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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

4-aminobenzolszulfonsav = szulfanilsav, SA
3-aminobenzolszulfonsav = metanilsav

4-aminobenzoesav = PABA

3,4-dihidroxibenzoesav = protokatekol, PC

etiléndiamin-tetraecetsav natrium séja = Na,EDTA
Tris-(hidroxi-metil)-amino-metén = Tris

nagy nyomasu folyadékkromatografia = HPLC

natrium-dodecil szulfat - poliakrilamid gélelektroforézis = SDS-PAGE



II. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a novekvé gazdasagi aktivitasnak kdszonhetben egyre
nagyobb mennyiségii szennyez$ anyag kerillt ki a természetbe, melyek nagymeértékben
kérosithatjak az él6vilagot. Eveken keresztiil allitottak el§ olyan szintetikus anyagokat,
melyek lebomlasat, toxicitasat meg sem vizsgaltak.

Ha nem kovetkezik be valtozas a vegyszerek eldallitasi eljardsaiban, vagy a
kémyezetbe jutott hulladékok gyors és hatékony lebontasdban, vagy ujra
hasznositasaban, visszafordithatatlan kornyezeti karosodasok keletkezhetnek szerte a
vildgon, mely dontSen kihathat az emberi tevékenységre és egészségre. Az ipari cégek
tobbsége pl. égetéssel oldja meg a szennyezS anyagok, hulladékok eltavolitasat. Ez
azonban sokszor nem jelent megoldast, mivel az égetés sordn keletkezd anyagok gaz
illetve hamu form4jaban tovébbra is szennyezik a kdéryezetet, és szamos szennyezd
anyagot el sem lehet égetni ( pl.szennyviz).

Jelenleg tobb, mint 6t millié Vegyi anyagot irtak le, tobb ezer van kereskedelmi
forgalomban, és évente tobb ezer Uj anyagot allitanak el6. Az ipar egyre nagyobb
mértékben haszndl szintetikus vegyszereket, melyek a természetes kdrnyezetben €16
szervezetek szamara ismeretlenek, igy lebontasuk nem torténik meg. A problémat
fokozza, hogy a hulladékok altalaban Gsszetettek, szamos szennyezdé anyagot, és azok
bomlastermékeit tartalmazzak. Ezek felhalmozdédasa egy-egy teriileten dontden
befolyésolhatja a kialakult mikro- és makroflérat.

Vilagszerte felismerték, hogy a kérnyezet védelme minden orszag kozos érdeke,
¢és csak Osszefogva, egylittmiikddve lehet a problémat megoldani. Hiszen a leveg&ben,
foly6kban talalhat6 szennyezddések nem éllnak meg az orszagok hatarainal.

gy hazankban is feler8sodott a komyezetvéd6 mozgalom, és az ipari cégeknek
1s be kell latniuk, hogy a technoldgidik kifejlesztésénél a kdmyezet védelme kiemelt
fontossagl szempont. Ezért az Gsszes 0j technoldgiat kormyezetbaratta kell tenni, és a
komyezetre veszélyes vegyiiletek artalmatlanitasat meg kell oldani. Tébbféle stratégiat
dolgoztak ki a hulladékok kérnyezetbe jutasianak megel6zésére illetve a szennyez6dések
eltavolitasara a kornyezetbdl. Modositottak a termelési eljarasokat (pl. a keletkez6 sok,
savak, gazok feldolgozasa; a reakciok specifitisanak novelése; a termék kinyerésének
egyszerusitése; stb.), modernizaltak a berendezéseket, mely altal csékkent a hulladék
mennyisége. Gyakran alkalmaznak kémiai hidrolizist (pl. észterek esetén), égetést,

levegbztetést, sziirést, és nem utolsé sorban bioldgiai mddszereket a hulladékok



lebontasara, eltavolitasara. A kémiai-fizikai eljarasoknak altaliban igen nagy a koltseg
igénye.

A nemzetkdzi szabvanyok bevezetése kovetkeztében az értékhatarok valtoztak,
és olyan koncentracioban is el kell tavolitani a vegyiileteket a kdryezetb6l, melyeket az
eddigi technologidkkal mar nem tudnak megoldani. Erre a feladatra a legalkalmasabb
modszerek a bioldgiai eljarasok, melyek sordn a mikroorganizmusok nyomnyi
mennyiségii szerves anyagot is képesek felhaszndlni. Komoly hatraltatja a
bioremediaciés technologiak elterjedésének a felvevs ipar kételkedése a folyamatok
hatékonysagéban, ¢€s tisztasagaban.

A szerves molekulak spontan atalakuldsa, semlegesitése, vagy teljes lebontasa a
természetes vizekben és a talajban leggyakrabban mikrobidlis aktivitds eredménye.
Altalaban az egyedi fajok a kialakult mikrobialis &koszisztéméban nem képesek az
egyes szennyezG anyagokat bontani, hanem egylittesen, egymast segitve maradnak fenn
a toxikus koémyezetben, és igy mar tudjak hasznalni, sajat anyagcsere folyamatatkba be
tudjak épiteni a jelenlévé szerves anyagokat. E folyamatokat f6leg acrob
mikroorganizmusok végzik, melyek a szerves vegyiiletek oxidativ lebontasakor
felszabadulé energidt sajat fenntartdsukra, szaporodasukra hasznaljak fel. Részben
szervetlen termékek (pl. szén-dioxid, viz, szulfat), részben szerves anyagok keletkeznek.
A szervetlen molekulak kijutnak a komyezetbe, mig a szerves vegyiileteket a sejtek
hasznositjak. Ezt felismerve a bioremediiciés eljarasokban gyakran alkalmazzak az
egymassal szimbiotikusan egyiittélé mikrobak iranyitott keverékét. Az egy komponensi
szennyez8dések esetén hosszabb adaptacidos 1d6 alatt szelektalt egy, vagy tobb
mikroorganizmus kulturat hasznalnak a szerves anyag lebontasara.

Iranyitott eljarassal, mikroorganizmusok segitségével az évek soran szamos
vegylletet lehetett semlegesiteni, illetve atalakitani nem veszélyes termékké. Az elsd
kisérleteket a klor tartalmu er6sen mérgez6 hatasu peszticidek, valamint szénhidrogének
lebontasara, atalakitasara dolgoztdk ki. Az ujabb és Gjabb vegyiiletek megjelenése a
piacon, €s igy a természetben is, sok évre adott feladatot a mikrobiolégusoknak,
biotechnolégusoknak. A lebontd folyamatok tervezésekor, fejlesztésekor &t kell
gondolni az 4ltalanos kritériumokat: a végtermék kinyerését, melléktermékek toxicitas
vizsgélatat, bomlékonysagukat, a lebonté utakban résztvevé enzimeket, a
mikroorganizmus toxicitasat a kérmyezetre. A nagy nyomasu folyadékkromatografia
(HPLC), a tomegspektrometria, és egyéb technikak kifejlesztése nagy elSrelépést

Jelentett a vegyiiletek, keverék oldatok, szennyvizek analitikai vizsgalataban.



Alkalmazasuk lehetévé teszi a lebonté folyamatok nyomon kovetését, a nyomnyi
mennyiségben jelenlévs szennyezések kimutatasat.

A bioremediécids megoldasokban, elsGsorban gazdasigi megfontolasok alapjén,
¢é16 mikroorganizmusokat szokas alkalmazni. Ezek felhalmozddasa a koémyezetet
gyakran hatranyosan megterheli. A sejtek természetbe jutdsanak megakadalyozésa
érdekében tobbféle modszert dolgoztak ki. A bioreaktorokban sziir6ket alkalmaznak,
melyek a tipanyagok, egyéb kisebb molekuldk szdmara atjarhatd, de a
mikroorganizmusokat visszatartja. Héatranya, hogy konnyen eltdomddhet a sziir6. Egy
ujabb és egyre elterjedtebb moddszer a sejtek rogzitése, hordozoba zaradsa. Az
immobilizalt mikroorganizmusok jo hatékonysaggal alakitjak at a szerves vegyiileteket
megfelel§ szellbztetés mellett anélkiil, hogy a sejtek kijutndnak a komyezetbe, vagy
elzarmak a tisztitott viz atjat. Az immobilizalas biztositja, hogy a sejtek olyan kozel
keriiljenek egymashoz, mely lehetGvé teszi a sejtek kozotti anyagcesere forgalmat, mely
dontSen befolyasolhatja a lebontd folyamat sebességét.

A balatonflizf6i Nitrokémia RT gyartasi folyamatainak melléktermékeként
viszonylag nagy mennyiségli szulfanilsav keletkezett. Ennek a vegyiiletnek a
hatéstalanitasara dolgoztunk ki a gyarral kdzdsen egy biotechnoldgiai modszert.

A dolgozatban ismeretjiik

- olyan mikroorganizmus izolalasét, jellemzését, amely nagy hatékonysaggal képes a
szulfanilsavat bontani

- a biodegradacids folyamat optimalizalasat mind laboratériumi mind ipari szinten,

- arendszer hatékony miikédését immobilizalt sejtekkel,

- azokat az el&zetes biokémiai vizsgalodasokat, amely a lebontasi utvonal pontosabb

felderitését célozzak.



III. IRODALMI ATTEKINTES

A koémyezetvédelmi problémakat a természet egyensulyat megbontd emberi
beavatkozas okozza [Moser 1992]. A 8 szennyezd forrasok az ipar, a mez6gazdasag, a
kozlekedés, és ezektSl fiiggden viéltozik a szennyezés mértéke, veszélye. Vannak olyan
hulladék fajtik, amelyek lokalisak, nem terjednek, ezek kontrollalasa, lebontdsa az
egyszeriibb feladat. Sokkal komolyabb problémat jelentenek a terjedd szennyezddések,
melyek pl. a talajvizbe, természetes vizekbe jutva nagy Okoszisztémakat érintve
belathatatlan kérnyezeti hatassal jarnak. A kornyezetvédelem feladata, hogy felismerje
ezt a veszélyt, és elharitsa vagy megel6zze azt.

Nem lehet azonban elitélni az ipar tevékenységét, hiszen gondoljunk csak arra,
hogy ezek a természetben megjelend Uj, szintetikus vegyliletek jelent8s meértékben
hozzajarultak bizonyos betegségek gyogyitasahoz, a novényi taplalékunk megovasahoz
a kartevGkkel szemben. A kovetkezményekkel azonban szamolni kell. Minthogy az els6
kibocsatott vegyszerek utohatasara nem forditottak figyelmet elddeink, ezért ma kell a
jelenlevé problémat megoldanunk a természetbe jutott vegyszerek semlegesitésével.

A komyezeti szennyez8dések altalaban magukat a szennyez6 anyagokat €s azok
- esetenként. artalmas - bomléstermékeit tartalmazzdk [Alexander 1981, Head 1998,
Timmis 1994). A mikroorganizmusok rendkiviili adaptaciés képességeének
kovetkezményeként a szennyezett koOmyezetben is megjelennek mikrobidlis
kozosségek, melyek képesek a szennyez6 vegyiileteket szén- és/vagy energiaforrasként
felhasznalni [ Timmis 1994, Head 1998]. Az egyedi fajok altaldban nem képesek tilélni
e toxikus kérmyezetben, viszont a kdzosségek tagjai egymast segitve fennmaradnak és
szaporodnak [Timmis 1994]. A biotechnolégiai eljarasokban gyakran olyan iranyitott
kultirdkat alkalmaznak, melyek egyes tagjait kiilon-kiilon ismerik, és 6nallo, vagy
egylittes miikodésiik kdvetkezménye egy hatékony lebontd folyamat.

