek energiat).

- Meglepden nagy fizioldgiai és biokémiai valtozatossagot mutatnak. Pl.
Iépesek redukalt szervetlen vegyiileteket energiaforrasként (elektron donorként)
hasznositani kemolitotréf metabolizmusukhoz, vagy oxidalt szervetlen vegytileteket
elektronakceptorként anaerob 1égzésiikhéz. Bizonyos metabolikus utakat csak
prokariotaknal figyeltek meg (a prokariotak metabolikus, fizioldgiai és genetikai
diverzitasa sokkal nagyobb, mint a magasabbrendi szervezeteké)

- képesek talélni extrém korilményeket (pl. 121°C-os hdéforrasokban,
mélytengerekben nagy nyomads alatt; jégben; extrém alacsony pH kornyezetben;
telitett s6s oldatban). Mindenhol megtalaljuk oket, ahol a fizikai-kémiai feltételek
lehetdvé teszik az életet. Gyorsan adaptalédnak a megvaltozott kdrnyezethez, olyan
vegylileteket is bontani képesek, melyek természetidegenek.

- Endoszimbiotikus kapcsolatot képesek 1étrehozni magasabb rendi
szervezetekkel, mely kapcsolat eszencialis, mivel a mikrobdk olyan biokémiai
folyamatokat katalizalnak, mint pl. eszencialis aminosavak, vitaminok szintézise, stb.

A fentiek alapjan egyértelmii, hogy a prokariotak kdzponti szerepet jatszanak
az ¢letiinkben, a Foldon, ennek ellenére nagyon kevés ismerettel rendelkeziink roluk.
Ennek {6 oka, hogy a mai napig csak nagyon kis szazalékat lehet tisztan kinyerni,
szaporitani az  Osszmikroba fajnak. Ha nincs tiszta kultra, nincs
megismerhetd/jellemzehetd egyedi tulajdonsag.

A molekuldris technikdk fejlodése kovetkeztében a mikrobidlis taxondmia
reneszanszat ¢€li. Rekonstrudlni lehet a filogenetikai Osszefiiggéseket. A nem
szaporithatdé mikroorganizmusokrdl is szamos informaciot nyerhetiink.

A legjobban a rRNS analizis terjedt el, de sok mdas moddszert is

alkalmazhatunk a molekularis mikrobialis 6koldgiaban (V.7. abra). Miért is jO az
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rRNS technika? A riboszomalis RNS-ek mindenhol jelen vannak az ¢élévilagban,
szekvencidjuk Osszehasonlito analizise univerzalisan alkalmazhatd, melybdl
kovetkeztetni tudunk a szervezetek kozotti kapcsolatokra/rokonsagra. Az RNS
molekuldk erésen konzervalt szekvencia szakaszai varidbilis  régiokkal
kombinalédnak. A konzervalt régiok miatt lehet univerzalisan hasznalni, mig a
variabilis régiok a faj, csalad szintli megkiilonboztetést teszik lehetove.

A kiilonbozo élohelyek mikrobidlis sokféleségét akkor tudjuk analizalni, ha a
teljes genomot kinyerjiik a vizsgaland6 éléhelyrdl gyiijtott mintabol. A kovetkezd

részben a talajbol kinyert genetikai anyaggal foglalkozunk.

V.4. Talaj metagenom
A talaj nagyon Osszetett élohely. A talaj mikroorganizmusai altalaban a

talajmatrixhoz kapcsoléodnak. A sejtek lehetnek egyediil, vagy mikrokoldniat
alkotnak, gyakran poliszaharid burokba agyazva. A mikrokornyezet jelentdsen
befolyasolja a sejtek szaporodasat, aktivitasat. Két egészen kozeli mikrokornyezet is
nagyon eltérhet egymastol. Ez a heterogenitds eredményezi a mikrobidlis él6helyek
nagy valtozatossagat ¢s a mikrobdk sokféleségét. A mikrobialis heterogenitds a
talajban feliilmil minden méas kornyezetet, kimutattak, hogy 1 g talaj tobb ezer faj
akar 10 milliard egyedét is tartalmazhatja! Jogos tehat a varakozas, hogy a talaj
metagenom genetikai sokfélesége még tartogat meglepetéseket, és gazdag forrasa

lehet ipari jelentdségli enzimek, bioaktiv anyagok felfedezésének.
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V.7. abra

Altalanosan hasznalt technikak a molekularis mikrobilis 6kologiaban

V.4.1. DNS kinyerése a kornyezeti mintabol

Komoly problémat jelent, hogy az in situ megfigyelhetd mikroba sokféleség,

¢és a szaporitd tapon in vitro szamolhato telepszamok (szamlalasi anomaliak) kozott

eltérés mutatkozik. Torsvik és Goksoyr az 1970-es évek végén ramutatott a

mikrobidlis DNS koézvetlen izolacidjanak lehetdségére kornyezeti mintakbol. Késdbb

Pace és mtsai ezt meg is valositottdk: a metagenomot egy korny-i mintabol

extrahaltak, részlegesen emésztették, a fragmenteket vektorba ligaltak, E. coli-ba

klénoztak, és az rRNS-ket kodold géneket vizsgaltak.

A talaj a legjobb kornyezet a mikrobidlis sokféleség vizsgalatara, de komoly

hatranya, hogy a DNS kinyerése soran huminsavak is extrahalddnak, melyek gatoljak

a molekularis munkakat.

Kétféle extrakcids modszer lehetséges:

o Kozvetlen lizis, melyet a DNS tisztitasa kovet

A sejtek lizisére gyakran magas hdmérsékletet,

mechanikai torést vagy fagyasztas-olvasztds modszert alkalmaznak. Egyszerti
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extrakcios eljaras. Jobban reprezentalja a minta valos mikrobidlis diverzitasat.
Leggyakrabban ezt hasznaljak, mivel sokféle talajra alkalmazhato, kevésbé
laborigényes, tobb DNS nyerhetd. Hatranya, hogy kisebb DNS fragmentek
keletkeznek.

Frakcionalas alapu (kozvetett): a baktérium sejteket eldszor kinyerjiik
tisztan, (esetleg felszaporitjuk), majd ezt koveti a sejtek lizise, a DNS
kinyerése. Olyan talajmintdk esetén elényds, ahol nagy mennyiségli olyan
anyagot talalunk, amelyek zavarjadk a DNS izolaciot (pl. huminsavak). Tiszta,
nagyobb, jo integritaisi DNS fragmentek nyerhetdk, nagy-inszert konyvtar

készitésére alkalmas.

Attol fiiggden, hogy mi a célunk hasznalhatjuk a két mddszer egyikét, pl. egy

egyedi enzimet kodoldo gén kinyeréséhez alkalmazhaté az elsé6 megoldas, mig

multifunkciondlis enzimeket kddold géncsoportok izoldldsdhoz célszerli a masodik

modszert hasznalni.

A genetikai anyag 0dnmagaban azonban nem elegendd a mikrobialis kornyezet

megismeréséhez, hiszen benniinket elsésorban az érdekel, hogy mit tudnak ezek a

mikrobak. Milyen szadmunkra, és a kornyezet szamara fontos tulajdonsagot

hordoznak, milyen fehérjéket képesek szintetizalni, stb. Hogyan juthatunk ezekhez a

fontos ,,termékekhez’:

A szaporitds alapii és metagenom alapu biokatalitikus termék Kkinyerés

Osszehasonlitasa (V.8.abra):

A szaporitas alapu megkozelitéssel a jelenlévd mikrobaknak csak egy részét
lehet szelektdlni ¢és szaporitani tiszta kultraban. A  szaporithato
mikroorganizmusok jellemezhetdk, fermentalhatok, és a termék kozvetlentil
kinyerhetd, vagy a gének tovabbi tisztitdsa, klonozdsa és expresszidja
sziikséges.

A nem szaporitott/szaporithatd mikroorganizmusok viszont csak genomjuk
extrakciojaval hozzaférhetok. Ez esetben az adott kornyezet Osszes
mikroorganizmusanak teljes genomjat izolaljuk és klonozzuk egy gazdaba (pl.

E. coli) a tovabbi vizsgalatokhoz és termék termeltetéshez.
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V.8. abra
Biokatalitikus termék kinyerésének két utja

V.4.2. Metagenom analizis

Az a felismerés, hogy a kdrnyezetben ¢l6 mikroorganizmusok nagy tobbsége nem
szaporithatd standard modszerekkel 0sztonzdleg hatott a metagenomika fejlodésére,
melyet ugy definidlhatunk, hogy a mikroorganizmusok szaporitdsa nélkiili genom
analizis. Két tipusat kiilonboztetjiikk meg (V.9. dbra):

1. Funkcio-alapti analizis, melyben eredendden a kifejez6dd tulajdonsdgokra

kerestlink
2. szekvencia alapu analizis, mely esetben a konyvtarat egyedi DNS szekvenciak

keresésével hozzak 1étre
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V.9. abra

Metagenom analizis lehetdségei

Amikor egy kornyezeti mintabol kifejezetten egy bizonyos funkcidt szeretnénk
megtalalni, akkor alkalmazhatoak az alabbi kisérletek. Pl. egy bizonyos enzim

aktivitasat szeretnénk kimutatni, nyomonkovetni. Tobb megkdzelités is lehetséges

(V.10. abra):

1. Brom-jeldlt uracilt juttatunk a vizsgalt mintdba. Amennyiben van metabolikus

aktivitasa a mintaban megbujo sejteknek, az adott szervesanyagot képesek
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atalakitani, akkor a reakciot katalizald enzimek transzkripcioja, transzlacidja
is megtorténik. Mivel az uracil az RNS-ekbe épiil be, ha képzddik RNS a
vizsgalt mintaban a RNS kinyerése utan a brom segitségével kimutathatd, és
meghatarozhatd a szekvencia analizise alapjan milyen enzim volt aktiv.

2. Izotop jelolt szubsztratot (3C-mal) juttatunk a mintidba, amennyiben van
metabolikus aktivitas, az izotop jelolt szén molekula beépiil a sejtanyagba, és
az izoléacio6 utan izotopos méréssel kimutathatd

3. A mintabol kinyert DNS darabokat vektorokba épitjiik, melyeket gazdasejtbe
(pl. E. coli) juttatunk. A felszaporitott klonok enzimaktivitasat vizsgaljuk az
adott szervesanyagon. Amelyik klon képes szaporodni, az hordozza a

lebontasért felelds enzim(ek) génszekvenciajat.
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V.10. abra
Specifikus DNS dusitasa kornyezeti mintabdl kiilonboz6 technikakat alkalmazva

A fent felsorolt technikdkon kiviil még nagyon sokféle lehetdség van a genomok

vizsgalatara, azonban azok megértéséhez komoly molekularis biologiai alapok

sziikségesek, ezért ezeken a lapokon erre nem tériink ki.
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Bevezeto

Bar sok mikroba eléfordul talajban, természetes vizekben, a lebontd folyamat
soran hasznalt sejtek esetén torekedniink kell arra, hogy a sejtek ne tdvozzanak el a
reakciotérbol, egyrészt, hogy a bontd aktivitds ne higuljon, ne vesszen el, masrészt,
hogy ne szennyezziik a tisztitott kornyezetet.

A mikroorganizmusok tobbsége életciklusa bizonyos szakaszaban igyekszik
egy szilard feliilethez kotddni [Akin 1987], vagy egymaéssal kapcsolodni (mint
biofilm vagy granulumokként) [Sanchez 1994] (VI.1. abra). Erre a tulajdonsagukra
alapozva az 1980-as évek elején intenziv kutatdé munka folyt enzimek, sejtek
immobilizalasat megoldo eljarasok kidolgozasara. Az ¢él6 sejtek polimer gélbe zarasat
¢és gélen beliili novekedését eldszér Updike és mtsai irtak le 1969-ben [Phillips 1988].
Azota szdmos szellemes modszert kisérleteztek ki a vildg tobb kutatd
laboratériuméban [Phillips 1988]. Elterjedtek ezek a rogzitd eljarasok a fermentéalo
folyamatokban, a bioreaktorokban egyarant kiszoritva a hagyomanyos szabadsejtes
miiveleteket. Az immobilizacids technikak elénye, hogy nagy sejtstirtiséget lehet
elérni a lebontd vagy atalakité folyamatokban, és a miivelet végén olcson és

hatékonyan el lehet tavolitani a sejteket.

Lpp (29 aa) |-Gly-lle-{ OmpA (aa 46-159)| | linker (11 2a) | | AmCyan (228 aa)
228 aa
252 aa
353 aa

Lpp = lipoprotein
OmpA = outer membrane protein A
AmCyan = cyan-fluorescent protein

outer membrane

VI.1. abra
A sejtek a szilard felszinhez egy/tobb fehérjén keresztiil kapcsolddnak
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VI.1. Az immobilizalas jelentésége, elényei, hatranyai

Az immobilizalas a sejtek, szovetek, fehérjék kotodésének vagy bezardsanak
kiilonbézd formadit dsszefoglalo fogalom a biotechnolégidban.
Tudomanyos ¢€s ipari jelentdsége pl. aminosavak, szerves savak, antibiotikumok,

szteroidok, enzimek eléallitasa, kornyezeti alkalmazasuk is egyre jobban terjed.