I11.1 BIOREMEDIACIO

Az elmult években rengeteg mikroorganizmust izolaltak, melyek képesek egyik
vagy masik toxikus vegyiiletet bontani, ami el6z6leg nem volt bonthat6 [Timmis 1999].
Legtobbszor hosszii adaptacids folyamat soran bekovetkezd mutaciok eredményeként,
vagy a mar elterjedten alkalmazott géntechnologidk segitségével sikeriilt elGallitani

olyan egyedeket [Head 1998, Timmis 1994], melyek a “vad” tipusu testvéreikhez



képest egyes folyamatokban sokkal hatékonyabban vesznek részt. Ha egy
mikroorganizmust, mely nem életképes az adott komyezetben, olyan plazmiddal
transzformaljék, amely tartalmazza a lebontasi folyamat kulcsenzimeit koédolé géneket,
képessé tehet§ a vegyiilet bontasara, igy szaporodni tud a toxikus kérilmények kozott
[Timmis 1994]. Ennek f6leg akkor van jelentSsége, amikor a lebontasi folyamatot
katalizalo enzimek patogén térzsekben fordulnak el6.

A bioremediécioval foglakozd kutatdk érdekldése az utobbi egy-két évben a
bioldgiai lebontd potenciallal rendelkez6 mikroorganizmusok izolélaséardl athelyezddott
Hiszen hiaba allitunk eld laboratériumi korilmények kozott hatékonyan dolgozd
lebont6 eljarast, ha az a terepkisérletekben inaktiv marad a laboratériumban nem
reprodukalhaté kornyezeti hatasok kovetkeztében.

A gyogyszeripar és a textilipar nagy mennyiségben alkalmaz szintetikus aromas
vegyiileteket termékeik elGéllitasaban. A gyartas soran keletkezé szennyvizet gyakran
taroz6 tavakba gytjtik, vagy folyovizeinkbe iiritik. Ennek kdszonhetSen az iizemek
komyékén gyakori szennyez6 komponensek a szulfonalt aromas vegyiiletek [Locher
1989; Kuhm 1991; Thurnheer 1986], mint pl a szulfanilsav.

II1.1.1 A szulfanilsav

A szulfanilsav gyakorlati jelent6sége igen nagy, mert azo festékek,
novényvéddszereknek elGallitdsdban nagy mennyiségben hasznaljak, komoly
jelentdségliek a gydgyaszatban alkalmazott szarmazékai, a szulfonamid készitmények.
A szulfonamidok (pl a szulfanilamid, mely a szulfanilsav amidja) ers baktericid hatast
mutatnak. Ugy bénitjak a mikroorganizmusok szaporodasat, hogy a folsav
bioszintézishez sziikséges para-amino benzoesavat kiszoritjak az enzim komplexébdl,

és ily modon blokkoljék a reakcidt [Bruckner 1979].
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A szulfanilsav szintetikus vegyiilet, az anilin kozvetlen szulfonalasaval nyerhetd
ugy, hogy az anilint témény kénsavval 200°C-ra hevitik [Bruckner 1979]. Hideg vizben
igen rosszul, alkoholban nem oldédé vegyiilet. Asvéanyi savakkal nem képez sokat,
mivel er6sen savas szulfonsavcsoportja intramolekularisan k6zombdsiti a gyengén
bazisos aminocsoportot. Lugokkal viszont alkali s61 képzOdése kozben reagal. A
szulfanilsav vizb8l 2 mdl kristalyvizzel lemezekben kristalyosodik [Bruckner 1979].
Két izomerje ismert, a metanilsav és az orthanilsav, melyek ipari alkalmazésa csekély.

Szamos tanulmany foglalkozik a szulfonalt aromés vegyiiletek lebontasaval
[Feigel 1988; Thurnheer 1990; Jahnke 1990; Kuhm 1991; Paszczynski 1992; Locher
1993; Junker 1994; Goszczynski 1994; Blimel 1998;]. A nyolcvanas évek elejéig
szulfonalt aromas vegyiileteket bonté szervezetet még nem sikeriilt izolalni a
természetb8l [Zimmermann 1982]. Hossz adaptacios kisérletekkel sikeriilt egy
Pseudomonas fajt rabirni, hogy az Orange II azofestéket kettéhasitsa azoreduktiz
enzimével, mikozben szulfanilsav és 1-amino-2-naftol keletkezik [Zimmermann 1982].

1986-ban Thurnheer arr6l szamolt be, hogy sikeresen izolalt tobb, szulfonalt
aromas vegyiileteket bonté mikroorganizmust. Az orthanilsavat, mely Osszegképlete
megegyezik a szulfanilsav Osszegképletével, képesek voltak egy Pseudomonas faj
segitségével lebontani [Thurnheer 1986], a sejtvonalat késébb Alcaligenes torzsként
pontositottak [Jahnke 1990]. Azonban a két vegyiilet szulfo- és amino csoportjainak
helyzete eltér6, mely a lebontas szempontjabdl jelentds, ezért nem meglepd, hogy az
orthanilsavat bonté mikroorganizmus nem képes megtdmadni a szulfanilsav gytrdjét
[Thurnheer, 1990.]. Tovébbi tanulmanyaikban orthanilsav bontasival, a lebonto

folyamattal, és a résztvevl enzimekkel foglalkoztak részletesen [Junker 1994].



A p-toluénszulfonsavat és p-szulfobenzoesavat egy Comamonas (Pseudomonas) torzs
segitségével semlegesitették sikeresen [Locher 1989]. Ugy talaltak, hogy a bonté
szervezet eldszor deszulfondlja a vegyiileteket, majd oxigendz enzimrendszere
segitségével hasitja az aromas gytrit. Megfigyelték, hogy egy toxikus vegylilet
bontasit jelentésen befolyasolhatja a mikroorganizmus sejtfalanak 4tjarhatésaga
[Thurnheer 1990; Locher 1993]. Izolatumuk sejtextraktumaval  képesek voltak
deszulfonalni t6bb szulfonalt aromds vegyiiletet, mig az intakt sejt csak néhany
vegyiiletr6] hasitotta le a szulfon csoportot, ami a sejtmembran szelektiv
permeabilitasara utal [Thurmheer 1990; Locher 1993].

Egy masik kutaté csoport, Paszczynski é€s mtsai [Paszczynski 1992;
Goszczynski 1994], azo festékek lebontasdval foglalkoztak, melynek soran
Osszehasonlité vegyiiletként a szulfanilsavat is alkalmaztak szubsztratként, mint az azo
festékek kiindulasi vegyiiletét. Kisérleteikhez a lignin bontd Phanerochaete
chrysosporium-ot hasznaltak, mely szamos komyezeti szennyez6dést képes részlegesen,
vagy teljesen semlegesiteni. A szulfanilsavat csak csekély mértékben bontotta (a
huszadik napra 17%-a fogyott el a kiindul&si mennyiségnek).

Az 1990-es évektSl az érdekldés a lebonté utak tanulmanyozasa iranyaba
fordult [Locher 1991; Kuhm 1991; Junker 1994; Hammer 1996; Bliimel 1998].

E kutatasok egyik f6 bazisa, a szulfonalt vegyiiletek és a szulfanilsav lebontasat
vizsgald, H-J. Knackmuss és csoportja. Az 1980-as években egy Pseudomonas faj
segitségével naftalénszulfonsav részleges lebontasat tanulményoztak [Nortemann 1986;
Kuhm 1991]. A szulfanilsav lebontisaban elért eredményeikr§l elész6r 1988-ban
szamoltak be [Feigel 1988], amely tanulmanyban két baktérium tdrzset kooperativan
hasznaltak. A Hydrogenophaga palleroni a szulfanilsavat képes katekol-4-szulfonsavva
alakitani, mely vegyiilet szubsztratja lesz az Agrobacterium radiobacter-nek [Feigel
1993]. Ez utdbbi baktérium enzimrendszere segitségével a katekol-4-szulfonsavat tobb
lépésben maleil-ecetsavva alakitja. Ezzel a rendszerrel 1-2 g/l (~10 mM) tdménységii
szulfanilsav oldatot tudtak hatékonyan kezelni. A hipotetikus lebont6 tutvonal egyes
lépéseiben résztvevl enzimek egy részét azonositottak, és kitisztitottak [Hammer 1996;
Dangmann 1996]. Megallapitottak, hogy a folyamat kulcsenzime a protokatekol 3,4-
dioxigenaz (EC 1.13.11.3), mely felelés a szulfanilsav gylrljének felhasitasaért
[Hammer 1996]. Ez az enzim szamos aromas vegyiilet lebontasaban jatszik kozponti
szerepet [Hammer 1996]. Legtjabb tanulméanyukban arrél szdmolnak be, hogy a
Hydrogenophaga palleroni faj egy adaptacids folyamat végén képes volt a 4-karboxi-4-
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szulfoazobenzolt szén és energia forrasként felhasznalni és TCA ciklusaba épiteni
[Bliimel 1998].

A kilencvenes évek elején megjelent néhany tanulmany, melyben
megallapitottak, hogy a lebontd folyamatokra jelentSs hatassal vannak a kiilonb6z0 sok
és ionok jelenléte, ardnya a kornyezetben. A foszfat korlatozhatja egyes szintetikus
vegyiiletek heterotrof szervezetekkel torténG lebontasat [Robertson 1992]. Foszfat
hozzaadasa novelheti a lebontds sebességét, de ezt jelentGsen befolyasolhatjak di- és
trivalens kationok, valamint a pH. Megfigyelték, hogy egy Pseudomonas faj 5-10 mM
jelenlétében sarga csapadékot képez, ugyanezt tapasztaltak 5 mM Ca®" esetén pH=8,0-
nal. Egy masik vizsgalatban a Mn®" és Mg2+ hatdsanak tanulmanyozésa kapcsan
felismerték, hogy két gyakori talajlaké baktérium, a Pseudomonas fluorescens €s az
Azotobacter chroococcum NH," felvételére hatassal van a két kation [McCarty 1993].
Mig a Mn®" gétolja az NH," felvételét, a Mg2+ ezt a hatést k6zOmbdositi.

111.1.2 A Pseudomonas paucimobilis

A bioldgiai lebonté folyamatokban a Pseudomonas nemzettség f6 szerepet
Jatszik. Ezt igazolja tobb, fent emlitett tanulmany is.

A Pseudomonas paucimobilis [Bergey's 1994] szigoruan aerob, nem
fermentativ, Gram negativ, kemolitotrof baktérium. A Pseudomonas paucimobilis-t
el6szdr egy orvosi 1égzokésziilékrdl izolaltak [Bergey's 1994]. Gyakran Sphingomonas
paucimobilis néven emlitik [Nagata 1994]. Gyakori lakéja a talajnak és viznek, ami a
baktérium fizioldgiai valtozékonysaganak, és széles taplalkozasi szubsztrat
spektrumanak koszonhet6. Korhazakban vizes blokkokban, 1égzékésziilékeken is
eléfordulhat [Smalley 1982; Minnick 1993]. A sejt kissé ovalis 0.7-2.0 um palca alaku,
sarga, nem fluoreszcens karotenoid pigmentjei vannak. Egy polaris flagellummal hajtja
magat elbre, és esetenként parosaval is elGfordulhatnak. A mozgast gyakran nehéz
detektalni, minthogy a sejtek egy része egy populacidban flagellum nélkiili, igy kapta a
paucimobilis nevet (paucity=csekély volta valaminek). Néha el6fordul, hogy tévesen
Flavobacteriumnak hatarozzdk meg a mozgas hianya miatt. A sejtek 37°C-on nem
mozognak, ¢és 5°C alatt valamint 42°C folott nincs sejtszaporodds. A poli-B-

hidroxibutiratot halmoz fel széntartalék anyagként. A keményit6t képes hidrolizalni,
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emellett tobb oxidazt tartalmaz, s mint aerob mikrébanak molekularis oxigén az
altalanos elektron akceptora.