Elonyei:
. Védjiik a rogzitett sejteket a kiilsé behatasoktol, valamint megakadalyozzuk
eltavozasukat a reakciotérbodl
. Allati és novényi sejteket, szdveteket is lehet immobilizalni
. Szamos biokatalitikus rendszer szdmara elényds
. Javul a metabolikus aktivitasa a sejteknek
. Plazmid stabilitas n
. Kisebb a fertdzés veszélye

. Konnyebben tarolhatd

Milyen paramétereknek kell megfelelnie egy jo hordozonak:
. Nem-toxikus
. Nem szennyez6
. J6 mindségli, hosszu élettartam
. Biztositott legyen a sejtaktivitas és denzitas

. Biztositott legyen a sejtek kijutasa a célhelyre (ha sziikséges)

Hatranyok:
. A szaporodd sejtek kiszabadulhatnak az immobilizdl6 anyagbol, ha
szétfeszitik azt
. A diffazios barrier a matrix, vagy a nagy sejtsiiriség miatt névekedhet

. Aerob rdsz-knél az oxigénhez gatolt lehet a hozzaférés
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VI.2. Immobilizalasi stratégiak (V1.2. abra)

1. feliileti adszorpcid

2 bezaras (2a:encapsulation, 2b: entrapment)
3 Keresztkotés

4. biofilm képzés

5 aggregatum képzés, flokkulacié

6 hordozohoz kotés (ionos, kovalens)

VI1.2.1. Hordozok

Természetes polimerek:

agar, agardz, alginat, karragenan, celluloz,

kollagén,

Szintetikus polimerek: 6 LEEFpPPP

poliakrilamid, polisztirén, poliuretan VI1.2. abra
Immobilizalasi stratégiak

Egyeéb:

iiveg, keramia, agyag, apatit, alginit,

ioncseréld gyantak

VI1.2.2. Immobilizalas felileti rogzitéssel
A sejtrogzitési eljarasok kiilonféle fizikai/kémiai kdlcsonhatason alapulhatnak

[Akin 1987, Phillips 1988]. A sejtek természetétdl és a kornyezettdl fiiggden
hasznalhatunk szilard hordozdkat (pl.: granuldtumokat: zeolit, liveggyongy, égetett
agyag, stb.) a sejtek adhézidjara, vagy adszorbcidjara. Kialakithatunk
keresztkotéseket a sejt és egy hordozd, és sejt-sejt kozott is, hisz a sejtek fala
tartalmaz olyan funkciés csoportokat (-NH2, -OH, -COOH), melyek alkalmasak
kovalens kotések kialakitdsara. Ezen az alapon hoztak létre keresztkotéseket sejtek és
kiilonféle hordozok (ioncseréld gyanta, szilika gél) kozott [Akin 1987]. Ezekben a
modszerekben a sejteket alapvetden a hordozo6 anyagok feliiletén rogzitették.

A Mavicell-Si sziliciummal nehezitett, celluloz alap, gyongy formaju

hordozé (a Zoltek Rt. cég gyartmanya), melynek rendkiviil nagy feliilete elénydsen
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hasznalhato sejtek adszorpcidjara. Szerkezeténél fogva igen kiterjedt makro- ¢és
mikroporus rendszert tartalmaz. Rogzités szempontjabol atmenetet képez a feliileti
adszorpcids €s a bezarason alapuld immobilizacids technikdk kozott, mert a sejtek
nemcsak a celluléz gyongy feliiletén, hanem a belsejében is kitapadnak a celluléz

szalakhoz.

VI.2.3. Immobilizalas bezarassal
Alkalmazhatunk olyan lireges szerkezeteket, melyek kis molekuldk szaméra

atjarhatoak, viszont a sejteket egy térrészen beliil rogzitik. Az egyik legalkalmasabb
rogzités tipus olyan gél kialakitasa, melybe a sejteket kiilonbdzé polimerek in situ
térhalositasa segitségével zarjuk be. Az ilyen térhalds polimerek egyarant lehetnek
egy- és tobbkomponensiiek. Természetes gélek (mint pl.: az agar, agardz, alginat,
karrageenan, kollagén, gliikkan, zselatin), kémiailag modositott természetes polimerek
(pL.: celluloz- acetat) és szintetikus gélek €s polimerek (poliakrilamid, poliazetidin,
polihidroxi-etilmetakrilat, stb.) mind alkalmazhatok sejtek immobilizalasara,
bezarasara [Akin 1987; Phillips 1988].

Természetes polimereket alkalmaznak mikrobidlis, névényi és allati sejtek
bezarasara, enzimek, sejtalkotok rogzitésére [Phillips 1988, Stormo 1992]. A sejtek,
enzimek természetétdl, €s a kisérletek céljatdl nagymértékben fiigg, hogy melyik:
feliileti rogzitésen vagy bezarason alapulo eljaras a célszerlibb [Akin 1987]. A sejtek
bezarason alapuld immobilizalasa esetén néhany fontos paraméterre oda kell figyelni,
pl. a gél gyongyok atmérdje, rugalmassaga, permeabilitasa az alkalmazott pufferrel,
vegyszerrel szembeni stabilitdsa. Stormo és mtsai olyan immobilizald késziiléket
allitottak Ossze [Stormo 1992], mely egy lyukacsos csovon keresztiil, alacsony
nyomason a sejtekkel elkevert monomer oldatot atspricceli a polimerizal6 folyadékba
(VL.3. abra). Ezzel a modszerrel rendkiviil apré 2-50 uM atmérdjii gyongydket tudtak
késziteni, melyek teljesen atjarhaték voltak az oxigén szamara. Mig a 2-3 mm
atmérdjli gyongyok esetén az immobilizalt sejtek aktivitdsa elmaradt a szabadsejtes

aktivitastol, a mikrokapszulakban ez az érték kozel azonos maradt.
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Gelling zone

VIL.3. abra
Alginat gyongyok képzése, ez esetben a gélesitd oldat CaClz-ot tartalmaz (mas
polimerek esetén mas gélesitd folyadékot hasznalnak)

VI2.3.1. .Alginat
Az alginat a legnépszeriibb olyan természetes polimer [Protan 1977; Akin

1987], melyet immobilizalasra hasznalnak. Barna algabol nyerik. Ebben a linearis
kopolimerben B-D-mannuronsav és o-L-guluronsav molekulak 1,4-glikozid kotéssel

kapcsolddnak egymashoz (VI.4. abra).

ooc on ‘ooc  OH ooc
o HO o
o 0" N / OH

OH d 1o | ; 0. Lo &

o t ‘ooc  OH 5

OH
= o
OH = OH
ooc
1 el 4 . ol 4 ) pl 4 i pl, 4 )
G(C,) » G(:C.) « M*C)) o M(%C)) ___, G(IC))
G = guluronat M = mannuronat
VI1.4. abra

Az alginat szerkezeti képlete

A polimerlancon beliil mind a két fajta monomerbdél homopolimer blokkok
talalhatoak, és a blokkokat mindkét molekulat tartalmazo kevert szakaszok vélasztjak

el (VL.5. abra). A polimer viszkozitasdt a molekuldk atlagos méretén kiviil a

guluronsav tartalom hatarozza meg. A guluronsav molekuldk képesek Ca2* jonon
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keresztiil egymassal kapcsolodni, ez az oka, hogy a guluronsav blokk tartalom a f6
meghatarozoja a gél szilardsaganak, porusméretének és stabilitdsanak [Martinsen
1989].

alginat

L
$%nﬁ% g“&%

M-gazdag régio G-gazdag régid

T M frakciot jelképezi
% Keresztktott G frakciot jeloli

VLS. abra
Az alginat polimer térhalds szerkezétének kialakuldsa

Az alginat nagy el6nye, hogy nem toxikus, konnyen kezelhetd, semleges
koriilmények kozott stabil, és a kornyezetbe keriilve lebomlik [Protan 1977; Akin
1987]. Alkalmazaséaval a sejtek csak viszonylag enyhe kezelésen mennek keresztiil
(VI.6. é&bra), mert szerkezete kompatibilis a legtobb ¢l6 sejt falaval, kémiai
modositasra egyaltalan nincs szilikség.

Megfigyelték, hogy a gélgyongyok nagysaga jelentdsen befolydsolja a sejtek
anyagcseréjét [Kurosawa 1989; Martinsen 1991]. Megallapitottak, hogy 0,1-0,2 mm
atmérdjii gyongyok esetén optimalis az oxigén diffuzi6 [Kurosawa 1989], ugyanakkor
figyelembe kell venni azt is, hogy az egészen apré gyongyoket nehéz kezelni, ezért a

legtobb eljarasban 0,8-5,0 mm atmérdji gyongyodket hasznalnak [ Akin 1987].
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[atmicoiaa |

| Metabolitok, anyagcsere termékek |

./ ' A gélagy porusméretét
Gt meghalad6 idegen anyagok | Idegen mikrobak |

CacCl, oldat

VI.6. abra
Az alginat gélagy kialakitasa egyszerd, sejt- €s kornyezetbarat modszer

Onmagaban az alginat gél nem képes tokéletesen visszatartani a sejteket,
(porusméretét jelentésen befolyasolja a Ca?* koncentracid). Az eljarast tovabb
fejlesztettiik, minthogy kornyezetvédelmi szempontbol fontos, hogy a sejtek ne
jussanak a kornyezetbe. Az alginat mellett gelrite polimert alkalmaztunk, mely

segitségével meg tudtuk akaddlyozni a gyongyok szétesését [Kovacs 1991, Perei
1998].

V1.2.3.2. Gelrite
A gelrite természetes anionos heteropoliszacharid, mely rigid, torékeny, agar-

szerli gél [Shungu 1983]. Egy ismétlddd tetraszacharid egységbdl felépiilé polimer,
gliikoz, gliikkuronsav és rhamnoéz molekulak épitik fel (VI.7. abra).
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CH,OH OH CH,OH OH OH

o o o O o
OH CH,
o o o OH o/ —oT
o OH

OH COOH

VI.7. abra
A gelrite szerkezeti képlete

A gelrite egy- és kétértéki ionokkal is gélesedik, de a kétértékii kationok sokkal
alkalmasabbak a térhalo kialakitdsara alacsonyabb koncentracidban is. Ezek a
tulajdonsagok hasonlitanak a széles korben hasznalt agar-agarhoz. Elénye az agarral
szemben, hogy kevesebb anyagot kell haszndlni, és nagyobb tisztasagu. Magas
hémérsékleten stabil, ellenall az enzimes lebontasnak, nem toxikus. Kozelitleg
100°C-ra kell melegiteni, hogy a kationok jelenlétében teljesen feloldddjon, és
homogén oldatot kapjunk. Ha mar lehiilt és a gélképzddés végbement, jramelegitve
még 80°C-on is stabil, szilard marad tobb napon at. Ezért a gelrite-nak nagy
jelentésége van termofil szervezetek taptalajon ndvesztésében, valamint magas

hémeérsékleten zajlo fermentécios eljarasokban.

V1.2.3.3. Karrageenan

Voros algak (Rhodophycae) termelik (VI.8. abra). A kiilonboz6 voros alga fajok
kiilonboz6 tipusu karrageenant termelnek, melynek 3 alaptipusat kiilonboztetjiilk meg
1-, A-, és k-karrageenan (VI.9. dbra). Nagyon sokféle formaban megtalaljuk, de az
alapvaz kozos: B(1,3)-D-galaktoz és o(1,4)-D-galaktdoz molekulak valtjak egymast,
viszont eltérnek abban, hogy a két cukor melyik pozicidban hordoz szulfoncsoportot,
és mennyi szulfoncsoportot tartalmaz. A gélesedés hémérsékletfiiggd folyamat, K*
ionok jelenlétében (VI.10. abra). Hatrdnya, hogy a folyadék allapothoz legalabb 40°C

sziikséges, mely az immobilizdlandé mikrobak tobbségének kedvezdtlen.
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VIL.8. abra
Eucheuma sp. (voros alga)

Ds0yg

VI1.9. abra
k-karrageenan szerkezete

6_85 “hiités

K+
[ & +melegités
VI.10. abra

A karrageenan kalium jelenlétében hideg vizben nem oldodik, melegités hatasara
azonban oldékonnya valik

VI1.2.3.4. Kitozan (és kitin)
A kitozan kationos polimer, D-gliikdzamin egységekbdl épiil fel, melyet a kitin

deacetilalasaval nyernek (VI.11. abra). A legtobb savban, fdleg szerves savakban
oldhato. Nem toxikus, biologiai uton lebonthatd. Kozmetikai, orvosi, élelmiszeripari

jelentdsége is van. A tobbi természetes polimerhez hasonloan a kitozan is gélesitheto,
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immobilizalasi eljarasokban hasznalhaté (VI.12. abra). Gyakran alkalmazzdk a

gelrite-hez hasonldéan kompozit gélek eldallitasara.

Crab
Shellfish wastes from food processing

Decalcification in diiute aqueous HCisolukion

Deprotemation 12 dilute aqueous NaOH soiution

Decolorization in 0.5% KMnO4 aq. and Oxadic acid aq. or sunshine

H OH OH OH
0, 0 /
(o] (4] (o} o
H HO HO HO
NHAG NHAG NHAc NHAC

Deacetylation in st concentrated NaOH solution (40-50%)

Chitosan
OH OH OH OH
0
NH, NH, NH, Nk
VI1.11. abra

A kitin és kitozan szerkezete
Tengeri herkentyliik pancéljanak/vazanak alkotd eleme a kitin, acetilalt szénhidrat
polimer, melynek deacetilalasaval nyerik a kitozant

x30 eez2

VI.12. abra
Kitozan gyongy
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V1.2.3.5. Ciklodextrin
A ciklodextrin keményitdbdl eldallithato, beliil tireges, henger alakii molekula,

amelybe, mint egy kapszuldba, bezarhatok mas anyagok molekulai (VI.13. abra). A
keményitoben a kotéseket a térallasu hidroxilcsoportok hozzak 1étre, minden kotés
ugyanolyan irdnyba fordul, ezért a keményité molekulaja ugy csavarodik, mint egy
spiralrugd, vagyis hélixszerkezeti (VI.14. abra). A Bacillus macerans (és néhany
egyéb mikroorganizmus) altal termelt enzim ezt a spiralrugd alaka szerkezetet ugy
hasitja el egyszerre két helyen, hogy egyuttal 0ssze is zérja a keletkezé két szabad
végesoportot, s igy alakul ki a ciklodextrin-szerkezet. E molekularis
,csomagoloanyag” lehetové teszi, hogy 1j, a meglevoknél hatékonyabb
gyogyszereket gyartsunk, illetve kornyezeti alkalmazhatésaga is bizonyitott, mivel
immobilizalja a szennyezddéseket, vagy akdr a remedidcidhoz hasznalandd

mikrobakat.

vizlaszild
-
-
:
>
VI.13.4bra VI.14. abra
A ,,csomagoldanyag” sematikus Alfa-ciklodextrin (a hidrogénatomokat zold,
abrazolasa az oxigént piros, a szenet sziirke szinl

gombok jeldlik)

V1.2.3.6. Poliakrilamid
Az akrilamid gyokképzd (ammonium perszulfat) hatdsdra linearis polimert képez, s

ezt a polimerizaciés folyamatot katalizatorral (TEMED) lehet gyorsitani. A térhalos
polimer szerkezet kialakitasa bis-akrilamid alkalmazasaval oldhaté meg (VI.15. abra).
Ilyen térhaldés szerkezet nemcsak makromolekuldk, fehérjék, nukleinsavak

elvalasztasat, de immobilizalasat is lehetové teszi.
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Ammonium Persulfate
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The Polyacrylamide Matrix

VI.15. abra
A poliakrilamid polimer kialakulasa

V1.2.3.7. Polisztirol
Polisztirollal mindenhol talalkozunk kdrnyezetiinkben. A polisztirol a sztirol

polimerizacids terméke, policiklusos aromas szénhidrogén (VI.16. dbra). Monomerje,
a sztirol, mely a koolaj feldolgozas egyik mellékterméke, normal hémérsékleten
meglehetésen allandd (az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) szabvanya szerint
azonban mérgezd, ¢és rakkeltoként is figyelembe kell venni). Koénnyen
polimerizalodik. A polisztirol ellendll a savaknak, lagoknak, de a legtobb szerves
oldoszer megtidmadja, és érzékeny a fényre is. Az 1930-as évektdl hasznaljak

intenziven, eldszor szintetikus gumit allitottak eld beldle.

s
H H HC™ “‘cle
F=C HC.. .CH
HC, CH c*
¢
C_ N ¢ ‘ '_||
H C=0C —C
£ N | |
H H H H
L —n
VI.16. abra

A sztirol és a polisztirol szerkezete
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VI1.2.3.8. Poliuretan
A poliuretan (PUR) csaknem korlatlan lehetdségekkel bird termoplasztikus miianyag.

Régota alkotdeleme mindennapi életiinknek. Két, specidlis receptiira szerint eldallitott
komponensb6l (A - poliol, B - izocianat) all (VI.17. abra), melybdl az adalékok
mennyisége €s mindsége, valamint a komponensek keverési aranya alapjan kemény,
félkemény ¢és lagy habanyagok, Ontémasszak, lagy vagy kemény elasztomerek

gyarthatok a legkiilonb6zébb felhasznalasi célokra.

CH, CH; CH- CH;
OCN NCO EN NCO

VI.17. abra
A poliuretanok szintézise

VI.3. Immobilizalt mikroorganizmusok bioremediacios
alkalmazasa

Az immobilizaciés modszerek eldnyeit hamar felismerték a toxikus
vegyliletek lebontasdval foglalkozd biotechnologusok. Szamos lebontd eljarasban
alkalmaznak sejtrogzitd modszereket a reakcioidd ¢€s a hatékonysag novelése
érdekében [Heitkamp 1990; Caldwell 1991; Stormo 1992; Hallas 1992; Anselmo
1992; Siahpush 1992; Sanchez 1994]. Heitkamp és mtsai a p-nitrofenol lebontasat
optimalizaltak harom Pseudomonas faj egy specialis kovafoldre rogzitését kdvetden
bioreaktorban [Heitkamp 1990]. Hasonldé immobilizalé feliiletet talaltak alkalmasnak
Hallas ¢és mtsai a glifozat (N-foszfometilglicin) bontdsara szennyvizbdl [Hallas 1992].
A glifozat bontd baktérium populécié e hordozohoz kétddve bioreaktorban 99%-ban
eltavolitotta a szubsztratot a szennyvizbdl megfeleld el6kezelés utan. A rendszert 60
napig folyamatosan mukaodtették eredményesen. Anselmo €s mtsai fenolos szennyviz
kezelésére dolgoztak ki poliuretdn habba torténd bezarason alapuld modszert

[Anselmo 1992]. Egy érdekes koimmobilizalasi eljarasban [Siahpush 1992] a
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pentaklorfenol lebontasara Ca-alginat gélbe Arthrobacter sejtekkel egyiitt aktiv
szénport zartak. Az aktiv szénpor adszorbensként megkdtve a lebontand6 anyagot, a
sejtek koriil alacsonyabb szubsztrat koncentraciot biztositott, mely a sejtek tulélését
segitette. Masrészt az aktiv szén szemcsék a sejtek extracellularis enzimeit, melyek a
lebontd folyamatban fontos szerepet tolthetnek be, szintén adszorbealtak, ezzel
biztositva, hogy az enzimek ne mosddjanak ki, és a biodegradaci6 hosszu ideig
miikodjon a bioreaktorban. Tovabbi elonye az eljardsnak, hogy az adszorbens
segitségével gyorsabban eltavolithatd a szennyezé komponens, igy nagyobb atfolyasi

sebesség alkalmazhat6 a bioreaktorban.

VI.3.1. Példak:

VI1.3.1.1. Herbicidek, peszticidek biodegradacioja immobilizalt sejtes
rendszerben

V1.3.1.1.1. Szerves-foszfat peszticidek bontasa:
Pseudomonas diminuta sejtek foszfotriészteraz enzime igen széles szubsztrat

specifitassal bir.

paraoxon hidrolizis:

foszfotriészteraz enzim

o o}

I H0 I
CHsCHzO*‘P*O NO, ~— CH,CH,0—P—OH + HO—@NOZ

|

A foszfotriészteraz enzim képes hidrolizalni szamos peszticidet pl. metil-, etil
parathion stb, sdt idegrendszerre hatd toxinok bontasara is képes pl. sarin, soman. Az
enzim immobilizacidja elényds az enzim stabilitdsa, aktivitdsa szempontjabol.
Vilaszthatunk porozus szilikagél, tritil agar6z vagy nylon membran hordozot. A
fizikai adszorbci6 a legegyszerlibben kivitelezhetd eljards, azonban az enzim és
hordozo6 kozott a hidrofob kolesonhatas eldnydsebb. A tritil agar6z az enzimaktivitas
szempontjabol nagyon jo, azonban kicsit kdltséges, a nylon membran olcsobb, és
hatékonysag szempontjabol nem marad el az agardzos verziotol. A biodegradacid

kivitelezésére egyszeru fix-agyas csdreaktor eljarast fejlesztettek ki (VI.18. abra).
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] bioreaktor

-

75 ‘;‘ gylijtbtartaly

UVIVIS

szubsztrat detektor

VI.18. abra
Fix-agyas csOreaktor

V1.3.1.1.2. Glifozat bontasa:
A glifozat, a Monsanto Co. amerikai herbicid gyarté cég terméke, széles

spektrumt  herbicid, elGszeretettel alkalmazzak. Az i{izem szennyvize a
megnovekedett termelés kovetkeztében oly mértékben elszennyez6dott, hogy
sziikségessé valt egy, a meglévOnél hatékonyabb szennyvizkezelési eljaras
kidolgozasa. Bioreaktorba kovafoldre immobilizalt mikroba konzorciumot juttattak,
¢és ezen cirkulaltattak at a szennyvizet. A tisztitott vizet a tdrozotoba engedték vissza

(VI.19. abra).

VI.19. abra
Herbicid tartalmu szennyviz kezelése
A bioreaktorba pH, és hdmérséklet beallitas utan juttatjak be a szennyvizet alulrol
taplalva be, és a bioreaktor felsd régidjabol vezetik el az elfoly¢ tisztitott vizet vissza
a tarozo toba
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VI1.3.1.1.3. Alachlor, propachlor biodegradacioja
E két leggyakrabban hasznalt acilanilid herbicid mikrobialis bontdsa soran

ugyanolyan veszélyes metabolit keletkezik - anilin szarmazék, mint a kiindulasi
vegyiilet. Igy a biodegradacio sikeréhez sziikséges a keletkez6 metabolitok
folyamatos eltavolitdsa, melyet atfolyds rendszerli bioreaktorban immobilizalt
sejtekkel lehet megoldani. Az égetett agyagok megfeleld hordozék mechanikai
tulajdonsagaik miatt, és mert kémiailag inertek. A sepiolit (egy agyag fajta) kis
kockakra vaghat6 (monolith) és autoklavozhatd. Immobilizalt Pseudomonas sejtekkel

izotdp jelolt szubsztratot haszndlva igazoltak a lebontést.

V1.3.1.2. Fenolos hulladékok bontasa

V1.3.1.2.1. Fenol bontasa gombaval

Egyre gyakrabban taldlkozunk olyan lebontasi folyamatokkal, ahol a
baktériumok helyett gombakat hasznalnak. A Fusarium flocciferum kemosztatban
poliuretdn habra immobilizalva hatékonyan bontotta a fenolt, amennyiben nem volt
tobb annak koncentracidja 1 g/l-nél a szennyvizben. A sejteket poliuretannal és
feliiletaktiv anyaggal keverték el és szobahOmérsekleten hagytdk polimerizalodni,
majd megszilardulas utan feldaraboltak kis darabokra, ezt alkalmaztdk a

kemosztatban, mely 4 honapon keresztiil stabilan miikodott.

VI1.3.1.2.2. Fenol bontas kevert kultaraval
Kolloidalis szilicium-dioxid vizes oldatdba szénhidrogénekkel szennyezett talajbol

izolalt mikroorganizmus konzorciumot kevertek. Az elegyet salétromsavval el6kezelt
liveglapra rogzitették, melyet ujabb szilika réteggel fedtek be (VI.20. abra). Az
iiveglapokat batch tipusu reaktorba helyezték (VI1.20. dbra), és fenolt tartalmazo
szennyvizet engedtek ra.

A hosszl élettartam és magas enzimaktivitds megtartdsahoz meg kell hatarozni az
optimalis kiindulési szubsztrat koncentraciot. E konkrét esetben azt tapasztaltdk, hogy

200-300 mg/1 fenol tartalom mellett maximalis a fenol felhasznalas (VI.21. ébra).
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Meglepd, de ebben a drasztikusnak t{ind immobilizalasi eljarasban is képesek voltak a

sejtek megdrizni aktivitasukat.

A —_IB =
L. D
/
By
E
e
VI1.20. abra

Batch reaktor szilikaval kevert sejt-szuszpenzidval rétegzett iiveglapokkal
(A reaktor felépitése: A=levegdztetd csé, B=mintavételi nyilas, C= kapcsolodas a hiitérendszerrel,
D=pH elektrdéd, E= az immobilizalt sejteket hordozo iiveglapok)
a, szilikaréteg a sejtekkel; b, sejtmentes szilikaréteggel fedett sejteket tartalmazo

14 1
12 4

r [mg/l.h]

N A O O
N AN R

0

szilikaréteg

vvvvvvvv

phenol [mg/l]

VI1.21. abra

A kiindulasi fenol koncentracio hatasa az atlagos szubsztrat felhasznalas mértékére

VI1.3.1.2.3. Klorfenolok bontasa immobilizalt sejtek tiszta kultaraival
Tobb fajt is ismeriink, mely képes a klorozott vegyiileteket bontani -

klorfenolokat pl. Pseudomonas, Rhodococcus, Flavobacterium fajok. A sejtek Na-

alginat gélbe zarva

vegyiileteket, illetve

stabilabban, hatékonyabban bontottdk a fenol, klorfenol

nagyobb koncentracidéban tolerdltdk a szennyezd anyagot a

szabadon Usz0 sejtekkel szemben.
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- T——— 50 mg/l fenol(immobilizalt sejtek)
50 mg/1 fenol(szabadon Usz6 sejtek)

- e 10 mg/I fenol(szabadon uszo6 sejtek)

10 mg/l fenol(immobilizalt sejtek)

ture (cay)

VI1.22. abra
Szabadon usz6 és alginatba immobilizalt P. putida sejtek klorfenol bontasa (a
kiindulasi €s az aktualis szubsztrat koncentracié aranya az id6 fiiggvényében
abrazolva)

A VI.22. dbran jol lathat6, hogy az alacsonyabb koncentracioban (10 mg/l)
jelenlévé szubsztratot az immobilizalt sejtek gyorsabban, ¢és hatékonyabban
bontottdk, mint a szabadon Uszé sejtek. A magasabb koncentracidoban (50 mg/l)
alkalmazott szubsztrat nem kedvezett egyik formanak sem, a lebontas mértéke

hasonloan gyenge volt mindkét (szabad és rogzitett sejtek) esetben.