A Pseudomonas paucimobilis kézismert baktérium a komyezetvédelemmel
foglalkozo kutatok korében. Ismertek xilol, toluol, klérozott aromas vegyiileteket,

lignint bontd valtozatai e fajnak. A P. paucimobilis UT26 izolatumban a 7y-

hexaklorciklohexan (inszekticid) jelenlétében egy deklorinaz enzim indukalddik, mely
képes a klor ionokat lehasitani a molekulardl, az igy kapott koztiterméket ezutan egy
dehidrogenaz oxidalja tovabb [Taira 1988; Imai 1991; Nagata 1994]. A P. paucimobilis
Q1 izolatumban azonositottdk egy 2,3-dihidroxi-bifenil-dioxigendz nevi enzimet,
amely képes poliklérozott bifenil vegyiiletek gyiiriinek oxidativ hasitasara. Kimutattak,
hogy az enzim vastartalmi, és az aktiv enzim képz6déséhez elengedhetetlen Fe** jonok
jelenléte [Taira 1988]. Magatdl értetédGen talalunk példat xilol, toluol, és bifenilek
katabolizmusara is Pseudomonas paucimobilis Q1 segitségével [Furukawa 1983].

A lignin a {6 szerkezeti eleme a fas névényeknek, igy nagy mennyiségben fordul
el6 a természetben. Természetes lebontasa lassu, rendkiviil stabil szerkezetének
koszonhetben. A P. paucimobilis SYK6 izolatum protokatekol 4,5-dioxigenaza
segitségével képesek voltak bontani a lignin szerkezeti elemeit, és reakcio termékei az
aromas gylirii felhasaddsa utan a trikarbonsav ciklusba lépnek be [Katayama 1988;
Noda 1990; Masai 1991]. Megvizsgaltdk a kiilonb6z8 szubsztratokon nétt sejtek
enzimdsszetételét, és a lebontas kozben keletkezd intermediereket. Azt tapasztaltik,
hogy mig a benzol szubsztriton nétt sejtekben csak az “orto-utvonal” enzimei
indukalédnak, addig a bifenil, xilol/toluol, szalicilat szubsztratok esetén a “meta-
utvonal” enzimei jelennek meg. Mint a legtdbb esetben, itt is plazmidon kédolt enzimek
vesznek részt a bonté folyamatokban. Biokémiai hatterérdl egyre tobbet tudunk, szamos
- a folyamatban résztvevs - enzimet jellemeztek [Furukawa 1983; Noda 1990; Masai
1991; Kamoda 1993; Nagata 1994], illetve a fehérjéket kodolé géneket azonositottak
[Noda 1990, Masai 1991, Imai 1991, Nagata 1994].

[11.2 IMMOBILIZALAS

Bar sok mikréba el6fordul talajban, természetes vizekben, a lebontd folyamat
soran hasznalt sejtek esetén torekedniink kell arra, hogy a sejtek ne tdvozzanak el a
reakciotérbdl, egyrészt, hogy a bontd aktivitds ne higuljon, ne vesszen el, masrészt,

hogy ne szennyezziik a tisztitott kornyezetet.
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A mikroorganizmusok tobbsége életciklusa bizonyos szakaszéban igyekszik egy
szilard feliilethez k6t8dni [Akin 1987], vagy egymassal kapcsoldédni (mint biofilm vagy
granulumokként) [Sanchez 1994). Erre a tulajdonsagukra alapozva az 1980-as évek
elején intenziv kutaté munka folyt enzimek, sejtek immobilizalasat megoldo6 eljarasok
kidolgozasara. Az é16 sejtek polimer gélbe zarasat és gélen beliili ndvekedését el6szor
Updike és mtsai irtak le 1969-ben [Phillips 1988]. Azdta szamos szellemes modszert
kisérleteztek ki a vilag tobb kutatd laboratériumaban [Phillips 1988]. Elterjedtek ezek a
rogzitd eljarasok a fermentalé folyamatokban, a bioreaktorokban egyarant kiszoritva a
hagyomanyos szabadsejtes miiveleteket. Az immobilizacidés technikdk elSnye, hogy
nagy sejtstirliséget lehet elémi a lebonté vagy atalakitd folyamatokban, és a miivelet

végén olcson és hatékonyan el lehet tavolitani a sejteket.

I11.2.1 Immobilizalas feliileti rogzitéssel

A sejtrogzitési eljarasok kiilonféle fizikai/kémiai kélcsonhatason alapulhatnak
[Akin 1987, Phillips 1988]. A sejtek természetétl és a komnyezettdl figgden
hasznélhatunk szilard hordozdékat (pl.: granulatumokat: zeolit, iiveggyongy, égetett
sejt €s egy hordozo, és sejt-sejt kozott is, hisz a sejtek fala tartalmaz olyan funkcids
csoportokat (-NH,, -OH, -COOH), melyek alkalmasak kovalens kotések kialakitasara.
Ezen az alapon hoztak létre keresztkotéseket sejtek és kiilonféle hordozdk (ioncseréld
gyanta, szilika gél) kozott [Akin 1987]. Ezekben a modszerekben a sejteket alapvetSen
a hordoz6 anyagok feliiletén rogzitették.

A Mavicell-Si sziliciummal nehezitett, celluléz alapu, gyongy formaji hordozo
a Zoltek Magyar Viscosa cég gyartmanya, melynek rendkiviil nagy feliilete elény6sen
hasznéalhatd sejtek adszorpcidjara. Szerkezeténél fogva igen kiterjedt makro- és
mikropdrus rendszert tartalmaz. Rogzités szempontjabdl atmenetet képez a feliileti
adszorpcidés €s a bezardson alapulé immobilizacids technikak koézott, mert a sejtek
nemcsak a celluléz gyongy feliiletén, hanem a belsejében is kitapadnak a cellul6z
szalakhoz.
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I11.2.1 Immobilizalas bezarassal

Alkalmazhatunk olyan iireges szerkezeteket, a mikroorganizmusok fizikai
retenci6jara, melyek kis molekuldk szdmara atjarhatoak, viszont a sejteket egy térrészen
beliil rogzitik. Az egyik legalkalmasabb rogzités tipus olyan gél kialakitisa, melybe a
sejteket kiilonb6z6 polimerek in situ térhél()sit'ésa segitségével zarjuk be. Az ilyen
térhalds polimerek egyarant lehetnek egy- és tobbkomponenstiek. Természetes gélek
(mint pl.: az agar, agardz, alginat, karrageenan, kollagén, gliikdn, zselatin), kémiailag
modositott természetes polimerek (pl.: celluléz acetat) és szintetikus gélek és polimerek
(poliakrilamid, poliazetidin, polihidroxi-etilmetakrilat, stb.) mind alkalmazhatdk sejtek
immobilizalasara, bezarasara [Akin 1987; Phillips 1988].

Természetes polimereket alkalmaznak mikrobialis, novényi és allati sejtek
bezarasara, enzimek, sejtalkotdk rogzitésére [Phillips 1988, Stormo 1992]. A sejtek,
enzimek természetétSl, és a kisérletek céljatdl nagymértékben fiigg, hogy melyik:
feliileti rogzitésen vagy bezardson alapuld eljaras a célszerlibb [Akin 1987]. A sejtek
bezéarason alapulé immobilizalédsa esetén néhany fontos paraméterre oda kell figyelni,
pl. a gél gyongyok atmérfje, rugalmassaga, permeabilitdsa az alkalmazott pufferrel,
vegyszerrel szembeni stabilitdsa. Stormo és mtsai olyan immobilizalé késziiléket
allitottak Ossze [Stormo 1992], mely egy lyukacsos csévon keresztiil, alacsony
nyomason a sejtekkel elkevert monomer oldatot atspricceli a polimerizalé folyadékba.
Ezzel a médszerrel rendkiviil apré 2-50 uM atmér6ji gyodngyoket tudtak késziteni,
melyek teljesen atjarhatdk voltak az oxigén szamara. Mig a 2-3 mm atmérdji gyongyok
esetén az immobilizalt sejtek aktivitdsa elmaradt a szabadsejtes aktivitastol, a

mikrokapszuldkban ez az érték kdzel azonos maradt.

Az alginat a legnépszerlibb olyan természetes polimer [Protan 1977; Akin
1987], melyet immobilizalasra hasznalnak. Ebben a linearis kopolimerben [-D-
mannuronsav ¢s o-L-guluronsav molekulak 1,4-glikozid kétéssel kapcsolodnak
egymashoz. A polimerlancon beliill mind a két fajta monomerbdl homopolimer blokkok
talalhatoak, és a blokkokat mindkét molekulat tartalmaz6 kevert szakaszok valasztjak
el. A polimer viszkozitasat a molekulak atlagos méretén kiviil a guluronsav tartalom
hatarozza meg. A guluronsav molekulak képesek Ca2* jonon keresztiil egymassal
kapcsolddni, ez az oka, hogy a guluronsav blokk tartalom a f6 meghatarozdja a gél

szilardsaganak, porusméretének és stabilitisanak [Martinsen 1989]. Az alginat nagy
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elénye, hogy nem toxikus, kénnyen kezelhetd, semleges koriilmények kozott stabil, és a
kornyezetbe keriilve lebomlik [Protan 1977; Akin 1987]. Alkalmazaséaval a sejtek csak
viszonylag enyhe kezelésen mennek keresztiil, mert szerkezete kompatibilis a legtobb

é16 sejt falaval, kémiai modositasra egyaltalan nincs sziikség.

r N
COOH COOH

OH 0 o] O_OH
OH OH OH OH OH O o

COOH COOH

- ) B

Alginsav (D-mannuronsav egységekkel)
illetve L-guluronsav egységekkel:

Az alginat szerkezeti képlete

Megfigyelték, hogy a gélgyongyok nagysdga jelentGsen befolyasolja a sejtek
anyagcseréjét [Kurosawa 1989; Martinsen 1991]. Megallapitottak, hogy 0,1-0,2 mm
atmérdji gyongyok esetén optimalis az oxigén diffuzié [Kurosawa 1989], ugyanakkor
figyelembe kell venni azt is, hogy az egészen apré gyongyoket nehéz kezelni, ezért a
legtobb eljarasban 0,8-5,0 mm atmérdjli gyongyoket hasznalnak [Akin 1987].
Onmagéban az alginat gél nem képes tokéletesen visszatartani a sejteket,
(porusméretét jelentGsen befolyasolja a Ca*’ koncentracid). Az eljarast tovabb
fejlesztettiik, minthogy kornyezetvédelmi szempontbdl fontos, hogy a sejtek ne
jussanak a koOrnyezetbe. Az alginat mellett gelrite polimert alkalmaztunk, mely

segitségével meg tudtuk akadalyozni a gyongyok szétesését [Kovacs 1991, Perei 1998].
A gelrite természetes anionos heteropoliszacharid, mely rigid, torékeny, agar-

szerli gél [Shungu 1983]. Egy ismétlods tetraszacharid egységbdl felépiilé polimer,

gliikoz, glitkuronsav és rhamndz molekulak épitik fel.
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A gelrite szerkezeti képlete

A gelrite egy- és kétértékd ionokkal is gélesedik, de a kétértékii kationok sokkal
alkalmasabbak a térhald kialakitdsara alacsonyabb koncentracioban is. Ezek a
tulajdonsagok hasonlitanak a széles korben hasznalt agar-agarhoz. Eldnye az agarral
szemben, hogy kevesebb anyagot kell haszndlni, és nagyobb tisztasagl. Magas
h&mérsékleten stabil, ellenall az enzimes lebontasnak, nem toxikus. Kozelitéleg 100°C-
ra kell melegiteni, hogy a kationok jelenlétében teljesen feloldédjon, és homogén
oldatot kapjunk. Ha mar lehilt és a gélképz6dés végbement, ujramelegitve még 80°C-
on is stabil, szilard marad tobb napon at. Ezért a gelrite-nak nagy jelent0sége van
termofil szervezetek taptalajon novesztésében, valamint magas homérsékleten zajlo

fermentécids eljarasokban.