V1.3.1.2.4. Pentaklorfenol bontasa
Arthrobacter sp. baktériumot felhasznalva létrehoztak egy koimmobilizalt rendszert,

melynek 1ényege, hogy a baktérium sejteket aktiv szénnel egyiitt alginat gélbe zartak
(VL.23. abra). Az aktiv szén a gélbe diffundald pentaklorfenolt képes gyorsan
adszorbedlni, ami lehetévé teszi nagyobb atfolyasi sebesség alkalmazésat, valamint a
sejtek alacsonyabb koncentracioban kapjdk a szubsztratot, de mégis konnyebben
hozzajutnak. A rendszer az extracelluldris enzimeket visszatartja, és védett a kiilsd
behatasokkal szemben. Feliiletaktiv anyag jelenléte (pl. Tween 80) segiti a PCP
adszorbcidt és mineralizaciot (VI.24. abra). Az abran lathatjuk, hogy a szennyvizbdl
detergens nélkiil gyorsan eltavolithato a PCP, gyors az adszorbcidja az aktiv

szénszemcsékre, a Tween 80 hatdsara a folyamat lassabban megy végbe. A sejtek az
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adszorbealt PCP-t hasznaljak fel, és detergens jelenlétében ez a mineralizacid gyorsabb,

mint Tween 80 nélkiil, viszont 0,002%-nal nagyobb koncentracioban mar a feliiletaktiv

anyag is gatld hatdssal van a mineralizdcid sebességére. Fontos paraméterek: az

adszorbens mennyisége, az alginat g¢l porozitasa, a pH.

elhasznalt
levegd L
CO:2 csapda -
V1.23. abra
Koimmobilizalt rendszer sematikus rajza
180 PRTTE PETTY FPET] FYPTI FPTTE FETYs Frer FEee Feve Frrr e
Removal without Tween 80
o == «Removal with 0.002% Tween 80
L = =— =Removal with 0.004% Tween 80
g 135 - ——---=Mineralization without Tween 80 -
=, L.  mmmes Mineralization with 0.002% Tween 80
~ i —— - -Mineralization with 0.004% Tween 80 |
=
2 i
g 90 = f  Lse=t=srr .'_- e — —
e E
g \ L~
Q | e
] . ‘
Q 45 |\\ S, / -
L N\ -
X ]
[/ > IR
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V1.24. abra

gélmembran

A kapszula belsejében
az adszorbens és a sejtek

PCP eltavolitasa a szennyvizbdl, illetve mineralizacidja feliiletaktiv anyag
jelenlétében és anélkiil (pH=7,0)

V1.3.1.2.5. p-nitrofenol (PNP) bontasa
A PNP-vel pl. peszticid- és gyogyszergyartasban talalkozunk. Tobb Pseudomonas

torzs egyiittesen (P.

putida, P. fluorescens,
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kovafold hordozohoz kototten, levegdztetett oszlop bioreaktorban,
képes tolerdlni az 1800 mg/L PNP koncentraciot is! Természetesen szamukra azért
érdekes e kisérlet, mert nemcsak elviselik a sejtek ezt a koncentraciot, de bontjak is a

vegyiiletet.

V1.3.1.3. Poliklorozott bifenilek bontasa
Két Pseudomonas és egy Alcaligenes faj ko-kultaraban bontott tobbféle PCB-t adott

koriilmények kozott aerob biofilm bioreaktorban. A kisérletek azt bizonyitottak, hogy
pl. Aroclort az immobilizalt sejtek jobban bontottak, mint a szabadon Usz6 tarsaik.
Harom féle hordozot probaltak ki: Manville szilika gyongy, tiveggyongy, poliuretan
hab kockék. A sejtek konnyedén adszorbealddtak mindharom hordozéhoz (VI.25.
abra).

VI1.25. abra
Sejtek a horozok feliiletén (pasztazo elektron mikrograffal)
a, mikroorganizmusok szilikagyongy feliiletén (fehér vonal = 10 um); b,
iveggyongy felszinén (fehér vonal = 1 um); ¢, poliuretan kockakon (fehér vonal = 1
um);
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Figure 3. Evolutions of the concentration of PCB ring-fission products (1),
chlorobenzoic acids (¢), chloride ions (@), and total ECO3 biomass (M) vs. the
incubation time during the degradation of 75 mg/l of Aroclor 1221 in ECO3 shaken
cultures (a), silica bead biofilm bioreactor (b), glass bead biofilm bioreactor (c), and
polyurethane biofilm bioreactor (d).

VI1.26. abra
PCB bontas soran mért paraméterek kiilonb6z6 feltételek mellett

Aroclor tartalmt szennyvizet cirkulaltattak a bioreaktoron at, a levegd aramba bifenilt
juttattak, mely indukélja a PCB bontést. A bioreaktorban folyamatosan ellendrizték a
fontosabb paramétereket (V1.26. dbra): biomassza- €és szubsztrat koncentracio, gytirii
hasitasi termék, klorid tartalom, egyéb paraméterek (pH, hdmérséklet, stb). A VI.26.
abra alapjan azt mondhatjuk, hogy a réazatott kultiridban a szabadon uszé sejtek
degradacios és klormentesito aktivitasa elmarad a bioreaktorba helyezett immobilizalt

sejtek aktivitasatol. A legjobb eredményeket az liveggydngyre immobilizalt sejtekkel
érték el.

V1.3.1.4. Morfolin bontas
A morfolin (1,4—tetrahidro—oxazin, C4HgNO), egy egyszeri heterociklusos vegyiilet

(VI.27. é&bra). A morfolint és szarmazékait adalékanyagokként, oldoszerekként,
antioxidans anyagokként, valamint gydgyszer €s herbicid gyartas soran is talalkozunk

veliikk. A gyartdsi folyamatok soran az effluensben morfolin jelenhet meg. Nitrit

264



jelenlétében N-nitrosomorfolin keletkezik, mely potencialis mutagén. Ezek alapjan
érthetd, hogy a morfolin és szdrmazékainak lebontasaval is foglakozunk. Az 1990-es
években talaltak ra egy G+ mikroorganizmusra - Mycobacterium aurum, mely egyedi
szén-, nitrogén- ¢és energiaforrasként hasznositotta a morfolint. Megfigyelték, hogy az
immobilizalt baktériumok jobb hatasfokkal hasznositottdk a szubsztratot. Az
immobilizalashoz k-karrageenant hasznaltak. Bar a Mycobacterium aurum mezofil, a
sejtek a 42°C-ot és magas sOkoncentraciot igénylé gyongyképzési koriilményeket
tulélték, és aktivitdsuk sem veszett el. A VI.28. dbran lathatd, hogy szaporodasi
készségiiket is megtartottak a sejtek, mivel az id6 elérehaladtaval a gyongyok a
novekvl sejttomeg hatdsdra eldeformalodtak (a megjelend dudorokat a szaporodo
sejtek okoztdk). A morfolin bontdsa sordn amoénia szabadul fel, ennek mérésével

nyomon kovethetd a bontés hatékonysaga (V1.29. abra).

H
M
V1.27. abra A morfolin V1.28. abra Az immobilizalt sejtek
szerkezeti képlete naprol napra szaporodnak, ezaltal a gélagy

kezdeti gdombdlyl forméja deformalodik
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V1.29. dbra
A morfolin degradacié mértéke és az ammonia megjelenése szabad illetve

immobilizalt sejtes rendszerben. Morfolin bontas: szabadsejtes rendszerben ¥,

immobilizalt sejtekkel *®. Ammonia képzddés: szabadsejtes rendszerben & ,
immobilizalt sejtekkel &

A VI.29. abran lathatjuk, hogy mennyivel hatékonyaban miikodik az immobilizalt
sejtes rendszer a szabadon usz6 sejtekkel szemben, gyakorlatilag fel annyi id6 alatt

zajlik le a lebontas.

VI1.3.1.5. Nikkel - otvozet szalakon létrehozott Thiobacillus ferrooxidans
biofilm vas-szulfat oxidacioja

A fémalkatrészek, csovek korrodealodasanak elkeriilése érdekében a vas(Il) ionokat
oxidalni kell vas(Ill) formara. Evek ota kisérleteznek kiilonboz6 eljarasokal,
melyekben egy acidofil, aerob kemolitotrof baktériumot, a Thiobacillus ferrooxidans-
t hasznaljak immobilizalt formaban (VI1.30. abra). Nevébdl is kiolvashatd, hogy képes
a vas(Il) ionokat oxidalni. A baktérium igyekszik hozzéatapadni szilard felszinhez,
igy nem konnyen mosoédik ki. Gomez és mtsai [1996] nikkel 6tvozet szalakat
hasznaltak a sejtek passziv immobilizaci6jahoz, melynek fizikai tulajdonsagai
(feliilete, porozitasa) eldnydsek. A keletkezd wvas(Ill)-szulfat kicsapodasanak
elkeriilése érdekében extrém alacsony pH-t (< 2,0) kellett alaklamazniuk. A sejtekkel
teli fémszalakat reaktorba tették, az egyensuly kialakuldsdig ,,batch™ tipusu, majd

ezutan folyamatos miikddést biztositottak. A VI.31. abran lathat6 a folyamatos tizemi

266



eljaras eredménye, a reakcioelegyben a vas(Il) ionok alig, mig a vas(Ill) ionok

folyamatosan magas koncentracioban voltak kimutathatok kis kilengésekkel.

VI1.30. abra
SEM (scanning electron microscopy) fotd fémotvozet szalon immobilizalt
Thiobacillus ferrooxidans sejtekrél 260 ora inkubacio elteltével. A sejtek mellet
Fe(III) csapadékot is lathatunk a hordozén
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VI1.31. abra
A folyamatos {izemii reaktorban az immobilizalt Thiobacillus ferrooxidans sejtek
folyamatosan oxidaltak a vas(II) ionokat =O vas(III) ionokka =@

V1.3.1.6. Higany biotranszformacio fluid-agyas bioreaktorban
Bar ipari és mezdgazdasagi felhasznaldsa a higany tartalmu vegyiileteknek ma mar

korlatozott, de az eddigi felhasznaldsukbol eredden tartésan ott maradtak a
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kornyezetben. Kiilondsen a szerves higany vegyiiletek veszélyesek. Ivovizben a
koncentraciojuk nem haladhatja meg az 1pg/1 értéket.

Mikrobialisan az oxidacios allapotuk valtoztathato, illetve a szerves higany
vegyliletek atalakithatok. A mikrobidlis detoxifikacié a redukcid elemi higannya,
mely kevésbé toxikus.

Az 1990-¢s évek elején izolaltak egy torzset, az Aeromonas hydrophilia-at, melynek
kofaktor fiiggd higany reduktdz enzimrendszere képes részt venni a Hg redukcidban.
Szilika és aluminium porézus hordozéra rogzitett sejtekkel dolgoztak fix-agyas
reaktorban, de tobb probléma is adddott, pl. az elemi higany akkumulalodott a
biodgyban, illetve az effluensben magas volt az eredeti higany vegyiilet
koncentracidja. A fix agyas reaktort fluid agyasra cserélték, és levegdztetéssel
némileg javitottak a parologtatason, a Hg-gozt kondenzaltdk, majd a tisztitott gazt
reciklizaltdk. A problémak kikiiszobolésére, és a biokatalizator hatékonysagéanak
javitasara masik eljarast dolgoztak ki. Pseudomonas putida KT2442 torzset
hasznalva, random mutagenezissel 1étrehoztak egy Hg(Il) redukalod torzset, mely
nagyobb koncentracidban jelenlévo higany vegylileteket is hatékonyan redukalt. Ezt a
tulajdonsagat benzol lebontd képességgel kombinaltdk, azért, hogy elkeriiljék a
fenilhigany vegyiilet atalakitasa soran keletkezé benzol kornyezetbe jutdsat.Bar elsd
kisérleteikben a fluid-agyas reaktorokban legjobban bevalt polivinilalkohol hidrogélt
alkalmaztak hordozoként, de jelentdsebb anyagtranszfer gétlasa miatt lecserélték
alginat gélre (VI.32.4bra). Az 0j eljaras igen j6 eredménnyel miikdott folyamatos
rendszerben. A folyadék fazisban atalakitott higany 95%-a a gazfazisban volt

megtalalhato.

268



1 (mercury solution) storage tank 2 bubble column reactor

3 liquid pump 4 glucose solution storage tank
5 inlet air humidifying system 6 mercury vapour trap

7 autosampler 8 timer

9 storage tank for decontaminated waste water

VI1.32. abra
Folyamatos tizemii reaktor kaszkad a higany biotranszformaciora alginat gélbe
immobilizalt genetikailag modositott P. putida sejtekkel

VI1.3.1.7. Feliiletaktiv anyag bontasa alginat/pektat gélbe immobilizilalt
Comamonas terrigena baktériummal
Feliiletaktiv anyagokat a vegyipar, gyogyszeripar, €lelmiszeripar is hasznal, ennek

kovetkezményeként megjelenik a természetben, szennyvizekben, természetes
vizekben, talajban. Negativan hatnak a természetre, tobbek kozott a mikrobidlis
¢letre, mivel megbontjak a membran stabilitasat és szerkezetét, habképzésiik altal
befolyasoljak az oxigén diffuziét. Bar bizonyos esetekben elényds a jelenlétiik

(szénhidrogének bontasa).

O -Colla

|
I!—(lf —&0;Ma  Dihexylsulfosuccinate {Aerosol MA B0-T)

C
o’ TCeHy

V1.33. abra
Anion-aktiv feliiletaktiv anyag
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Gélagyba immobilizalva a feliiletaktiv anyagokat bonto sejteket megvédjik a
kozvetlen karos hatasoktol. Egy anion aktiv anyag — dihexilszulfoszukcinat (DHSS)
(V1.33. abra) bontasat immobilizalt Comamonas terrigena torzzsel végezték [Huska
¢s mtsai 1996]. Tobbféle hordozoét vizsgaltak, a puliuretdin hab nagyon erds kotd
affinitast mutatott a DHSS molekula felé, ezért ezt nem hasznaltdk, az alginat
esetében jelentds adszorbcidt nem tapasztaltak, az alginat szerkezeténél fogva
"baktérium bardt’, igy ezzel végezték a kisérleteket. Alginat/pektat kevert gélagyba
immobilizaltak a sejteket. Az aktivitds hosszabb ideig megmaradt, azonban a gélagy
stabilitisa nem volt megfeleld, ezért glutaraldehiddel erdsitették, de ennek a
biodegradacids aktivitdsra negativ hatdsa volt. Polietiléniminnel kezelt gyongyok
esetén pedig lassult a rendszer valoszinlleg a lassabb szubsztrat diffuzié miatt.
Megoldas aprobb gyongyok képzése.

(SDS (Na-dodecil szulfat) detergens bontasat Pseudomonas sp. CI12B toérzzsel

végezték sikeresen.)

V1.3.1.8. Kadmium eltavolitasa bioszorbens segitségével
Bar ebben a kisérletben aktiv mikrobak illetve enzimek nem jatszanak szerepet, de az

immobilizalas sokoldalusdga szempontjabol érdekes eljards. Kidolgozdi abbdl
indultak ki, hogy a poliszaharidok kotddnek fémekhez. Ezt a tulajdonsagot forditottak
meg, ¢s kadmiumot immobilizaltak cukor polimerhez, ez esetben alginathoz, mint
szorbenshez air-lift reaktorban (VI1.34. abra). A rendszer hatékonysaga az id6tdl és a
kadmium koncentraciotol fiigg. A telitddott szorbensbdl megfeleld eljarassal

kivonhat6 a kadmium.
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V1.34. abra

Air-lift osztott reaktor

VI1.3.2. Biokompozitok

Szamos példat lattunk az elébbiekben a sejtek immobilizalasara, azonban enzimeket
is lehet immobilizalni, s6t néha elényds ha a sejtmentes enzimrendszerrel dolgozunk.
Az ipari biokonverzios eljarasok gyakran igényelnek nagy-siiriségli, heterogén
biokatalizatorokat, melyek specifikus formaban eldallithatok, és jelentds aktivitast
mutatnak hosszabb milkodési feltételek mellett is. A hagyomanyos enzim
immobilizalasi eljaras mellett mostanaban 0j modszereket is alkalmaznak ugynevezett
‘sol-gel’ kapszuldk, biokompozitok Ilétrehozasara (VI1.35. &bra). Ekkor nem a
hagyomanyos polimerizacids folyamatokat vagy kovalens kotésli rogzitéseket

alaklmazzak, hanem addicios, kondenzacids reakciokat.
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VI.4. Osszefoglalds

Az utobbi években az immobilizalt sejtek, enzimek felhasznalasa egyre széleskoribb.
Nemcsak bioremedidcids, biodegradacids célokra tudjuk hasznélni, de biokatalizis,
biokonverzids folyamatokban is, pl. alkohol gyartas élesztd sejtekkel, ecetgyartés
Acetobacter-ekkel, tejsav, almasav, citromsav, antibiotikum, szteroid, stb. eldallitas.
Szdmos hordozét lehet hasznalni a célnak megfeleléen, bioreaktorokba szilard
szerves-, ¢és szervetlen hordozokat, mig terepkisérletekben lebonthatd szerves
polimereket (pl. alginat), esetleg talajjavitd asvanyi anyagokat (pl. perlit) célszerti
alkalmazni.

A mikroorganizmusok sejtfelszini tulajdonsdgai, a szubsztratum kémiai tulajdonsagai

mind befolyasoljak, hogy milyen hordozdét valasztunk ki a megvalositidshoz.
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Bevezeto

Az egyes szennyezOk koziil napjainkban egyre nagyobb problémat jelent a
vizek, kiilondsen pedig a talajviz nitrattartalmanak novekedése. A vizek természetes
nitrattartalma kozel 10 mg NOs/dm?3, amelyet kiilonbozé tényezék novelhetnek [EPA
1990]. A talajvizbe a nitrat leggyakrabban a talajon keresztiil jut. A talajra kiszort
tragyabol (higtragya, mitrdgya) a nitrdt ugyanis - ha sem a ndvények, sem a
mikroorganizmusok nem épitik be vagy nem denitrifikaljak, - akkor a talaj mélyebb
rétegeibe, igy a talajvizhez is eljuthat. Mivel az oxigénben gazdag talajvizben a nitrat
nem bomlik le, ezért a talajvizbdl nyert ivoviz nitrattartalma is emelkedik. A vizekbe
keriil6 nitrat a csatornazatlan teriileteken még a kommunalis szennyvizek helytelen
kezelésétél ¢és a hulladéklerako-helyekrdl torténd bemosoddasbol szadrmazhat.
Ugyanakkor a mitragyazas hatasara a novények beltartalmaban, mindségében
kedvezOtlen hatasok is jelentkezhetnek, pl. a spendtban megnd a nitrattartalom. A
jelenteni az annak csucsan 1d6z6 emberiség egészségére nézve. Az mar most tisztan
lathat6, hogy az eddig talajba keriilt, egyre disuld szerves és kémiai szennyezd

anyagok hossz tavon problémat fognak okozni az ivovizellatdsban. A
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nitratszennyezés Magyarorszagon is komoly gondokat okoz féleg a mezOgazdasagi
teriileteken lakok ivovizellatasaban. A nitritek és nitrdtok ha folos mennyiségben
jutnak a szervezetbe a vordsvérsejtek szerkezetét hemoglobinbdl methemoglobinna
alakitjak, igy az nem képes az oxigén szallitdsara (methaemoglobinaemia). Ez a
csecsemoknél mar egész kis mennyiségben is fulladasos halalhoz vezet. Altalanos
probléma hogy a belvizek egyre telitettebbek lesznek a mezdgazdasagbol eredd
fosztat vegyliletekkel is ami tavaink pusztuldsat vonja maga utan. A vizek b6 foszfat
¢és nitrogéntartalma kedvez a mikroszkopikus algak, pl. a kékalga elszaporoddsanak
vagy allovizek oxigéntartalma igy gyorsan kimeriil és ennek kdvetkeztében az ott €16
vizindvények és a beldliik taplalkozo allatok elpusztulnak. A vizi Okoszisztémak
karosodasa mar dnmagaban is csokkenti a viz Ontisztulasi képességét ami koltséges
technikai helyettesitd megoldasok alkalmazésara kényszerit.

A kornyezetre elsdsorban a talajb6l kimosodott és a talajvizbe vandorlo
nitrogén hat karosan, egyrészt a felszini vizek eutrofizalasat okozva, masrészt a kutak
€s az 1voviz nitrattartalmat novelve. Sajnos ma elsdsorban a szennyezés
megsziintetésére kell koncentralnunk, és a megeldzésre igy kevesebb lehetdség/ 1d6
marad. A biologiai alapokon nyugvd nitratmentesités kulcsat a denitrifikalod
mikroorganizmusok jelentik.

A nitrogén a novényekben a fehérjék alapjat képezi. A nitrogénnel
tultragyazott ndvények nagyok, vastag a szaruk, leveliik, szinlik haragoszold, az egész
ndvény nagy, buja. Az ilyen ndvény kevesebbet viragzik, kevesebbet és rosszabb
mindségli termést ad, fogékonyabb a betegségekre. Hidnyaban a ndvények hitvanyak,
sargak, gyengék, Kicsik, keveset — vagy egyaltalan nem viragoznak, nem teremnek.
A novény gyokereivel elsdsorban a talajbol veszi fel, de felveheti a levelekre
kijuttatott tapoldatbdl is. A nitrogén zOme a talajban a szerves anyagokban, kotott
formaban fordul eld. A ndvények részére felvehetd formdba a talajlakd baktériumok
alakitjak at. Ez a talajrészecskékhez mar nem kotddik, ezért a talajvizzel mozog a
talajban.

A levegdbdl az esdvizzel szintén keriil némi nitrogén a talajba. Nagyobb

mennyiséget kdtnek meg az un. nitrifikalé baktériumok, amelyek a pillangdsviraga
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novények gyokerein élnek. igy pl. a borso utan 1 m2-en 4 g nitrogént, a lucerna utan
20 g nitrogént képesek megkotni. Ez 1 ha-ra atszamitva 40-200 kg N-t jelent. A
talajban Un. aerob baktériumok is élnek, amelyek szintén megkdtik a levegd
nitrogénjét. Megfelelé korilmények kozott (25-37°C, pH=6,2-7,2, kell6
nedvességtartalom és oxigén jelenlétében) jelentds mennyiséget képesek megkotni.

A talajban zajlé mikrobidlis tevékenység egyik folyamata a denitrifikacio,
amelynek kovetkezménye a nitrogénsok csokkenése. A nitrogénsok jelentds
mennyiségll oxigént tartalmaznak, amit a mikroorganizmusok az életfolyamataik
fenntartdsahoz hasznéalnak fel, igy gaz alakban tiszta nitrogén szabadul fel. Ez a
folyamat féleg levegdtlen, magas pH értékli és sok lebomlatlan szerves anyagot

tartalmazo talajokra jellemzo (nitrogén korforgésa: VII.1. 4bra).

-1l Nitrifikéacio Ry
+ > -
N H4 - NO 3
Nitrat asszimilacio
Ammonifikacid
N tartalmu
biomolekulak

VIIL.1. abra
A nitrogén természetes korforgasa
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VIl.1. Kémiai nitratmentesité technolégiak

A nitrat egészségkarositd hatdsanak felismerése utan szamos Uj kutatds-
fejlesztési projekt indult el, melyek f6 célja a gyors karmentesités, melynek
érdekében eldszor kémiai rendszereket dolgoztak ki. Ioncseréld gyantak segitségével
hatékonyan “fogtak ki” a szennyezett vizbdl a nitratot (VIL.2. abra). Hatranya, hogy a

nitrat koncentraltan tovabbra is jelen lesz, tovabbi kezelés nélkiil nem keriil vissza a

N korforgasba.
B
% H,O + tomény NO,", Na*
e regeneralas +
5 —— C, HCOy
5
g
= effluens,

H,0
Cr
HCO;

Kornyezetvédelmi probléma, szennyviz

VIIL.2. abra
Kémiai nitratmentesités ioncseréld gyantat alkalmazva

Szennyviz illetve ivéviz nitritmentesitésére membrantechnologiat is
kifejlesztettek [Fuchs 1997]. Ennek hatranya, hogy a membran atengedi a kationokat
is, ezaltal a tisztitott viz ihatatlannd valik (lagy viz keletkezik), rdadasul a nitratot sem
vonja ki teljesen, csak kihigul (VIL.3. abra). Ennek tovabbfejlesztett valtozataban
denitrifikdld mikroorganizmusokat tettek a membran egyik oldaldra, igy aktivan is
csOkkentették a nitrat (nitrit) tartalmat.

Szamos kémiai technoldgiai valtozatot emlit a szakirodalom, de ugy tlinik,

hogy legtobb esetben az eredmény nem kielégito.
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Denitrifikald baktériumok

VIL.3. abra
Kémiai nitrat mentesités membrantechnoldgiat alkalmazva, melyet bioldgiai
rendszerrel egészithetiink ki

VII.2. Mikrobialis nitratmentesités

A biologiai, illetve kevert nitratmentesitd eljardsok (VIL.3. abra) megfeleld
megoldasnak tlinnek. A rendszerben denitrifikdld baktériumok redukaljak a nitratot
nitritté, a reakcid végén nitrogén gaz keletkezik.
Heterotrof denitrifikald rendszerekben elektrondonorként szervesanyagot hasznalunk.
E szervesanyag szarmazhat pl. ipari, vagy kommundlis szennyvizbdl, ezaltal a
denitrifikdci6 szennyviztisztitidssal parosul. Hatrdnya azonban, hogy nagy
mennyiségli biomassza képzddik, valamint az elfolyd tisztitott viz szervesanyaggal
szennyezOdhet. Ekkor utotisztitast kell alkalmazni.

Autotr6f denitrifikdld rendszereknek elonye, hogy nem igényel szerves

szénforrast, igy az effluens szervesanyag terhelése szinte nulla. Hatranya, hogy az
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elektrondonor a Hz, amit kellé koriiltekintéssel kell a rendszerbe juttatni, valamint a
hatékonysaga elmarad a heterotr6f rendszertol.

Szennyvizek kezelésére a bioldgiai denitrifikacids rendszereket ugy tudjuk
hatékonyan alkalmazni, ha bioreaktort hasznalunk [Csry 1998]. A baktériumok
reakciotérben tartasdhoz, azokat rogziteni kell egy hordozé anyaghoz, illetve a
bezarasos eljarast alkalmazva gélagyat hasznalhatunk (VIL.4. abra). A feliileti rogzités
nem idedlis, mivel a sejtek konyen leszakadnak a feliiletrdl, illetve a kornyezeti
feltételek valtozasainak jobban kitettek, mint egy gélagyba zart baktériumtenyészet.
A bezdrasos rendszer eldnye, hogy megvédi a sejteket a kiilsé koriilmények
valtozésaitol, a hatas késleltetve és enyhébben jeletkezik, valamint a sejtek nem

tudnak eltdvozni a reakciotérbol.

NOs " CO2 + N2 Pseudomonas denitrificans
Acetivibrio cellulolyticus

2OV

<0 g O
N =0 = ZT°0
) O."O-O ’O
(@) o o=

©)
0o 4 o= o\o,

celluloz szal

gelagy (alginat)

VII.4. abra
Alginat gélagyba immobilizalt, 6sszetett biologiai denitrifikalo rendszer

VII.3. Kombinalt eljarasok

A kémiai nitratmentesités ioncseréld gyanta segitségével kombinalva biologiai
denitrifikacioval jelenti a legoptimalisabb megoldast. Az eljaras lényege, hogy az
ioncseré¢ld gyantan ataramoltatott nitratos viz, a nitrattol megtisztul, és a tisztitott viz

tovabbi kezelés nélkiil felhasznalhato ivo-, vagy ont6z6 vizként. Az ioncseréld
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gyantarol sos vizzel lemossuk a nitratot, €s a nitratos sos szennyvizet aramoltatjuk at
a bioreaktoron, mely tartalmazza az immobilizalt denitrifikal6 baktériumokat (VIL.S5.
abra). Az elfolyo vizet addig recirkulaltatjuk a bioreaktoron, amig teljesen el nem

fogy a nitrat, nitrit beldle.