I11.2.3 Immobilizalt mikroorganizmusok bioremediacids alkalmazasa

Az immobilizaciés modszerek elényeit hamar felismerték a toxikus vegyiiletek
lebontasaval foglalkozé biotechnolégusok. Szamos lebontd eljarasban alkalmaznak
sejtrogzitd modszereket a reakcidido és 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 optimalizaltdk harom
Pseudomonas faj egy specialis kovafoldre rogzitését kovetden bioreaktorban [Heitkamp
1990]. Hasonlé immobilizal6 feliiletet talaltak alkalmasnak Hallas €s mtsai a glifozat
(N-foszfometilglicin) bontasara szennyvizbdl [Hallas 1992]. A glifozat bont6 baktérium
populécié e hordozohoz kétédve bioreaktorban 99%-ban eltavolitotta a szubsztratot a
szennyvizb6l megfelelé el6kezelés utan. A rendszert 60 napig folyamatosan
mikodtették eredményesen. Anselmo és mtsai fenolos szennyviz kezelésére dolgoztak

ki poliuretan habba torténd bezarason alapulé mddszert [Anselmo 1992]. Egy érdekes
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koimmobilizalasi eljarasban [Siahpush 1992] a pentaklérfenol lebontasara Ca-alginat
gélbe Arthrobacter sejtekkel egyiitt aktiv szénport zartak. Az aktiv szénpor
adszorbensként megkotve a lebontandé anyagot, a sejtek koriil alacsonyabb szubsztrat
koncentraciot biztositott, mellyel a sejtek tulélését biztositotta. Masrészt az aktiv
szénszemcsék a sejtek extracelluldris enzimeit, melyek a lebonté folyamatban fontos
szerepet tolthetnek be, szintén adszorbealtdk, ezzel biztositva, hogy az enzimek ne
mosddjanak ki, és a biodegradacié hosszu ideig miikddjon a bioreaktorban. Tovabbi
elénye az eljarasnak, hogy az adszorbens segitségével gyorsabban eltavolithaté a

szennyez$ komponens, igy nagyobb atfolyasi sebesség alkalmazhat6 a bioreaktorban.
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IV. CELKITUZES

Hatékony és stabil biolégiai hulladék kezelési eljarasok csak ugy érhetbk el, ha a
hozzuk létre. A kezelési eljarasok bioldgiai részét gyakran melldzték a multban, noha ez
jelenti a megoldas kulcsat.

Felismerve a mikroorganizmusok rendkiviili adaptacids készségét, valamint a
természetes korilmények kozott él6 mikroorganizmusok azon képességét, hogy a
kornyezetilkkben tartésan jelenlevé szerves vegyiileteket fel tudjak hasznalni,
megnovekedett az érdeklGdés a szennyezddések bioldgiai moédszerekkel torténd
lebontasa irant.

A Nitrokémia Rt-vel kézosen célul tiiztiik ki az ipari szennyvizek szennyezd,
néhany aromas komponensének, elsGsorban a szulfanilsav biolégiai moédszerekkel
torténd lebontasat egy egyszerl eljarassal, rogzitett sejtes koriilmények kozott atfolyds
rendszerben.

Munkam tovabbi célja, hogy szulfanilsav bonté izolatumunkat jellemezzem, a
lebontasi hatékonysagat optimalizaljam. A kiilonb6z6 aromés szerves vegyiileteken,
potencialis intermediereken vald aktivitasanak tesztelésével és biokémiai vizsgélatokkal

a lebontasi Utvonalrdl, és a folyamatban résztvevé enzimek mibenlétérdl kivantunk

informécidkat kapni.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

V.1 ANYAGOK

A kisérletekhez felhasznalt vegyszerek nagy része a Reanal Vegyszergyar
(Magyarorszag), a Merck (Németorszag) és a Sigma (USA) cégek terméke. A
szulfanilsavat és a szennyvizet a Nitrokémia Rt. biztositotta. A pepton a Difco cég
gyartmanya, az alginat HF250-et a Protanal svéd cégtdl, a gelrite-et a Scott Kaliforniai
cégtdl rendeltiik. A Mavicell-Si celluléz gyongydket a magyar Viscosa cégtol
vasaroltuk. A HPLC mérések soran felhasznalt nagy tisztasagu vegyszereket szintén a
Reanal Vegyszergyarbol szereztiik be, a reverz fazisi C18 tipusu kromatografias oszlop

a Waters (USA) cég gyartmanya.

V.2 MODSZEREK

V.2.1 Szulfanilsav bonté P. paucimobilis sejtek izolaldsa és taroldsa

V.2.1.1 A kisérletek soran felhasznalt tapoldatok, tiptalajok, pufferek:

DSM1 taptalaj (a DSM Kkataldgus alapjan):
Huskivonat 30g
Pepton 50g
Agar 200¢g
1000 ml desztillalt vizben oldva; pH=7,0

SL-6 mikroelem oldat (a DSM kataldgus alapjan):
0,1 g ZnSO, x 7TH,0; 0,03 g MnCl, x 4H,0; 0,3 g H;BO3;
0,2 g CoCl, x 6H,0; 0,01 g CuCl, x 2H,0; 0,02 g NiCl, x 6H,0;
0,03 g Na,MoO, x 6H,0; 1000 ml desztillalt vizben oldva.
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Szelektiv tapoldat
Hérom tdrzsoldat sterilezés utani elegyitésével készitettem:
A torzsoldat: 10 mM KH,PO,
10 mM K,HPO,
20 mM NaCl

(15 mM (NH,),SO, csak PC és PABA szubsztratok esetén)
pH=7,0 NaOH-val bedllitva.

B torzsoldat: 1,0 mM MgSO, x 7H,0
0,6 mM CaCl, x 2H,0

Az A és B oldatokat sterilizdlds utan 1:1 aranyban Gsszedntottem, €s kiegészitettem
2:1000 aranyban a fentebb leirt SL-6 nyomelemoldattal. Ezzel az utolagos keveréssel a

sok kicsapddasa megakadalyozhat6.

C torzsoldat: 14 mg/ml FeSO,
7 mg/ml Na,EDTA, pH=7,0

Az A és B oldatok osszekeverése utan csak kozvetlen a felhasznalas el6tt mérjik a
tapoldatba 1:1000 aranyban a C oldatot.

A szulfanilsav (4-aminobenzolszulfonsav), protokatekol (3,4-dihidroxibenzoesav),
PABA (4-aminobenzoesav) szubsztratokat a kisérleteknél feltiintetett mennyiségben
mértem a tapoldathoz 0,5 M torzsoldatokbol (pH=7,0).

Szelektiv taptalaj
A szelektiv tapoldat, mely 1,8% agaro6zt tartalmaz.

V.2.1.2 Az izolalas menete

A talaj- és vakolatmintakat, melyekbdl a szulfanilsav bontd torzset izolaltam, a
Nitrokémia Rt. szulfanilsav gyarté iizemének teriiletérdl, az anyalag tarolé falarél, az
lizem falérdl és az lizem kornyéki f61dbdl gytijtottem.

Az lzem teriiletérdl szarmazo mintdkat el§szor DSM1 téptalajra szélesztettem, és
szobah6mérsékleten inkubaltam 3-4 napig. Ezen, az aminosavakban és vitaminokban

gazdag taptalajon szamos telep nétt, melyeket ezutan szulfanilsav bontd képességre
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szelektaltam. A telepeket 35 mM szulfanilsavat tartalmaz6 DSMI taptalajra oltottam.
Ezen a taptalajon mar csak a szulfanilsav jelenlétet tolerdlé mikroorganizmusok tudtak
szaporodni. A tovéabbi szelekcids 1épésben megvontam az egyéb szénforrasokat, és a
felnétt telepeket szelektiv taptalajra oltottam at. Agar helyett agarézt hasznaltam, ezzel
kikiiszobdltem az agar szerves szennyez3désén szaporodni képes egyedeket, melyek
téves eredményt adhattak volna.

A szelektiv taptalajon is novekedni képes telepeket a tovabbiakban 35 mM
szulfanilsavat tartalmazé folyadék kultirédkban vizsgaltam.

A folyadék kultardkat 24-30°C-on 100 rpm sebességgel kevertettem New Brunswick
(USA) razégépen a kisérletek soran. Napi mintavételekkel ellendriztem a sejtek
szaporodésat, és a szulfanilfanilsav tartalom valtozasat. A sejteket Biirker-kamra

segitségével szamoltam.

V.2.1.3 Az izolatum meghatarozasa

A Kkisérletekben alkalmazott baktérium sajat izolatumunk. A szakszerd
meghatarozas érdekében izolatumunkat elkiildtik a Nemzetkdzi Torzsgyudjtemény
Magyar Lerakatdhoz, a Budapesti Kertészeti Egyetemre, melynek eredményét az 1.
szamu melléklet tartalmazza. Izolatumunkat Pseudomonas paucimobilisnak hataroztak

meg az API 20 NE rendszer alapjan.

V.2.1.4 A sejtek taroldsa

A szulfanilsavat aktivan bontd torzset tiszta, egyéb mikroorganizmusoktol
mentes allapotban a hosszabb eltarthatosag érdekében liofileztem. A szelektiv taptalajon
feln6tt tenyészetet 15% steril tej és 5% inozitol elegyében felszuszpendaltam, fiolakba
szétosztottam, és liofilez6 berendezés segitségével beszaritottam. E lépéssel
csokkentettem a muticid veszélyét is, €s a sejtek igy egy év mulva is jo hatékonysaggal
bontottdk a szulfanilsavat. A gyorsabb felhasznalds érdekében -80°C-on is tarolok
sejteket, melyeket intenziv novekedési periddusukban fagyasztottam le glicerin
jelenlétében (0,85 ml intenziv ndvekedési szakasziban 1év3 sejtszuszpenzidhoz -
ODggp=1,0 - mértem 0,15 ml steril glicerint, és folyékony nitrogénben hirtelen

lefagyasztottam).
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V.2.2 A szulfanilsav bontds hatékonysdgdnak optimalizdldsa szabadsejtes

kultirdval

Az irodalombdl ismert, hogy a mikroorganizmusok komyezetében levd sok és
ionok jelentds hatassal vannak a sejtek metabolikus tulajdonsagaira [Robertson 1992,
McCarty 1993], ezért el6zetesen megvizsgaltam a szelektiv tapoldat sszetevdit. A 20-
20 ml 35 mM szulfanilsav tartalmu, kiilonb6z6 Osszetétell tapoldatot tartalmazo
Erlenmeyer lombikokba frissen felnovesztett sejteket inokulaltam 1gy, hogy a
sejtkoncentracid ~10° sejt/ml legyen. A tapoldatokban egyszerre csak egy komponens
oldatosszetételt.
A tapsdkon kiviil 1étfontossagi nyomelemekkel (SL-6), Fe-EDTA-val is kiegészitettem
az oldatot. Egyes kisérletekben 0,01% peptont adtam indukcidés tdpanyagként a
tapoldathoz, igy rovidiilt a sejtek nyugvo fazisa.

V.2.3 Immobilizdldsi eljarasok

A biologiai lebontéast folyamatos rendszerben ilizemeld bioreaktorokban kellett
megoldanom, ezért a sejteket hordozohoz kellett kotni, hogy megakadalyozzam a
kimosddasukat. Kétféle rogzitd eljarassal kisérleteztem.

Els6 esetben a sejteket porézus hordékhoz kapcsoltam. A sejtek kitapadtak a
hordozdék felszinére és poérusaiba. Nagy feliilet, celluléoz alapu, szilicium-dioxid
tartalmu gyongyoket (Mavicell-Si), aktiv szenet (Filtrasorb 200) és SDAM-17 polimer
gyongyoket (Nitrokémia Rt. gyartmanya) hasznaltam. 20 ml, 35 mM szulfanilsavat
tartalmaz6 szelektiv tapoldathoz 1 g gyongyot adagoltam, majd az el6zbleg szelektiv
taptalajon felnevelt sejtekbdl készitett szuszpenzidbol 10° sejtet pipettaztam a
hordozokat tartalmaz6 oldatokba. Az Osszeallitott elegyeket 24°C hémérsékleten, 100
rpm sebességgel kevertetve razoégépen inkubaltam, miutan a szulfanilsav elfogyott a

tapoldatbol, a sejtekkel alaposan telitett hordozdkat friss oldatba raktam, és tovabb
inkubaltam.