. NaCl
NOsz + H,O i
T : V‘ A |\|2
<§—>
i \ 4
: T+ |H
H.O ' CsH1206
: NaNOs (CsH1206)n
VI11.5. abra

Kombinalt denitrifikacid: a nitrattal telitett ioncseréld gyantat regeneraljak:
nagy sotartalmut vizzel mossak, majd az effluenst denitrifikalo bioreaktoron
aramoltatjak at

Vil.4. A biolégiai denitrifikacio

A denitrifikald mikrobak koziil a Pseudomonasok a legdominansabbak, de
talalunk koztiikk Alcaligenes, Burkholderia, Xanthomonas, Bacillus és Streptomyces
fajokat is. A folyamatban altalaban négy kulcsenzim vesz részt nitrat-reduktaz, nitrit-

reduktdz, NO-reduktaz, N2O-reduktdz (VIL.6. abra).
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VIIL.6. abra

A P. stutzeri denitrifikacids enzimrendszere Zumft szerint (1997) AP: nitrat nitrit
anitoporter; NAR: nitrat-reduktdz (1€gzési); NIR: nitrit- reduktaz; NOR: NO-
reduktaz; NoOR: N2O-reduktaz; NAP: periplazmatikus nitrat-reduktaz. A
konstitutiv aerob anyagcsere elektrontranszport lanca sztirkével jeldlve.

A folyamat kulcsenzime a nitrit-reduktaz, melyre szamos paraméter hatassal van:
nitrat, intermedierek mennyisége/jelenléte, homérséklet, pH, sokoncentracid. A
denitrifikdcio egyes lépéseinek (VIL.7. abra) sebessége eltérhet egymastol, ilyenkor
atmeneti intermedier feldusulds kovetkezik be, ami gatolhatja a reakciosor teljes
lefolyésat. Optimalis esetben a nitrat/nitrit reduktdzok azonos sebességgel alakitjak at
a szubsztratokat, igy nem keletkezik folosleges nitrit, megfeleld reakciolanc esetén,

nitrit nem mutathato ki a rendszerben.

NO; > NO, > NO —» N,O —>N,

VIL.7. abra
A nitrat redukci6 1épései

VIl.4.1. nitrat — nitrit atalakulas
Nagyon sok éldlény képes e reakciot katalizalni nitrat reduktaz enzimeikkel,

melyek legtobbszor membran  kotottek, és  Mo?*-t  tartalmaznak. Azon
mikroorganizmusok esetében, ahol periplazmatikus nitradt reduktdz (NAP) nincs,
kialakult egy ,.kapu”, mely egy transzmembran antiporter fehérje, és a nitrat-nitrit

forgalomban van nagy szerepe. A kapun bejutd nitratot a membran kotott, de aktiv
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centrumaval a citoplazmatikus tér fel¢ forduld nitrat reduktdz enzim (NAR) képes
redukalni. Megfigyelték, hogy a nitrdt bejutdssal egyidoben nem torténik
toltésvaltozas a membran két oldalan, ami arra utal, hogy egyuttal nitrit tdvozik a
kapun, ezt késébbi kisérletekkel igazolta Zumft [1997]. Altaldban a denitrifikalo
baktériumok csak membran kotott nitrat reduktazzal rendelkeznek, de eléfordul egyes
mikrébakban, hogy egy oxigénre kevésbé érzékeny nem membran kotott, a

periplazmatikus térben talalhato nitrat reduktaz (NAP) is jelen van (VIL6. 4bra).

VII.4.2. nitrit- nitrogén oxid atalakulas
A citoplazmatikus térben keletkezd nitrit toxikus a sejtek szamara, ezért gyors

eltavolitasa l1étfontossagu. Az antiporter fehérjén keresztiil a periplazmatikus térbe
jutd nitritet a nitrit reduktaz alakitja tovabb nitrogén oxidda. Sokaig vitattak e 1épés
valdsagat, mivel a nitrogén oxid rendkiviil instabil molekula, igy a mérések soran
csak a kovetkezd intermediert a dinitrogén oxidot tudtdk kimutatni. Kés6bb sikertilt
jelenlétét kimutatni (Goretski 1988). Az eddigi vizsgalatok szerint a denitrifikdlo
baktériumokban két eltérd nitrit reduktaz lehet jelen. Az egyik csoport az un. Cdl
tipus, mely prosztetikus csoportként hem c-t és hem dl-et tartalmaz, fdleg
Pseudomonasokban talaltak meg, a masik csoport, melyek prosztetikus csoportként
Cu?*-kat tartalmaznak, pl. Achromobacter-ek.

A cd1 tipust enzimek érdekessége, hogy kettds funkcioval rendelkeznek. Katalitikus
centrumaban hem (d1l) nemcsak nitritet képes redukalni, hanem citokrom-oxidaz
funkciéval oxigént is elfogad, mint elektronakceptor (Fiilop és mtsai 1995), bar ez a
folyamat sokkal lassabb. Ha oxigén jelenik meg a kornyezetben az enzimfunkcid
azonnal valt, és a redukcios folyamatok gatlddnak, amig az oxigén jelenlét fennall,

mivel az oxigén irdnyaba joval nagyobb az enzim affininitésa.

VIl.4.3. nitrogén oxid — dinitrogén oxid atalakulas
Miutan bizonyitottak a nitrogén oxid intermedier jelenlétét, azonositottak a

redukald enzimet (NO-reduktdz) is, mely segitségével dinitrogén oxid keletkezik. Ez
az enzim csak anaerob koriilmények kozott szintetizalddik, membranba €piild fehérje,
viszont aktiv centruma a periplazmatikus tér felé néz, igy az itt keletkezd nitrogén

oxidot konnyen ,,megfogja”, és atalakitja dinitrogén oxidd4. Bar ez az enzim is
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tartalmaz hem b és hem c prosztetikus csoportokat oxidaz aktivitasa nem ismert, s6t

oxigén érzékeny. Erdekessége, hogy képes N-N kotések kialakitasara.

VIl.4.4. dinitrogén oxid — nitrogén atalakulas
Az utolso6 redukcios 1épést a NoO-reduktaz enzim katalizalja, mely altalaban 4

Cu?* -t tartalmaz, csak anaerob koriilmények kozott termelddik. Erdekessége, hogy
nem fiigg a tobbi enzimtdl, azaz dnmagaban is milkkdodoképes, és segitségével a
denitrifikald6 mikroorganizmus atalakitja a kiviilrdl kapott N2O-t is szerves szénforras

jelenlétében.

Altaldban a denitrifikilokra jellemz6, hogy enzimkészletiik egymastol
fiiggben mikodik, termelddik, els@sorban anoxids koriilmények kozott. Pl
Pseudomonas stutzeri esetében aerob kornyezetben sem a nitrat-, sem a nitrit-
reduktaz nem termel6dott, csak a N2O-reduktaz volt kimutathatd. Azonban vannak
olyan mikroorganizmusok, melyek aerob koriilmények kozott is redukaljak a nitratot
pl. Thiosphaera pantotropha [Robertson 1984]. Természetesen az enzimtermel6désre
a szubsztratok mennyisége is hatdssal van az intermedier molekulak felszaporodasa
gatolja az enzimrendszer egyes elemeit vagy egészét [Korner 1989]. Az
enzimrendszer talan legkritikusabb enzime a nitrit reduktdz, mely a kornyezeti

faktorokra rendkiviil érzékeny, pl. hdmérséklet, sotartalom, pH, oxigén szint [Katie
1994].

VIL.5. A nitrat jelentésége a bioremediacioban

A Dbiologiai eljarasok egyre népszerlibbek a kornyezetet ért szennyezések
megsziintetésében  hasznalt technologidk kozott. Eldnye a  fizikai-kémiai
rendszerekkel szemben, hogy koltségkiméloek, bar tény, hogy a folyamat lassab.
Mellette sz6l azonban, hogy még olyan kis koncentracioban is hatékonyan
alkalmazhatd, ahol az egyéb eljarasok szoba sem johetnek. Rdadasul kombinalhato a
pl. talajremediaciéo szennyviztisztitdssal, amikor is a szennyvizek viz, s6 ¢és
szervesanyag tartalmat eldnydsen hasznositjak a talajban jelenlévd szennyezdédések

eltavolitdsdhoz ,,segédanyagokként”. A nitrat szennyezett vizek pl. igy
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hasznosithatok. Szamos talajremediacids eljaras nagy hatranya, hogy nem tudnak
elegendd oxigént juttatni a kdrnyezetbe az aerob mikroorganizmusoknak, ezaltal a
biodegradacids, biotranszformacidés  folyamatok  gatoltak. = Szamos  olyan
mikroorganizmus képes a szennyezések elbontasara, melyek alternativ
elektronakceptorként elfogadjak a nitratot oxigén hianyaban [Kuhn 1988, Bontig
1995]. igy a VILS8. dbran lathato reakciokban képesek hasznositani a nitrat oxigénjét a
szerves vegyiiletek bontasahoz egyes mikroorganizmusok, pl. Pseudomonasok.

nitrat reduktaz nitrit reduktaz

NO, > NO, > N,
120, o
2
NAD* +
NADH+H* NADH+H* NAD
COO- u OH j HO
\_ =~
@ szalicilat - ©:QH katekol 2 3-dioxige;z E@
OH hidroxilaz ’
. katekol 2-hidroximukonsav
szalicilat Co, szemialdehid

VILS8. abra
A nitrat szerepe a biodegradacioban oxigénhianyos kornyezetben

A fenti reakcio sorbol jol kivehetd, hogy a nitrat oxigénje hogyan hasznosul
egy, pl. aromas vegyiilet lebontasa soran [Cornelus 1996]. Bizonyitott tehat az a
feltételezés, hogy nitrdtos szennyvizeket hasznositani lehet oxigénhidnyos

kdrnyezetben alkalmazott bioremediécios eljarasokban.

VII.6. Irodalomjegyzék

e Bontig C.F.C., S. Schneider, G. Schmidtberg, G. Fuchs (1995) Anaerob
degradation of m-cresol via methyl oxidation to 3-hydroxybenzoate by a
denitrifying bacterium. Arch. Microbiol. vol. 164: 63-69

e Cornelus F., C. Bontig, F. Georg (1996) Anaerob metabolism of 2-
hydroxybenzoic acid (salicylic acid) by a denitrifying bacterium. Arch.
Microbiol. vol. 165: 402-408

285



Csry A., H. Rdeggard, K. Bach, R. Pujol, M. Hamon (1998) denitrification in
a packed bed biofilm reactor (BIOFOR)- experiments with different carbon
sources. Water Res. vol. 32: 1463-1470

Environmental Protection Agency: Criteria and Standards Division, Office of
Drinking Water. 1990. Drinking water criteria document on nitrate/nitrite.
Washington DC

Fuchs W., G. Schatzmayr, R. Braun (1997) Nitrate removal from drinking
water using a membrane-fixed biofilm reactor. Appl. Microbiol. Biotechnol.
vol. 48: 267-274

Filop V., JJW.B. Moir, S.J. Ferguson, J. Hajda (1995) The anatomy of a
bifunctional enzyme: structural basis for reduction of oxygen to water and
synthesis of nitric oxide by cytochrome cdl. Cell p.: 369-377

GoretskiT., C. Hollocher (1988) Trapping of nitric oxide produced during
denitrification by extracellular hemoglobin. J. Biol. Chem. Vol. 263: 2316-
2323

Katie L.T., D. Lloyd, L. Boddy (1994) Effects of oxygen, pH and nitrate
concentration on denitrification by Pseudomonas species. FEMS Microbiol.
Letters p.:181-186

Kesserli P., 1. Kiss, Z. Bihari, B. Polydk (2002) Investigation of the
denitrification activity of immobilized Pseudomonas butanovora cells in the
presence of different organic substrates. Water Res. vol. 36: 1565-1571
Koérner H., W.G. Zumft (1989) Expression of denitrification enzymes in
response to the dissolved oxygen level and respiratory substrate in continuous
culture of Pseudomonas stutzeri. Appl. Environ. Microbiol. p.: 1670-1676
Kuhn E.P., J. Zeyer, P. Eicher, R.P. Shwarzenbach (1988) Anaerob
degradation of alkylated benzenes in denitrifying laboratory aquifer columns.
Appl. Environ. Microbiol. p.: 490-496

Robertson L.A., J.G. Kuenen (1984) Aerobic denitrification: controversy
revived. Arch. Microbiol. vol. 139: 351-354

Zumft W.G. (1997) Cell biology and molecular basis of denitrification.
Microbiol. Mol. Biol. Review p.: 533-616

286



VIil. Biogaztermelés

Bagi Zoltan, Dr. Kovdcs Kornél

Tartalomjegyzék
VI BIOGAZIEIINEIES ..o i cctiiiiiiiie ettt e e e e s st r e e e e e e e s e sababeres 287
VIIL1. A bio24Z AltalAN0S JEILEIMZESE ..uvvvvvvvererereiiieieriierererererererererererererererererererererrren 289
VIII.2. A biogaz el6allitasaért felelés mikroorganiZmusoK.........cceeovvvveeeiiivveeeiiinvennn. 289
VIII.3. A biogaz fermentaciot befolyasold paraméterek .......ccovvvveveeeiiiiiiiieeeeeeeeninnnns 294
VIIIL.4. Biogdz fermentacidé anyagesere UtVONalal......u.ue.cciiiiiiirereiiieeiiiiiiiiineeeeeeesinnnns 295
AV 00 R 5 01 416 L 160) < RRR 296
AV 0 O R 4 § (o) ST 297
AV 80 R R I S1S) 115 1<) R 299
VLS. OSSZEEZES veveveeeeeeeeeeeeeeeeeet e et et e et e et ee et e et er et et et et er et esen e et ete st er et er et e seeneeanenens 301
VIIL 6. IrodalomiEEyZEK . ....coiiieiriiiiei ettt e e e et s e e e e e s e eab e seeeeaseeens 301
Bevezeto

Napjainkban az egyre ndvekvl energiaigényt egyre nehezebben tudja
kielégiteni az energiatermeld szektor. Az emberiség egyre novekvd létszama, a
fejlédd orszagok rohamos iparosodasa egyre tobb energidt igényel. Ha a mai modon
¢s ltemben folytatjuk az energia felhasznalasat, 30-40 éven beliil valsagos helyzet
alakul ki a Foldon. Jogosan meriil fel benniink a kérdés: Ki lehet-e elégiteni a XXI.
szdzad nagy energiasziikségletét?  Jelenleg az igények talnyomo6 részét, kb.
nyolcvan szdzalékat a fosszilis 4svanyi tlizeldanyagokbdl (kdolaj, foldgaz, szén)
nyerik. A foldtani kutatds 0 lehetdségeinek koszonhetéen az asvéanyi tlizeldanyag
kozeli kimeriilésétdl még nem kell tartani. Manapsag folyamatosan tarnak fel j
eléfordulasokat, de a fosszilis tlizeldanyagok végessége nem vitathatd, a
gazdasdgosan kinyerhetd koOolaj ¢és foldgdz készletek kimeriilében vannak.
Természetesen a Fold mélyében rengeteg kdolaj és foldgaz talalhato, de
kitermelésiiknél tobb energiat kellene befektetni, mint amennyi a kibanyaszott anyag
hasznosithato energia tartalma. A szénbdl akar szaz évre is elegendd ismert készletek
vannak. A szén elégetésénél viszont sok olyan égéstermék keletkezik, ami az

iiveghazhatas és globalis felmelegedés novekedésében jatszik szerepet. Ezeknek a
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hatasaival az ,,El Nino” jelenségcsoporton (tornadok, arvizek, szarazsag) keresztiil
taldlkozhatunk.

A megljuld energiaforrasok koziil a legelterjedtebb felhasznédldsa a
biomasszanak van. (Ahring B. K., 2003). A biomassza egy gyljtéfogalom, az €16
szervezetekbOl szarmazo, folyamatosan termelddd energiatermelésre felhasznalhatd
anyagokat jelenti. Ez az emberiség legdsibb energiaforrasa. Ha visszatekintiink a
torténelemben lathatjuk, hogy a kis parasztgazdasagok szamadara igen nagy értéket
jelentettek héenergia forrasként. Maig legelterjedtebb biomassza a fa, de idetartoznak
a mezdgazdasagi melléktermékek, allati eredetli tragya, szennyviziszap, kommunalis
hulladék és az energia novények (bagasse, kukorica cirok, csicsoka, manidka stb.).
(Bai A., 2005)

A hagyomanyos biomassza hasznositds a kozvetlen égetés, ez hatékony, de
kornyezetszennyez6. (Bai A.- Lakner Z.-Marosvolgyi B.-Nabradi, 2002) Annyibol
jobb a helyzet a fosszilis tiizeldanyagokhoz képest, hogy ha az elégetett biomassza
mennyisége ugyannyi, mint a megtermelté, akkor a széndioxid gaz kibocsatasa a
fenntarthat6 fejlddéssel abban az esetben Gsszeegyeztethetd, ha a felszabaduld szén-
dioxid mennyisége pontosan annyi, amennyit az adott névény kordbban megkatott.

A modern biomassza hasznositds (komposztalas, bioetanol, biodiesel, biogaz
eléallitasa) szamos modszerét ismerjiik. (Carruthers, 1986; Gibbons, W. R., Westhy,
C. A, 1984) A tovabbiakban a biogdz eldallitasat fogjuk részletesen bemutatni. A
biogdz anaerob fermentaci6 soran keletkezik (Kacz K.-Neményi, 2003, Kaltwasser,
B.J, 1983 Walsh, J. R. Jr. - Ross, C. C. - Smith, M. S. - Harper, S. R. - Wilkins, W.
A.M., 1988, Bai A., 2005) Ez egy kivalo eljaras, mivel nemcsak ugy jutunk ,,z6ld
aramhoz”, hogy csak biomasszat hasznositunk, hanem a kornyezetre karos anyagokat
is felhasznaljuk. Az anaerob kezelés ezaltal kulcsfontossagu lehet a szennyezések
lebontdsaban, Gjrafelhaszndlasdban, megljuld energia eldallitdsdban. Anaerob biogaz
fermentorok a vilag szamos pontjdn milkddnek, legnagyobb hagyomanyokkal
Nyugat-Eurépéban rendelkeznek nagyiizemi fermentacid terén. (Baldwin, 1993)
Magyarorszagon a technoldgia még gyerekcipdben jar, melynek oka a nem megfeleld

allami timogatas, ennek ellenére hazankban is talalunk ipari méretd biogaz iizemeket,
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s0t Eurdpaban az egyik legnagyobb kapacitassal rendelkezd ilizem Nyirbatorban

talalhato.

VIIl.1. A biogaz altalanos jellemzése

A biogaz szerves anyagok anaerob erjedése soran képzdodd, a foldgazhoz
hasonlo, rendkiviil sokoldaluan felhasznalhaté 1égnemi anyag. (Bai A., 2005, Olessak
Dénes, Szabo Laszlo, 1984) Eldallitasara barmely, az élelmiszergazdasagban és a
kommunalis szféraban képz0dott szerves anyag alkalmas. A folyamat spontan beindul
olyan teriileteken, ahol nagy koncentracioban, oxigénmentes kdrnyezetben van jelen
nedves szerves anyag. Ilyen teriileteket taldlhatunk mélyvizi tengeroblokben,
mocsarakban, tézeges teriileteken, hulladéktarolo  telepeken és  allatok
bélrendszerében. A spontdn létrejovd biogaz fermentacid igen csekély hatékonysagu,
azonban mesterséges beavatkozassal a gaztermelés megsokszorozhat6. A mikrobak
egyiittmiikodésével nyert gdz mintegy 50-70 % égheté metant, 28-48 % égésre
képtelen széndioxidot és 1-2 % egyéb gazt, elsdsorban kénhidrogént és nitrogént
tartalmaz. A f6ldgdz, mint ismeretes, gyakorlatilag teljes egészében metanbol all,
ezért a biogaz fitdértéke a metan részaranyatol fliiggden a foldgaz fitdertekének 50-
70 %-at teszi ki, ez azonban nOvelhetd siritéssel, illetve a széndioxidtdl vald
megtisztitdssal. Legmagasabb a metantartalma a szennyviziszapokbdl erjesztett
biogaznak (70%), ezt kdveti a mezégazdasagi melléktermékekbdl (60-65%), majd a

szilard telepiilési hulladékokbol (50%) nyerhetd gaz metantartalma.

VIII.2. A biogaz elballitasaért felelés mikroorganizmusok

A biogaz eldallitasaban szdmos baktérium csoport, populacié vesz részt. Ezen
torzsek szimbiotikus kapcsolatban éllnak egymadssal, egyes baktérium csoportok
anyagcsere termékeit mas baktérium torzsek felhasznaljak, tovabbi dtmeneti termékek

keletkeznek (Bai A., 2005) (VIIL.1. abra). A folyamat soran egy igen kényes
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egyensuly alakul ki, melyet szamos faktor befolyasol. A kornyezeti tényezok igen kis
mértékli valtozésa is felborithatja ezen egyensulyt, mely a biogaz képzddés
megsziinéséhez vezethet.

A folyamatban részt vevd baktérium torzsek elsd csoportja a fakultativ és
obligdt anaerob polimerbonté mikroorganizmusok. Ezen torzsek végzik a
nagymolekuldju szerves vegyiiletek részegységekre valdo bontasat, mikdzben
melléktermékként szén-dioxid gaz keletkezik. A nagymolekulaju szerves vegyliletek
kozil emlithetjik példaul a cellulozt, mely a legaltalanosabban el6forduld
makromolekula. (Dague, R. R. - Chyi, Y. T., 1994) Miikodésiik eredményeként olyan
koztitermékek keletkeznek, melyeket a mikroorganizmusok kovetkezd csoportja, a
savképzod, vagy masnéven acetogén baktériumok hasznalnak fel.

A hidrolizal6 baktériumok altal fel nem hasznalt oligo- és mono-
szacharidokat, zsirsavakat, aminosavakat és foként a rengeteg ill6 szerves savat az un.
acetogén mikroorganizmusok acetatta (ecetsav soja) €és hidrogénné alakitjdk tovabb.
A természetes Gton képz6dé metan mennyiség kb. 70%-a acetatbol keletkezik. Az
acetogének nagyon sokfélék €s a kornyezeti hatisoknak altaldban ellenélléak. Ez
érthetd is, hiszen mint latjuk sokféle tapanyagot tudnak hasznositani, ami a tulélési
esélyeiket lényegesen noveli. Mivel a kovetkezd csoportnak, a metanogéneknek
redukaloszerként hidrogént termelnek, az acetogének fontos szerepet kapnak a
megfelelden alacsony redoxpotencial kialakitasaban is. Ha a kornyezeti feltételek
segitik ezen baktérium torzsek elszaporodasat, és az altaluk termelt vegyiileteket a
tobbi baktérium csoport nem tudja felhasznalni az karosan hathat a biogaz
képzddésére, ugyanis a felszaporodott szerves savak a rendszer pH-jat savas iranyba
tolhatjdk el, mely nem kedvez a biogadz képzddésnek. A fermentativ folyamatok
legjelentdsebb mikroorganizusai a kdvetkezdek: Lactobacillus sp., Propionibacterium
sp., Salenomonassp., Clostridium sp., Proteus sp., Alcaligenes sp., Enterobacter sp.
(Olessak Dénes, Szabo Laszlo, 1984)

A szerves savak felhasznalasaért nagyrészt a mikrobak harmadik f6 csoportja,
az ugynevezett metanképzd, vagy metanogén mikroorganizmusok a felelések. A

harmadik, szigorGan anaerob koriilmények kozott megvalosuld 1épés a
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metanogenezis, amikor a metanogén mikroorganizmusok metdn ¢és széndioxid

keverékét, biogazt allitanak eld.

HIDROLIZALO MIKROORGANIZMUSOK

Polimerek bontasa:
Poliszacharidok (celluléz, keményito), fehérjék, zsirok

Monomerek, oligomerek emésztése:
Cukrok, aminosavak, zsirsavak

!

ACETOGEN MIKROORGANIZMUSOK
Ilékony zsirsavak + H>

!

METANOGENEK
CH4 + CO>

VIIIL.1. abra
Biogaz képzddés folyamata

Néhany metanogén a hidrogént kozvetleniil a széndioxid redukalasra tudja
forditani, masok az acetatot alakitjdk at széndioxidda és metdnnd. Az egész biogaz
termelési folyamat sebességét meghataroz6 mikrobiologiai folyamat a metanogenezis.
A metanogének a mikroorganizmusok kiilonleges, legdsibb fejlodési vonaldhoz
tartoznak, amelyeket Archaea-nak neveziink. Ezek a mikrobak sok kiilonleges
tulajdonsaggal rendelkeznek, biokémiai reakcioik, membran szerkezetiik ¢és
szaporoddsuk molekuldris mechanizmusa is tobb Iényeges ponton eltér a
‘k6zonséges” baktériumokétdl. A benniik lezajlo életfolyamatok nagy vonalakban
hasonldak a baktériumokéhoz, de a molekularis részleteik jelentds eltérést mutatnak.

A metanogének fontos tulajdonsdga, hogy lassan szaporodnak és rendkiviil
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érzékenyek a kornyezeti feltételek valtozasaira. A metanogének aktivitasanak
csokkenése masrészrol azt jelenti, hogy az acetogének altal termelt szerves savak
felhalmozodnak, ami az egész folyamat “elsavanyosodasdhoz”, a biogdz termelés
teljes ledllasahoz vezet. A metanogén mikroorganizmusoknak igen sok torzse 1étezik,
ezaltal lehetségessé¢ valik, hogy az anaerob biodegradacidé széles homérsékleti
tartomanyban 1étrejojjon, 15°C-t6l 55°C-ig, 60-99% viztartalom esetében is. Az
Osszes metanbaktérium képes a hidrogén hasznositdsara, tobbségiik a hangyasav
felhaszndlasara, de csak egy faj van, mely metanolbol metén eldallitasara képes. A
metanbaktériumok hidrogén feldolgozas kozben, az elektrontranszfer-foszforilacid
révén elvesztik energidjukat. A hidrogént oxidaljak, nem szabad oxigénnel, hanem a
széndioxid kotott oxigénjével. E folyamatban két biokémiai komponens jatszik
kulcsszerepet: az F420 és az M-koenzim. Az F420 egy fluoreszkalé komponens,
elektrontranszferként miikodik. Az M-koenzim 2-merkapto-etanolkénsav, amely
metiltranszfer 4gensként miikédik (VIIL2. 4abra). A metanogének nagy
hidrogénigénye ¢és atalakitoképessége kovetkeztében az acetogén baktériumok
szdmara a kis hidrogénkoncentraciot csak a metanogének jelenléte tudja biztositani.
Ezen ok miatt laboratériumi koriilmények kozott az acetogéneket tiszta tenyészetben
nem lehet vizsgadlni. A metanbaktériumoknak négy morfologiai tipusat
kiilonboztetjik meg, melyek a metanobaktériumok, a metanococcusok, a
metanosarcinak és a metanospirillumok. A mezofil metanogén mikroorganizmusok
jellemzé torzse a Methanococcus Mezei nevii, 0,001 mm-nél kisebb, sporamentes
mozdulatlan, Gram-labilis baktérium. Alacsonyabb hémérsékleten a Methanosorcina
methanica szaporodik el legnagyobb mértékben, hémérsékletingadozasra ez a
legkevésbé érzékeny torzs, mar 5°C felett ¢életmiikddésre képes. Termofil
tartomanyban a metanképzok jellemzd torzsei a Methanobacterium loehngenii és a
Methanobacterium omelianski, Gram-negativok, vékony palcika alaktialk, mozgasra
képtelenek. (Bai A., 2005, Olessak Dénes, Szabd Laszlo, 1984)
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2€ , CoMH + CO,

l<—2H+

2e

CoM-COOH
2 H
H-> H-O

28 , CoM-CHO
ze —

2 H* 28 , CoM-CH,OH

ETP l 2H
a7 - H20

28 , CoM-CHs

ADP + P, ATP

«— 2H

2€ | CoM-H + CHq

VIIIL.2. abra
Metanbaktériumok hidrogén-oxidacids tevékenysége

A fent emlitettek mellett szulfatredukald baktériumok is megtaldlhatoak a
rendszerben, melyek szulfatbol és egyéb kiilonbozé kén vegyliletekbdl hidrogén-
szulfidot allitanak eld. A hidrogén-szulfid reakcidba 1ép a vas és egyéb nehézfém
sokkal, azokkal oldhatatlan szulfidokat képez, mindezek ellenére allandoan
megtalalhato egy kevés hidrogén-szulfid a biogazban.