A masodik esetben a sejteket olyan térhaloba zartam [Kovacs 1991], mely az 0,01 um-
nél nagyobb molekulakat nem, mig a kis molekuldkat (pl. oxigén, szerves anyagok)

atengedi a porusain.
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Az el6z8leg szelektiv tipcidaton felnevelt sejteket 3000 rpm fordulatszammal
20 percen at centrifugéaltam. 1.5% alginat HF250 (100 mg/l Na,EDTA oldatban oldva)
és 1.5% gelrite (100 mg/l Na,EDTA oldatban oldva) 1:1 ardnyu elegyitésével
elkészitettem a kompozit gélt. A két alkotdt sterilezésiik utan, még forré allapotban
ontottem Ossze. Az elegyhez 5:1 gélisejt térfogat-aranyban hozzékevertem a
lecentrifugalt sejtszuszpenzidt Gigy, hogy a végsé sejtkoncentracié mintegy 10° sejt/ml
legyen. Az alaposan osszekevert elegyet S0 mM CaCl, oldatba csepegtettem 1 mm
atmér6;ji kapillaris segitségével. Az igy létrehozott gydngydket két 6ran at inkubéaltam
50 mM CaCl, oldatban szobah&mérsékleten allando, lassu keverés mellett. A kész
gyongyoket ezutan 150 mM NaCl és 5 mM CaCl, tartalmi oldatban kétszer atmostam
eltavolitva ezzel a feliiletre kitapadt sejteket. 20 ml 35 mM SA-t tartalmaz6 szelektiv
tapoldatba 1 g nedves sulyt gyéngyot mértem, és 24°C-on 100 rpm sebességgel razatva
inkubaltam.

V.2.4 Ipari szennyvizes kiserletek

A szulfanilsav tartalmi szennyviz tisztitasahoz a szelektiv tapoldat helyett a
sejteket 0.1% szulfanilsavat (5.8 mM) tartalmazd szennyviz oldatba oltottam, és 24°C-

on 100 rpm sebességgel razatva inkubaltam. A szennyvizet kiegészitettem peptonnal és

Fe-EDTA-val, ha a csak szulfanilsavat tartalmazé szennyvizben nem szaporodott a sejt.

V.2.5 HPLC méresek

A szubsztrat tartalom  véltozasat a  tapoldatban nagy nyomaéasu
folyadékkromatografids (HPLC) moddszerrel Gynkotek (Németorszag) tipusu
berendezésen hatiroztam meg. Altalidban 10pl mintat vittem Rheodyne injektor
segitségeével reverz fazisi C18 oszlopra. Az anyagokat 40% methanol és 60% 0.05 M
KH,PO, (pH=6.5) oldatok elegyével elualtam 0.3 ml/perc atfolyasi sebesség mellett. Az
elualodo anyagokat UV detektorral 254 nm hulldmhossznal mértem.

23



V.2.6 Sejt extraktum készitése

A sejtek feltarasat Sambrook és mtsai (1989) alpjan készitettem. A megfeleld
szubsztratot tartalmazé szelektiv tipoldatban felndvesztett sejteket centrifugaltam
13000 rpm sebességgel 10 percig 4°C-on, majd mostam 50 mM Tris-HCI (pH=8,0)
pufferrel az aktivitds méréshez, és 50 mM Tris-HCl (pH=8,0); 2mM Na,EDTA
pufferrel az SDS gélelektroforézis kisérletekhez. Az ismételt centrifugdlas utan a

csapadékot -20°C-on taroltam tovabbi felhasznélasukig.

V.2.7 Fehérje meghatarozas

A mintdk fehérje tartalmat Bradford moédszerével hataroztam meg [Bradford 1976].
100 pl fehérjeoldathoz 5 ml Bradford reagenst (0,01% Coomassie Brillant Blue G-250
(Sigma); 4,7% etanol; 8,5% foszforsav) adtam és 2 perc utin Unicam UV 500
spektrofotométeren (Anglia) mértem az elnyelést 595 nm-en. A kalibraciét ismert

mennyiségil marha szérum albuminnal végeztem.

V.2.8 Enzim aktivitds méreés

Az enzim aktivitds méréshez a reakcié elegyet Stanier és Ingraham [Stanier
1954} alapjan allitottam 6ssze:100 uM Tris-HCI (pH=8,0); 0,1 uM Fe(NH,),SO,; 100
UM szubsztrat és 0,1 mg/ml fehérje.

A sejteket DSMI, szulfanilsav és protokatekol tartalmt tapoldatokban
novesztettem fel, és a kés6i log fazisban leallitottam a folyamatot. A sejtek feltarasa
utan spektrofotométerben 288 nm-en mértem a protokatekol bontd aktivitast. A mérés
kezdetén ¢és végén felvett spektrum segitségével az atmenetileg megjelend kozti
termékeket kivantam detektdlni 200-500 nm tartomanyban. Az aktivitds méréshez
Agrobacterium radiobacter (NCAIM B 01302) sejtkivonatot hasznaltam pozitiv
kontrollként. Az irodalomban leirtdk, hogy protokatekol 3,4-dioxigendz enzime van,
mely hatékonyan bontja a protokatekolt. Az A. radiobacter sejteket sajat
izolatumomhoz hasonléan novesztettem 10 mM protokatekol tartalmu szelektiv

tapoldatban, majd a sejtextraktum készitése pont alatt leirtak szerint sejtkivonatot

készitettem.
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V.2.9 SDS-poliakrilamid gélelektroforezis (SDS-PAGE)

A feltart  sejtek  fehérje  Osszetételének  vizsgélatit ~ SDS-PAGE
gélelektroforézissel végeztem Sambrook és mtsai [1989] alapjan.

A P. paucimobilis sejteket a fentebb leirt modon felndvesztettem kiilonbozo
szubsztratok jelenlétében: 10 mM PABA; 10 mM SA; 10 mM PC; és DSM1 téapoldaton,
mely részben tartalmazott 10 mM SA-t, illetve SA mentes valtozatban is. A kulturat
ODgyo= 0,8-1,2 értékig novesztettem, majd feltartam a sejteket a sejtextraktum készitése
cim alatt leirt médon. 50 pl sejtkivonathoz 25 pl steril vizet és 25 pl 4x témény felvivd
puffert adtam. 5 percig forraltam 95°C-on, majd 30 pl mennyiségeket vittem az
elézbleg elkészitett 12% 1,5 mm vastag SDS poliakrilamid gél [Sambrook 1989]
zsebeibe. A fehérjék méretének meghatarozasahoz 12000-96000 dalton molekulasuly

tartomanyt feloleld fehérje molekulastly standardot (mixture IV; Merck, Németorszag)

hasznaltam.

25



VI. EREDMENYEK

A talaj- és folydvizekben, mez8gazdasigi és mas talajokban a szintetikus
vegyszerek nagy véltozatossagban fordulnak el§. Szamos kozilik toxikus, vagy
veszélyes termékké alakulhat at a természetben. Ezért rendkiviil fontos, hogy gyors ¢€s

irdnyitott eljarast alkalmazzanak e molekuldk eltavolitasara a természetbdl.

VI.1 Szulfanilsav bonté mikroorganizmus izoldildsa

A szerves vegyiiletek semlegesitése vagy teljes lebontdsa a vizekben és a
talajban legtobbszoér mikrobidlis aktivitds eredménye. Ezt felismerve gyjtottiink
talajmintdkat a szulfanilsavgyartd iizem teriiletén. Az ilizem komyéke Ohatatlanul
szennyezett, igy feltételeztik, hogy taldlunk szulfanilsavra adaptalodott
mikroorganizmust.

Az izolalast tobb lépésben végeztem. ElGszOr az iizem teriiletérdl gytijtott
mintdkat &ltalanos téptalajra (DSM1) oltottam, melyen a szennyezett teriileten él6
mikroorganizmusok nagy része szaporodott. A kovetkezd 1épésben az altalanos
taptalajon nétt sejteket szulfanilsavra szelektaltam az V.2.1.2 pontban leirtak szerint.
Szulfanilsavas kozegben 9 féle mikroorganizmust tudtam szaporitani, melyekbdl a
folyadék kultiras kisérletekben csak egy bizonyult szulfanilsav bontonak.

Izolatumom, mely a szulfanilsavat, mint egyediili szén, nitrogén és kénforrast
felhasznalja, beépiti anyagcsere folyamataiba a Pseudomonas nemzetség tagja. E
csoportba szamos olyan baktérium tartozik, melyeket j6l ismernek, és hasznalnak a
szerves vegyiiletek, f6leg aromasok bioldgiai lebontasaban.

Gram-negativ, kemolitotrof baktérium, palca formaja, egy flagellummal mozog,
sarga nem fluorescens pigmentje van. Az API 20 NE rendszer alapjan az altalam izolalt
torzs Pseudomonas paucimobilis, mely a klorozott aromas vegyiiletek lebontasaban,
valamint lignin tipusi molekuldk lebontdsaban mar ismert [Masai 1991; Nagata 1994]
baktérium. A szulfanilsav bontd eljarasra, és a baktériumra szabadalmi védettséget
kértem. A szabadalmi eljaras folyamatban van a Magyar Szabadalmi Hivatalnal P 98
00077 tgyiratszamon. Kértem SA bonté izolatum felvételét a NCAIM
torzsgydjteménybe, ahol a NCAIM (P) B 001265 szamon hozzaférhet6 lesz (a

szabadalmi eljaras befejezésével).
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VI.2 A tapoldat ésszetevoinek és a pH hatdsa a lebonto aktivitdsra

A sikeres izolalas utdn megvizsgaltam hogyan befolyasolja a sejtek névekedését
illetve bont6 kapacitasat a tapoldat 6sszetételének valtoztatdsa. Optimalizaltam a pH-t, a
foszfat,- ammonium ion-, vas- és a kétértékii kationok mennyiségét. Kerestem induktiv
tipanyagokat, melyek gyorsitjdk a sejtek szaporodaséit, de nem rontjdk a lebontd
aktivitast.

V1 2. 1Az optimdlis pH kivalasztdsa

A Pseudomonas sejtek altalaban pH 4.5 és 8.0 kozott életképesek [Bergey’s
1994] (természetesen vannak kivételek), ezért e tartoméanyban vizsgaltam a sejtek
aktivitasat. A szelektiv tapoldat pH-jat hét Erlenmeyer lombikban 5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-
7.5-8.0-ra allitottam, és a szokasos modon inkubaltam. pH=5,5 alatt és pH=7.5 felett a
sejtek nem szaporodtak. A pH=8.0-as tapoldat bezavarosodott a tapoldat osszetevdinek
kicsapodasa kovetkeztében. Az optimalis sejtszaporodast és SA bonté aktivitast
pH=6,5-7,0 tartoményban értem el (1., 2. abra). Megfigyeltem, hogy az els6 nap végére
a pH jelentSsen emelkedett (a pH=7.0-en indulé tapoldatban pH=7,5-ig) (3. abra), majd
a masodik napon a folyamat megfordult, és a pH csokkenés hatasara a sejtszaporodas is
megindult (2., 3. dbra). A savanyi (pH=4,5) kozeg a sejtek szamara nem kedvezd, igy
aktivitasuk a harmadik napt6l romlott (4. abra). A kiilonb6z6 pH-ju tapoldatokban a
sejtszaporodast és a pH alakulasat 0sszevetve (1., 3. abra), azt figyelhetjiik meg, hogy a
pH= 7,0 oldatban a tipoldat lugosodasa miatt a masik két tenyészethez (pH= 6,0 és 6,5)
képest a sejtszaporodas lemaradt, majd a pH csokkenés hatasara erGteljesen beindult, és
tulndtte azokat. S mig a két masik oldatban az aktivitas a masodik naptdl lecseng (4.
abra), a pH=7,0-en indul6 oldatban a harmadik napon még hatirozottan n6 a sejtek SA
bontd aktivitdsa. Az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a sejtek viszonylag

szllk pH tartomanyban szaporodnak és miikodnek optimalisan.