A biogaz fermentéacidban szerepet jatszo baktérium konzorcium laboratoriumi
koriilmények kozott nem szaporithatd. Egyes torzsek tiszta kultiraja fenntarthato,
azonban a teljes komplex rendszer kontrolalt koriilmények kozotti szaporitasara nincs
mod. A biogaz fermentorban kialakul6 természetes mikroba populacié igen Gsszetett,
a fent leirtakbol lathatd, hogy az egyes torzsek életben maradasahoz mas torzsek
anyagcsere termékire van sziikség. Ezen oknal fogva csak biogaz eldéllitasara

alkalmas fermentorokban szaporithatok, tarthatok fenn.
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VIII.3. A biogaz fermentaciot befolyasolé paraméterek

(Olesséak D., Szabo L. 1984)

Homérséklet

Az anaerob biodegradacio alacsony hémérsékleten, pszikrofi koriilmények kozott
is végbemegy (25°C alatt), mindezek ellenére a hagyomanyos anaerob
fermentorok a legtobb esetben mezofil hdmérsékleten (30-35°C) illetve termofil
hémérsékleten (50-55°C) mikodnek. Ezen ténynek két f6 oka van: Magasabb
hémérsékleten a reakciok gyorsabban jatszodnak le, ezaltal adott id6 alatt
nagyobb mennyiségli szerves anyag betaplalasra van lehetdség, tehat csokken a
biomassza fermentorban valé tartézkodasi ideje, végeredményben novelhetd a
fermentor kapacitdsa. A masik ok pedig az, hogy magasabb hémérsékleten a

patogén mikroorganizmusok talélési esélye jelentésen csokken.

pH

A biogéaz fermentacié semleges (pH=7,0) koriilmények kozott jon létre, ettdl
egyes esetekben 1 egységgel el lehet térni savas vagy lagos iranyban (pH=6,0-
8,0), ekkor azonban mar felborulhat a mikrobialis egyensuly.

Oxigén

A fermentéacio kizardlag anaerob koriilmények kozott jatszodik le, melynek oka,

hogy szamos obligat anaerob torzs vesz részt a folyamatban.

C/N arény

A fermentécio szdmara fontos, hogy a betaplalt szervesanyag viszonylag allandé
Osszetételll legyen, hogy abban kiegyensulyozott mikréba populécio alakuljon ki.
Az alapanyag jellemzdinél azonban a C/N aranyt is figyelembe kell venni. A
baktériumok sejtfehérjéinek felépitésére ugyanis nitrogénre van sziikség. A kis
nitrogéntartalom a nagy szénmennyiség feldolgozéasat akadalyozza, mig a til nagy
nitrogéntartalom az ammonia felhalmozodasahoz vezet, mely a baktériumok
novekedését és ezaltal a metanképzddést akadalyozza. Az optimalis C/N ardny

10-40 kozé teheto.
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e Toxikus anyagok
Az oxigént mérgezd anyagnak tekinthetjiik, ugyanis a metanogén baktériumok
obligat anaerobok, igy oxigén jelenlétében elpusztulnak. Ez azonban nem szokott
nagy problémat jelenteni, mivel a rendszerben szamos fakultativ anaerob
baktérium is jelen van, mely a rendszerbe keriilt oxigént gyorsan felhasznaljak.
Az alkalifém és alkali foldfém ionok csak nagy koncentracidoban toxikusak a
rendszerre. 5-10 x 102 kg/dm? feletti Na*, K*, Ca™, Mg** mennyiség jelenthet
problémat.
A nehézfémek, mint példaul az 6lom, réz, kadmium 5 x 10 kg/dm?® koncentracio
esetén mar karosan hat a metanképzdédés folyamatara. Szulfidionok jelenlétében
ezek hatasa jelentésen mérseéklddik, ugyanis szulfidok képzddése mellett
kicsapodnak.
Kiilondsen veszélyesek a klorozott szénhidrogének, melyek méar 2 x 10 kg/dm?
koncentracié esetén is megsziintetik az erjedést. A cianid ionok jelenléte szintén

nagyon veszélyes.

VIll.4. Biogaz fermentacié anyagcsere utvonalai

A biogaz fermentaciora felhasznalt szerves anyagok egy része fotoszintetikus
eredetli novényi anyag, mdas része allati eredetli élelmiszerek maradékai és allati
iriilék. (Department of Energy, 1995) Ezen anyagok pontos kémiai Osszetétele nem
allapithatd meg, azonban elmondhat6, hogy a névényi anyagok f6 alkotdja a celluloz,
kiilonb6z6 hemicelluldzok, cellulozszarmazékok, cukrok, melyeket Osszefoglaloan
szénhidratoknak neveziink. Az 4llati eredetli hulladékokban f6leg fehérjéket,
peptideket, zsirokat és olajokat taldlunk. E f6 alkotérészek mellett jelentéktelen
mennyiségben taldlunk vitaminokat, hormonokat, enzimeket, valamint a fo
alkotorészek bomlasabol szarmazo egyszerii szerves vegyiileteket, mint pl. aldehidek,
zsirsavak, glilkdéz. A biogdz eldallitds biokémiai folyamatainak ismertetése soran
tehat harom f6 vegyliletcsoportra kell koncentradlnunk, melyek a szénhidratok,

fehérjék és zsirok. (Bai A., 2005, Olessak Dénes, Szabd Laszlo, 1984)
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VIil.4.1. Szénhidratok

A biogdz fermenticid soran legnagyobb mennyiségben kiilonb6zo
szénhidratok allnak rendelkezésre szubsztratként (VIIL.3. abra). Ezen vegyiileteket a
fermentativ torzsek (tejsavbaktériumok, propionsav baktériumok, koélibaktériumok,
vajsavbaktériumok ¢és butilbaktériumok) tamadjdk meg enzimeik segitségével. A
folyamat eredményeként kiilonbozé koztitermékek keletkeznek, melyek a
kovetkezOk: gazok (széndioxid, hidrogén), alkoholok (etilalkohol, propilalkohol,
butilalkohol), zsirsavak (hangyasav, ecetsav, propionsav, vajsav) és egyéb savak
(tejsav, borostyankdsav, piroszOlésav). Ezen molekuldkat hasznositjak a
metanbaktériumok, melyek termelik a biogaz két f6 komponensét, a metant és a
széndioxidot (Olessak Dénes, Szabd Laszlo, 1984). A VIIL4. abran a glikoz

lebomlasa lathat6, a folyamat eredményeként 1:1 ardnyban keletkezik metan és

széndioxid.
| szénhidratok |
Gombak
e 2 tejsavbaktériumok
Sotét és propionsav baktériumok
oxigénhianyos >le kolibaktériumok
kornyezet vajsavbaktériumok
butilbaktériumok
v v v v
Gazok Alkoholok Zsirsavak Eqyéb savak
CO, etilalkohol hangyasav tejsav
H, propilalkohol ecetsav borostyankésav
butilalkohol propionsav piroszélésav
vajsav

—— metanbaktériumok
_Sgtet és P szulfat redukalé baktériumok
oxigénmentes i denitrifikal6 baktériumok
kornyezet
v
CO2
CHas

VII1.3. abra
Széndidratok lebontasi Gtvonala
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3 CeH120s —» 4 CH3CH,COO +2CHsCOO + 2 HCO3 + 8 HY
gliikéz propionsav ecetsav

' |

4 CH3CH,COO + 3H,O —>» 4 CH3COO + HCO 3+ H* 3 CH4

|

|-> 6 CHsCOO + 6 H:O —» 6 HCO3+ 6

4 CH3CH2COO +2CH3COO + 2 HCO3+ 8 H'—» 9 CH4+ 9 CO:

VII1.4. abra
A gliik6z atalakitasa biogdzza

VIIl.4.2. Zsirok

A zsirok lebontasaban zsirbontod baktériumok jatszanak szerepet, mikddésiik
eredményeként zsirsavak és glicerin keletkezik. A glicerint a kolibaktériumok,
propionsav baktériumok, vajsav baktériumok hasznositjdk, kiilonb6z6 gazokka
(széndioxid, hidrogén), savakkd (hangyasav, ecetsav, propionsav, vajsav, tejsav,
borostyankdsav) és alkoholokka (etilalkohol, butilalkohol) alakitjak. A folyamat
utolsé lépésében a metanbaktériumok jatszdk a f6 szerepet, allitjak el a biogazt
(VIILS. abra). Példakét a tri-sztearin lebomlasat mutatjuk be (VIIL6. 4dbra) (Olessak
Dénes, Szabo Laszlo, 1984).
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Zsirok

Sotét és zsirbontoé baktériumok és
oxigénhianyos i< gombak
kornyezet
1 1
zsirsavak glicerin metanbaktériumok
<& szulfat redukalok
h denitrifikalok
v v v
Gazok Zsirsavak Alkoholok
co hangyasav etilaklkohol
2 ecetsav butilalkohol
H> propionsav
vajsav
Sotét és metanbaktériumok
oxigénmentes »le szulfat redukalok
kornyezet denitrifikalok
4
CO2
CHa

VIIL.5. abra
Zsirok lebontasi utvonala

C3H5(C12H3sC0O0); + 3 H20 C3Hs(OH);3 + 3 C17H3sCOOH
Tri-sztearin glicerin sztearinsav
J
|—> CH3(CH2)16COOH + 8 H.O e 13 CH4 + 5 CO»
2 CH3CH>COOH + 2 H,O —> 5CHs + 3 CO>
vajsav
—» 4 C3H5(OH)3+ 2 HO e 7 CHs +5CO»

25 CH4 + 13 CO»
2:1

VIII.6. abra
Biogaz keletkezése tri-sztearin kiindulasi szubsztratbol
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VIII.4.3. Fehérjék

A fehérjéket a fehérjebontd baktériumok kezdik el lebontani enzimeik
segitségével, mely sordn rovidebb szénlancu peptidek (di és tripeptidek) keletkeznek.
Ezen vegyiiletek alakulnak tovabb gazokka (ammonia, széndioxid, kéndidrogén),
valamint szerves savakka (amindsavak, zsirsavak). A folyamat befejezo 1épésében a
metanbaktériumok jatszanak szerepet, biogazt allitanak el (VIIL7. dbra). A részletes

atalakulasi folyamatokat a VIILS. 4bra szemlélteti (Olessdk Dénes, Szabo Laszlo,

1984).

Fehérjék

Sotct és e Fehérjebonto
oxigenhianyos 1 mikroorganizmusok
kornyezet
Tri és dipeptidek
saztgr:z(?:)i? d Aminoésavak
kénhidrogén RIESElS
Sotét és I
oxigénmentes < | metanbaktériumok
kornyezet

\ 4

széndioxid
metan
ammonia

VIIL.7. abra
Fehérjék lebontési utvonala
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fehérje ——» amindsavak + zsirsavak

4 CH>NH,COOH + 2 H,O —» 3 CHs+COs + (4 CO,+4 NH3)
glicin

2 CH3CH NH2 COOH + 2 H20 — 3 CHs+ CO2+ (2 CO2 + 2 NHg)

6 CHs + 2 CO;
3:1

VIIL.8. abra
Biogéz képzddés fehérje alapanyagbdl kiindulva

| UVEGHAZHATAS | i [ EMISSZIO CSOKKENES |
I
n _<,_ﬁ_,,_ ﬁ ﬁ f héenergia
‘F-vCH4 + 0.+ NH,‘“ CQO, gazmotor _ c
<% o ; CH, —> Bl generator
(3 B i o —
2 x o @ 3
ES = 28 of
ES. 1% E3 ‘EsS
e8 = . &~ p3
| KOR ZE

Salypont: Integralt hulladékgazdalkodas vidéki teriileten

El6ényok : Okoldgiai és 6kondmiai szempontbdl optimalis megoldas
Lokalis és globalis kdrnyezetvédelmi eredmények
Decentralizalt, kiilsé hatasoktdl figgetlen energiatermelés
Javul a vidéki terliletek népességmegtartd képessége

VI1I1.9. abra

A biogaz felhasznalasaval, és a folyamatosan keletkezd biomassza hasznositasaval
javithatunk kérnyezetiink allapotan
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VIIL.5. Osszegzés

A biogaz mint megujuld energiaforras a jovoben gazdasagosan kivalthatja a
ma még altaldnosan elterjedt fosszilis energiahordozokat (VIIL9. dbra). A folyamat
mikrobidlis €és biokémiai hattere mar igen jol ismert, a jelenlegi kutatasok a
hatékonysag fokozasat tlizték ki célul. A vilag szdmos pontjan mikodnek nagyiizemi
méretli biogaz erjesztd fermentorok, szamuk az elmult években megsokszorozddott,
napjainkban  egyre nagyobb mértékben hozzdjarulnak a  nagyvarosok
energiaellatasdhoz. Csokkenthetd hasznalatdval a kornyezet szennyezése, a
felszabadulé CO2 visszakertil a korforgasba, azok a novények hasznositjak, melyeket
késébb biomasszaként a biogaz eldallitdsdéhoz felhasznalunk. A  fosszilis
energiahordozokkal ellentétben a biomassza kimeriilésétél nem kell tartanunk, ily
médon a megujuld energiaforrasokbol nyert energia hosszu tavra megoldhatja az

emberiség ezen iranyu problémait.
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