VI 2.2 A megfeleld foszfat koncentrdcio megkeresése

A foszfat sejtnovekedésre kifejtett hatdsa ismert, tehat a biodegradacids
folyamatokban is korlatoz6 tényezS lehet [Robertson 1992]. Ezért megvizsgaltam a
foszfat hatasat 0,1-20,0 mM koncentraciok ezetén. Az 5. dbran bemutatott eredmények
alapjan a 10 mM foszfattartalom a legoptimalisabb a lebonté folyamatban. Meg kell
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jegyezni, hogy a 20 mM foszfétot tartalmazé oldatbol a kétértékd kationok hatasara
csapadékképzddés volt megfigylehetS, és ez a sajndlatos tény hatart szab a tapoldat
pufferkapacitas novelésének.

Megallapitottam, hogy a szulfanilsav aminocsoportja beépiil a sejtek
alkotdelemeibe, hisz mas, tovabbi nitrogén forras adagolasa (pl. NH,Cl) nem volt

hatéassal sem a sejtek novekedésére sem a metabolikus sajatsagokra.

VI.2.34 kétértékii kationok jelenléte

A kétérték kationok gyakran okoznak problémat a kisérletek soran, mert mind
a szulfanilsavat, mind a foszfatot kicsaphatjak [Robertson 1992], ezért 6vatosan kell az
oldat készitésénél eljarni. Mindazonaltal a tapasztalataim szerint mind a kalcium mind a
magnézium jelenléte a tapoldatban elengedhetetlen, mert nélkiiliik jelentésen romlik a

sejtek aktivitasa, és a sejtek két napon beliil 6sszecsapddtak.

VI.3 A szulfanilsav bontds koncentrdcio fiiggése

Egy biodegradacios rendszer esetén alapvetd kérdés, hogy a kérdéses szubsztratot a
sejtek milyen toménységben képesek még hatékonyan bontani. Ezért a kovetkezd
lépésként arra kerestem valaszt, hogy vajon izolatumunk mely koncentracio
tartomanyban képes aktivan bontani a szulfanilsavat. Szelektiv tapoldatban 0,6-116
mM-os szulfanilsav tartalom mellett vizsgaltam, hogy a szubsztrat koncentracié hogyan
befolyasolja a sejtek aktivitasat (6.abra). A szulfanilsavat 0,6-6 mM koncentraciéban
alkalmazva a P. paucimobilis viszonylag gyorsan, teljesen lebontotta a vegyiiletet két
nap alatt. A sejtek 30 mM koncentracidban jelenlévé SA mellett is hatékonyan
mukodtek, és a szubsztrat 50-70%-at eliminaltak egy hetes inkubacid utan. Bar még a
100 mM feletti szulfanilsav koncentracié mellett is képesek voltak a sejtek kifejteni
bont6 aktivitasukat, de ez esetben jelentGsen lassult a folyamat és a sejtszaporodas is

késébb indult meg.

VI.4 A vas és egyeb osszeteviok jelenlétenek hatasa

Szamos munka foglakozik az aromas vegyiiletek lebontasaban résztvevd
enzimek, a lebontds soran képz6d$ intermedierek vizsgalataval [Hammer 1996, Heiss

1997]. Bebizonyitottdk, hogy a lebontasban az oxigendz enzimek jatszanak
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kulcsszerepet [Meer 1992]. Ezek az enzimek vas-kén tipusu fehérjék, melyek optimalis
miikodéséhez sziikséges a tdpoldatban Fe2t jonok jelenléte. Az egyes tanulmanyok
eltérd mennyiségben alkalmaztik e komponenst, ezért megvizsgaltam a mi esetlinkben
milyen vas koncentracié mellett bontanak a sejtek optimélisan. A vas-EDTA hatésat
0,01-0,2 mM tartomanyban vizsgaltam, és a 0,05 mM Fe’* koncentraci6é tiint
optimalisnak. A vas elhagyasa felére csokkentette a szulfanilsav bont6 aktivitast.

Egyéb OsszetevGk jelenlétének hatdsat is vizsgdltam az optimalizalasi
1épésekben a tipsokon kiviil. Bebizonyosodott, hogy a szulfanilsavat bont6 torzs
bontoképessége jelentsen javul, ha olyan mikroelem elegyet, mely létfontossagi
nyomelemeket tartalmaz, mérek a tapoldathoz (SL-6 mikroelem oldat 1d. Anyagok és
Modszerek).

Indukciés tapanyagként minimalis mennyiségi, 0.01% peptont szintén
adagoltam a tapoldathoz, mely segitségével rovidiilt a sejtek nyugvo fazisa, gyorsabban
megindult a logaritmikus sejtszaporodas. A sejtek a pepton Gsszetevdit igen gyorsan
elfogyasztjak és a rohamosan meginduld sejtszaporulat ellatdsdhoz kénytelenek a
tovabbiakban az egyetlen szénforrasként jelenlévé szulfanilsavat hasznositani. A
gliikéz a legtobb mikroorganizmus szamara optimalis tdpanyag, az irodalomban leirtak,
hogy a P. paucimobilis is hasznositja [Bergey’s 1994], izoldtumom azonban nem
szaporodott gyorsabban gliikéz jelenlétében. A p-amino benzoesav adagolasa, mely

szerkezete nagyon hasonlit a szulfanilsavéhoz nem valtoztatta meg alapvetSen az

Osszképet.

V1.5 Ipari szennyvizben oldott szulfanilsav lebontasa

Ahhoz, hogy egy biodegradaciés eljards a mindennapi életben is hasznalhat6
legyen sziikséges, hogy a lebontds ne csak vegytiszta laboratériumi kisérletekben,
hanem valds, ipari korilmények kozott is jol mikodjon. Ezért a folyamatokat a
Nitrokémia Rt elfolyé szennyvizében is tanulmanyoztam. A szennyvizben esetlegesen
eléfordul6 anilin és orto-diklor-benzol - melyek a kémiai szintézis soran alacsony
koncentracidban visszamaradnak a szennyvizben - erGsen gatld hatasuak a sejtek
szaporodasara. Kezdeti sikertelen kisérletek utan megfigyeltem, hogy a sejtek képesek
toleralni a szennyvizes koriilményeket, ha az oldatot kihigitottam valamint
kiegészitettem peptonnal és vas(I) ionokkal, és a pH-t kozel semlegesre allitottam. Ezt

kovetSen laboratériumi koriilmények kozott vizsgaltam a sejtek szaporodasat o-diklér-
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benzol (mint egyediili szénforras) és anilin tartalmi tapoldatokban, sejtszaporodast nem
tapasztaltam.

A kihigitott szennyvizben azonban olyan kicsi koncentraciéban van jelen az
er6sen mérgezd hatdsi anilin és az o-diklér-benzol, hogy nem befolyasoltak a
sejtszaporodast. A higitott szennyviz szulfanilsav tartalma a kromatografias mérések
alapjan 0,1 %-nak (5,8 mM) bizonyult.

A szelektiv tapoldaton elGnevelt sejteket oltottam a szennyvizet tartalmazo
lombikokba gy, hogy a sejtkoncentracio ~10° sejt/ml legyen. 24 °C-on 8 napig 100
rpm sebességgel razatott folyadékkultirdkban az 5,8 mM szulfanilsav tartalmu
szennyvizet a tiszta szulfanilsavas kisérleteknél megallapitott indukciés anyagokkal
kiegészitettem, egyéb sokat (foszfat, NaCl, stb.) azonban nem adtam az oldatokhoz. A
szennyviz pH-jat NaOH-val 6,8-ra allitottam. '

A kisérlet eredményét a 7. abra mutatja. A csak szennyvizet tartalmazo
lombikban sejtndvekedés nincs, természetesen szulfanilsav bontds sem torténik. A
peptonnal kiegészitett szennyvizbdl sem fogyott szulfanilsav. A 0,01% peptonnal és
0,05 mM Fe(I)-EDTA-val dusitott szennyviz esetén viszont az 6tddik napra mar 26 %-
os konverziot értem el. Ekkor a sejtszam 1.7x10° sejt/ml volt, s ez alapjan a
sejtaktivitas 0,176 pM/nap/sejt. Csak az indukcids anyagok jelenlétében volt konverzid
egy hét utan. A kultirdkat egy honapig tartottam fenn, és a kisérlet végére a pepton
tartalma szennyvizben is volt némi SA koncentraci6é csdkkenés, 16%, mig a vassal és
peptonnal kiegészitett szennyvizbdl a szulfanilsav 67%-4t lebontotta a P. paucimobilis.
A sejtek aktivitdsa a higitott szennyvizben elérte a 35 mM szulfanilsav tartalmu
tapoldatban mért aktivitast, ha a kiegészit6 komponensek jelen voltak a szennyvizben,

azonban a sejtszaporodas mértéke elmaradt attol.

VI.6 Rogziteses kiserletek

Az €l6z8 példak azt igazoltdk, hogy a Pseudomonas paucimobilis sejtek
laboratériumi kériilmények kozott, szabadsejtes kulturdban igen jé hatékonysaggal
képesek bontani a szulfanilsavat. Célunk azonban a keletkez6 szulfanilsavas szennyviz
folyamatos tisztitasa. Ezt célszerlibb atfolyasos bioreaktorban megoldani, de ebben az
esetben a sejteket hordozohoz kell régziteni.

Mivel a lebontasi folyamat oxidativ tipusi, sejteknek jelentSs oxigén igénye van. Emiatt

olyan bioreaktor és sejtrogzitési modszer alkalmazasa latszik célravezetonek, amelyben
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8. abra A szulfanilsav biodegradacidja rogzitett sejtekkel.

A P. paucimobilis sejteket Mavicell gyongyokre adszorbealtam illetve gelrite-
alginat kompozit gélbe zartam, és szelektiv, 35 mM SA-t tartalmaz6 oldatban
id6ben kovettem a szubsztrat konverziojat. Kontrollként a szabadsejtes kulturat
hasznéaltam azonos koriilmények kozott, és a konverzio értékeket a szabadsejtes
kultira 5. napon mért értékére normaltam a konnyebb attekinthetSség kedvéért.



a sejtek magas oxigénellatottsaga biztosithat6. Ilyen az MTA Veszprémi Miszaki
Kutato Intézete és a Reanal Finomvegyszergyar kozos fejlesztésében késziilt air-lift

tipust régzitett sejtes toltetek kezelésére is alkalmas bioreaktor tipus (9. abra).

V16.1 Adszorpcid

A fenti reaktor tipus paramétereihez illeszked6en a kovetkezd, feliileti
adszorpcidn alapulo sejtrogzitéshez alkalmas matrixokat valasztottam ki:

1. Mavicell-Si celluléz gyongy; 2. Aktiv szén (Filtrasorb 200); 3. SDAM-17 polimer
gyongy.

A Mavicell-Si hazai fejlesztésli termék. Fajstlyat szilicium dioxid adalékkal
novelték, igy idealis hordozo az air-lift bioreaktorokhoz.

Minthogy a rogzit6é anyagok a szulfanilsavat is kothetik, sejtmentes, de hordozét
tartalmazo6 oldatot is alkalmaztunk negativ kontrollként. A pozitiv kontroll szabadsejtes
kultira volt. A r6gzit6 anyagok 6nmagukban nem kototték a szulfanilsavat.

A Mavicell gyongyok és SDAM-17 gyongyok jelenlétében a sejtek jo
hatékonyséaggal bontottdk a 35 mM koncentracidban jelenlévé szulfanilsavat (60-70 %),
mig az aktiv szén esetén csak 40 % fogyott 6t nap alatt. Az aktiv szén esetén nagyon
megnovekedett az oldat pH-ja (pH=7,8), ami a sejtek miikddése szempontjabol
kedvez6tlen, ezért ez lehet az oka az alacsonyabb konverziénak. A SDAM 17 polimer
gyongy a tapoldat felszinén uszik, ezért nem volt alkalmas rogzité anyagként.

Az eredmények alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Mavicell-Si
cellul6z gyongy a legalkalmasabb a sejtek feliileti adszorpcidjara, mivel nagy feliiletén
és porusaiban sok sejt tud megtapadni, valamint maga a rgzit6 anyag nem moédositja az
optimalis lebonto koriilményeket.

A feliileti adszorpcidés eljards Mavicell-Si celluléz gyongy6t hasznalva nagyon
hatékonynak bizonyult. Ammenyiben a sejtek nem szaporodnak ki az effluensbe ez a

modszer a legalkalmasabb a szulfanilsav gyors és hatékony eltavolitisara a szennyezett

vizbdl.

V1.6.2 Bezarason alapulé sejtrogzites

Amennyiben a sejtek a szaporodas soran levalnak a gyongy felszinérél, és
megjelennek az effluensben, hatranyosan befolyasolhatjdk a folyamatos rendszerben

miik6d6 bioreaktor iizemelését. Sziir§ kozbeiktatisaval a probléma nem oldhatdé meg,
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9. abra A Veszprémi MTA Miiszaki Kémiai Kutaté Intézet és a Reanal
Finomvegyszergyar kozos fejlesztésében késziilt rogzitett sejtes bioreaktor

1. betétcsd; 2. reakcidzona; 3. fermentlé bevezetd cs6; 4. gytrd alaku reaktorrész;
5. gazcsonk; 6. hiits; 7. fazisszétvalasztd zona; 8. csonkakuppalast alaku sziiréfeliilet;
9. szivattyq; 10-11 csOvezeték; 12. levegObevezetés; 13. diszpergald elem;

14. géltartaly; 15. cseppképzd fej; 16. aramlasmodositd kup; 17. szilird



mert a nagyszamu kiszaporodott sejt a sziirét eldugitja. Ilyen esetben a bezérasos
modszerek alkalmasabbak.

Az optimalizalas soran azt tapasztaltam, hogy a 2 % alginat gél onmagaban nem
képes visszatartani a sejteket, mivel a tdpoldatba kevesebb Ca** vihets ( a sOkicsapddas
elkeriilése miatt), igy a porus mérete nem bizonyult megfelelonek. Ezért modositott,
ugynevezett kompozit gélt készitettem [Kovacs 1991], mely 1,5 % alginat és 1,5 %
Gelrite 1:1 aranyu elegye. A kompozit gélben a Gelrite komponens megakadalyozta,
hogy a szaporodd sejtek a gyongyoket szétfeszitsék, és a kétértékii kationok alacsony
koncentracidja sem mosositotta a szilardsagat. Ez a gélelegy mar megfelel6
szilardsaginak bizonyult a sejtek bezardsdra. Az immobilizalasi eljaras soran
figyelembe kellett vennem, hogy a 2 mm-t meghaladé gyongyatméré akadalyozza az
oxigén €s a tdpanyagok gyors diffundalasat. A gyongyok atmérGjét a csepegtets
kapillaris atmérGjének valtoztatdsaval konnyen tudjuk valtoztatni. Az 1 mm atmérdji
kapillarissal el6allitott gyongyoket 35 mM szulfanilsavat tartalmazd szelektiv
tapoldatba helyeztem, €s mértem a szulfanilsav tartalom valtozasat.

A 8. 4bran Osszehasonlitottam a szabadon uszd, a Mavicell-Si gydngyokre
kitapad6 és kompozitgélbe immobilizalt sejtek szulfanilsav bontd aktivitasat. Az abran
azt latjuk, hogy szézalékosan a legjobb konverziét a Mavicell-Si gyongyokre rogzitett
sejtekkel értem el. Azonban meg kell jegyezni, hogy ezekben a lombikokban a sejtszam
sokkal magasabb volt, mint a masik két kisérletben mert a sejtek kiszaporodtak a
tapoldatba is. A legkisebb sejtkoncentracié a kompozit gél esetén volt, mivel a
gybngyok belsejében a sejtek csak korlatozott mértékben tudtak szaporodni. A
gélgyéngyokben a maximalis sejtszam nem haladta meg a 107-10° sejt/ml értéket az
inkubéci6 harmadik napja utan sem. fgy a kapott eredmény maés értelmezést nyer, azaz
nem a sejtek aktivitasa kisebb a kompozit gél esetén, hanem csak a mennyiségiik.

Kompozit gél alkalmazasaval optimalis koriilményeket tudtam biztositani a
sejteknek a szulfanilsav lebontasahoz atfolyasos rendszerii reaktorban, mivel a sejtek

nem tudtak kiszaporodni a komyezetbe, és lebonté aktivitisuk gélbe zarva is megfeleld.
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VI.7 A lebonto folyamat kulcsengzimei, lehetséges intermedierjei

V1.7.1 P. paucimobilis ndvesztése kiilonbozd aromas vegyiileteken

Az-irodalomban tébb kérnyezetszennyez$ vegyiiletr6l mutattak ki, hogy a P.
paucimobilis el tudja bontani [Furukawa 1983; Katayama 1988; Taira 1988; Imai
1991]. Ezeket az ismereteket felhasznalva néhany hasonl6 vegyiileten sajat izolatumunk
képességét teszteltem. Az ezekbdl a kisérletekb8l kapott adatok informaciokkal
szolgdlnak a lebonté 1t lehetséges kozti termékeit illetéen is. Az 1. tablazatban
osszefoglalt eredmények azt mutatjdk, hogy a baktérium jol hasznositotta a p-
aminobenzoesavat, a protokatekolt, alig-alig nétt metanilsavon, és egyaltalan nem
indult meg a sejtszaporodas anilin, o-diklérbenzol, trinitro-benzolszulfonsav,
szulfoszalicilsav és naftalin-diszulfonsav szubsztratokon. A P. paucimobilis tehat nem
reagal gyorsan a valtozo szubsztrat jelenlétre, csak viszonylag kevés vegyiiletet képes

az adaptacios folyamat kihagyasaval bontani.

VI1.7.2 Dioxigendz aktivitds mérések

Az aromés vegyiiletek metabolizmusaban a mono- és dioxigenazok a lebontas
legvalOszinilibb kulcsenzimei [Taira 1988; Noda 1990; Locher 1991; Kuhm 1991; Meer
1992; Hammer 1996]. Leggyakrabban dioxigenazok vesznek részt a gytirihasitasban
[Meer], melyek el6szOr két hidroxil csoportot visznek a molekulara kiszoritva a
vegyiilet egyik funkciés csoportjat, majd a két hidroxil csoport kozott (orto-) vagy
mellett (meta-) hasitjak az aromas gytiriit.  Feltételeztem, hogy mi esetiinkben is ebbe
a csoportba tartozd enzim jatszik szerepet a lebonté folyamat kezdetén. Az
enzimaktivitas kimutatasahoz a szulfanilsav mellett protokatekolt hasznaltam, melyet a
legtobb dioxigenaz enzim képes oxidalni. Pozitiv kontrollként az Agrobacterium
radiobater torzset hasznaltam fel, melyrél ismeretes, hogy tartalmaz aktiv protokatekol
3,4-dioxigenaz enzimet [Feigel 1993].

A sejteket DSMI, szulfanilsav és protokatekol tartalmi tapoldatokban
novesztettem fel. A DSM1 tapoldatban novesztett sejtek nem tartalmaztak mérhetd
dioxigenaz aktivitast egyik torzs esetén sem. Mind PC-t, mind SA-t tartalmazo
kozegben tortént ndvesztés utan jol mérhet6 enzim aktivitast tapasztaltam a P.
paucimobilis sejtek esetén. Habar ezekben a kisérletekben az A. radiobacter

protokatekol oxidal6 aktivitasa lényegesen magasabbnak bizonyult, a P. paucimobilis 1s
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Szubsztratok novekedés

4-amino benzolszulfonsav +++
3-amino benzolszulfonsav +

4-amino benzoesav ++

3,4-dihydroxy benzoesav ++
szulfoszalicilsav -

2,7-naftalindiszulfonsav -

2,4,6-trinitrobenzolszulfonsav -

anilin -

o-diklorbenzol -

1. tablazat Pseudomonas paucimobilis sejtek szaporodasa kiilonbozd szubsztratokon

+++ ol szaporodik, ++ szaporodik, + alig szaporodik, - nem szaporodik



j6 hatékonysaggal oxidalta a PC-t (10. abra). Mindenesetre megallapithat6, hogy a
protokatekol lebontasaban szerepet jatszé enzimek indukalhatéak mind protokatekollal
mind szulfanilsavval. Erdekes médon a szulfanilsavval tértént indukcié esetén mintegy
négyszer akkora aktivitast lehetett mérni, mint a PC indukalt mintdn. Az enzim aktivitas
mérése soran 200-500 nm tartomanyban figyeltem a reakcidelegy spektrumanak
valtozasat. Ebben a tartomanyban talalhaté a protokatekol enzimatikus hasitisa
eredményeként megjelend intermedier vegyiiletek elnyelési maximuma, mely
feltehetSen eltér a PC abszorbciés maximumatél, igy véarhatéan egy 0j csics jelenik
meg a spektrumon az id6 eldrehaladtaval. Valdban 268 nm-nél megjelent egy atmeneti
csucs, mely a reakcié végére eltlint. Ezért a jelért felelés molekula potencialis
intermedier lehet a szulfanilsav lebonté folyamatban. A vegyiilet azonositasa

folyamatban van.

VI.7.3 A P. paucimobilis szubsztrat indukalt fehérjéinek SDS-PAGE analizise

A fenti eredmények azt sugalljk, hogy a reakcidéban valéban résztvesz legalabb
egy dioxigenaz enzim. A lebonté folyamatokban szereplé enzimek tovabbi
vizsgalatdhoz a kiilonb6z6 szubsztratokon (PABA, SA, PC) és DSM1 tapoldaton nétt
Pseudomonas paucimobilis sejtek  Osszfehérjéinek SDS-gélelektroforézis képét
hasonlitottam 6ssze (11. abra). A 10 mM szulfanilsav tartalmi szelektiv tapoldaton nétt
sejtek fehérje mintazatabol ki kell emelni a 48, 39, 30 kDa-nal megjelend erSs savokat,
és a 40 és 19 kDa-nal megjelend halvanyabb savokat. Ugy tiinik, hogy a 39 kDa fehérje
csak a SA-on nétt sejtekben indukalodik, a tobbi emlitett fehérje a PABA-n ndtt
sejtekben is kifejez6dik. Meglepd, hogy a protokatekolon szaporitott sejtek fehérje képe
sokkal jobban hasonlit a nem induktiv DSMI1 tapoldaton nevelt sejtek fehérje
Osszetételére. Erds savok jelentek meg mindkét esetben 32, 27 és 17 kDa-nak megfeleld
mérettartomanyban, melyek a PABA vagy SA tartalmu mintakbol hidnyoznak. A
protokatekol indukalta sejtek fehérje mintazatdban gyenge sav latszik még 23 és 30
kDa-nal. A nem indukalt sejtek termelnek egy 35 kDa-os fehérjét, mely a tobbi esetben
nem lathatd. Az abra 5. oszlopa 10 mM szulfanilsavat tartalmazé DSM1 tapoldaton
nevelt sejtek fehérje kivonata, mely vegyesen tartalmaz tobb fontos fehérjét, tigy az
indukalt (2. minta), mint a nem indukalt (4. minta) sejtek fehérjéib6l. A kiilonbozd
szubsztratokon ndtt sejtek fehérje tartalmanak dsszehasonlitasa alapjan ugy tlinik, hogy
a P. paucimobilis mas-mas fehérjekészletet hasznal, ezaltal mas-mas lebontd utat

valaszt a killonboz6 szénforrasok metabolizmusara.
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10 mM protokatekol szubsztraton nétt P. paucimobilis enzimaktivitasa: PpPC

10 mM szulfanilsavon szubsztraton nétt P. paucimobilis PC bonté aktivitasa: PpSA
10 mM protokatekol szubsztraton nétt 4. radiobacter dioxigenaz enzimaktivitasa
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kDa
66.3
42.7
30.0 -
‘.
e ~
17.0 | =2 o -

11. 4bra A kiil6nbdzd szubsztratokon nétt P. paucimobilis sejtek fehérje készletének
osszehasonlitasa SDS-gélelektroforézis segitségével

Az 1l.oszlopban a 10 mM PABA szubsztraton, 2. oszlopban 10 mM SA-n, 3.
oszlopban 10 mM PC-n, 4. oszlopban DSM1 tapoldaton, 5. oszlopban 10 mM SA
tartalmu DSM1 tapoldaton nétt P. paucimobilis sejtek fehérjéinek dsszetételét latjuk



VII. EREDMENYEK MEGVITATASA

A szulfanilsav fontos épit6ké azofestékek, novényvéddszerek €s gyodgyszerek
gyartasaban (Hammer 1996]. Szdmos baktericid szulfonamid gyégyszer kiindulési
vegyiilete, melyek hatasa azon alapszik, hogy gétolni képesek a nukleotid bioszintézist.
Xenobiotikus szulfoncsoportja és erds negativ toltése miatt a mikroorganizmusok
sejtfalan nehezen jut at. A szulfon-csoportot hordozd aromas vegyiiletek altaldban
ellenallnak a mikrobialis lebontasnak [Hammer 1996], ennek ellenére néhany baktérium
torzset sikeriilt adaptiltatni e toxikus anyagok semlegesitésére [ Nortemann 1986;
Kuhm 1991; Locher 1993; Thurneer 1990; Junker 1994; Paszczynski 1992; Dangmann
1996; Blimel 1998]. A szulfanilsav bontasaval rajtunk kiviil egy laboratérium, Prof.
Knackmuss munkacsoportja foglalkozott. Ok két baktérium térzs kevert populdciéjat
hasznaltak kisérleteikben, felismerve a két faj egymast segitd hatasat [Feigel 1988,
Hammer 1996].

A szulfanilsav gyartd ilizem (Nitrokémia Rt) kornyékér6l gytjtott talaj
mintakbol izolaltam egy baktériumot, mely egyediil képes volt a szulfanilsavat, mint
kizar6lagos szén, nitrogén és kénforrast hasznositani, és a toxikus vegyiiletet teljesen
felhasznalni szaporodasahoz. A lebontd folyamat soran karos melléktermékek nem
keletkeztek. Az API 20 NE rendszer alapjan izoldtumomat Pseudomonas paucimobilis-
‘ként azonositottdk. E baktérium ismert mikroorganizmus a bioldgiai lebonto

folyamatokkal foglalkozo kutatok kérében.

A sejtek tenyésztése soran megfigyeltem, hogy a szulfanilsav jelenlétében
novesztett sejtek nyakszeri anyagot vontak maguk koré (ez elsGsorban a sejtek
centrifugalasa soran tlint fel), mig protokatekol, PABA és DSM1 szubsztratok esetén
ezt nem tapasztaltam. Ez a védOréteg hozzasegitheti a sejtet, hogy maga koéril
elfogadhaté kdmyezetben, esetleg egy extracellularis enzim segitségével inditsa el az
SA lebontiasit. Az extracellularis enzimatikus lebontds megmagyardzna azt az
ellentmondast, hogy az ilyen tipusi vegyiileteket a sejtek nem tudjak felvenni erds
negativ toltésiikk miatt, lebontasuk mégis megtorténik. Ilyen enzimaktivitist azonban

meég nem sikeriilt kimutatni az extracellularis térbdl.
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Optimalizaltam laboratériumi koriilmények koézott a baktérium szulfanilsav
bontasat. Megvizsgalva egyes sk, ionok a sejtek lebonté aktivitdsara gyakorolt hatasat,
megallapitottam, hogy a tapoldat foszfattartalma nem haladhatja meg a 10 mM
koncentraciét, mivel magasabb koncentraciondl a kétértéki kationokkal a foszfat so
formajaban kicsapédik. Kimutattam, hogy Ca®*, és Mg2+ esszencialisak a sejtek
noévekedéséhez, hianyukban a sejtek két napon beliil dsszecsapddnak, és jelentGsen
romlik bioldgiai aktivitasuk. Méréseim szerint a Ca’* 0,6 mM, mig a Mg2+ 1 mM
koncentracioban sziikséges és elegend$ a sejtek szaporodasahoz és aktivitasihoz. A
szelektiv tapoldat altaldban nem tartalmazott a szulfanilsavon kiviil egyéb kén és
nitrogén forrast, és ilyen elemeket tartalmazé vegyiiletek adagoldsa nem valtoztatott
lényegesen a novekedési sajatsagokon. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a szulfanilsav

kén- és a nitrogén atomjat a baktérium asszimilélja.

Noha az irodalmi adatok azt jelzik, hogy a Pseudomonas sejtek széles
pH=4,5-8,0 tartomanyban életképesek, izolatumom csak meglehetdsen szik, a
pH=6,5-7,0 tartomanyban volt aktiv, és pH=5,0 alatt és pH=7,5 folott az adott
kornyezetben egyaltalan nem szaporodott. Az inkubaci6 soran el6forduld pH valtozas
sz¢éls6 értékel mar nem kedveznek a sejtszaporodasnak, igy megmagyarazhatd, hogy a
pH=7,0 tapoldatban miért indult meg késve a sejtek osztddasa, és a pH=6,0 tapoldatban
miért nem kaptam jobb konverzids eredményt. A lehetséges lebonté ut 1épéseit
Osszevetve a pH optimalizalas soran kapott eredményekkel, elképzelhetd, hogy egy
kezdeti NH, képz6dés okozza a pH emelkedést, majd a szulfon csoport lehasadasa,
valamint CO, felszabaduldsa miatt indul meg a tipoldat pH-janak csokkenése. (Meg
kell jegyezni, hogy egyéb kisérletekben is megfigyeltink pH csokkenést a sejtek
szaporitdsa soran, ami azonban valésziniileg a sejtek egyéb anyagcsere folyamataiban
keletkez6 anyagoknak kovetkezménye). A lebonté folyamat optimalizalasahoz tehat
alland6 pH-n kell tartanunk a tenyészetet. Olyan bioreaktorban, melyben a fermentacids
korilményeket folyamatosan szabalyozni lehet a fenti probléma elméletileg

kikiisz6bdlhetd, és optimalis pH=6,5-7,0 mellett a sejtek maximalis aktivitasra birhatdk.

Az asvanyi anyagok és a pH mellett fontos a Fe?* jelenléte a lebontd
folyamatban. Vas hidnyos tapoldatban jelentSsen gyengiilt a sejtek bonto aktivitasa, a
szennyvizes kisérletekben pedig egyaltalan nem volt kimutathaté szulfanilsav fogyés a

vas mentes oldatban. A lebont6 folyamatokban résztvevd sejtek vasigényére mas kutatd
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csoportok is felfigyeltek [Feigel 1993, Hammer 1996, Heiss 1997], és bizonyitottak,
hogy a vas-kén kockakat tartalmazo dioxigendzok bioszintéziséhez sziikséges a Fe**
ionok jelenléte. Ezekkel a megfigyelésekkel Osszhangba hozhaté az altalam mért
eredmény, mely szerint 0,05 Fe’* mM koncentracié mellett j6 hatékonysaggal bontotta
izolatumom a szulfanilsavat, mig vas hianyéaban jelentGsen romlott az aktivitds. Ez a
megfigyelés 0sszhangban van azzal a feltételezéssel, hogy szulfanilsav lebontasaban

fontos szerepet jatszik egy mono- vagy dioxigenaz enzim.

Az indukcids anyagok vizsgalata soran megfigyeltem, hogy a legjobb konverzi6
a vas, pepton és SL-6 mikroelem elegy egyiittes alkalmazéasaval érhetd el izoldtumunk
esetében. A sejtszam valtozasa azt mutatja, hogy a pepton tartalmu tapoldatban volt a
legtobb sejt. Ugy tiinik, hogy a sejtek jol fel tudjak hasznalni a peptonban 1évé szerves
vegyiileteket, de a megnovekedett baktérium populacié vas hianyaban természetesen
nem bontja jobb hatdsfokkal a szulfanilsavat. Tehat a pepton valoban alkalmas a
szaporodas gyors beinditasara, ami a szennyvizes kisérletekben fontos. A glik6z
hozzaadasa a tapoldathoz nem hozott pozitiv erdeményt. A p-aminobenzoesav
alkalmazasa estén valdszinlileg olyan erfs a szulfanilsav kompeticio, hogy a sejtek nem

fémek hozza az alacsony koncentracioban jelenlévé PABA-hoz.

A P. paucimobilis hatékonyan metabolizalta a szulfanilsavat széles koncentracid
tartomanyban. A 116 mM koncentracidban jelenlévd szulfanilsavat is képes volt
toleralni, és kicsit hosszabb adaptacios fazis utan ebben a komyezetben is elkezdte
metabolizalni a szubsztratot. A szulfanilsav koncentracié csokkenésével egyre inkabb
javult az aktivitas (a sejtek koncentracidja sosem haladta meg a 2 x10° sejt/ml hatart).
Az alacsony koncentracidban jelenlévd szulfanilsavat harom napon beliil elbontotta. A
P. paucimobilis e rendkiviili képessége miatt potencialisan alkalmas az ipari 1éptéki
hasznositasra.

Megallapitottam, hogy a P. paucimobilis rendkiviil kedvezétlen korilmények
ko6z6tt, a szulfanilsav gyarté iizem elfoly6é szennyvizében is tud szaporodni (még ha
lassabb meértékben is) és a szulfanilsavat bontani, amennyiben az anilin és o-
dikloérbenzol koncentracidt csokkentettem, amit a szennyviz kihigitasaval értem el, tehat
izolstumom felhasznalhaté a ipari 1éptékli szulfanilsavas szennyviz tisztitasi

eljarasaban.
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Megvizsgaltam, hogy izolatumom szaporodasit mas vegyiiletek hogyan
befolyasoljak. Bevezetd adaptacids kisérletek nélkill a p-aminobenzoesavat, és a
protokatekolt fel tudta hasznalni szénforrasként, amennyiben a tapoldatot kiegészitettem
(NH,),S0O, oldattal, és a szulfanilsavhoz hasonléan két-harom nap alatt metabolizalta a
10 mM koncentraciéban jelenlévo anyagokat. A metanilsav
(3-aminobenzolszulfonsav) lebontdsa mar nehezebb feladat volt, felteheten a
szerkezeti eltérés miatt csak csekély mértékben bontotta. Kisérleteket végeztem még
tobb aromas, szulfondlt aromas vegyiilettel is (ezek: anilin, o-diklérbenzol, trinitro-
benzolszulfonsav, szulfoszalicilsav és naftalin-diszulfonsav), de sejtszaporodast nem
tapasztaltam. Hosszabb adaptaciés folyamat utan valdszinilileg pontosabb informéciot
kapok arrdl, hogy ezek a vegyiiletek vajon metabolizalhatéak-e P. paucimobilis
sejtekkel vagy sem. A PABA bontisa nem volt meglepd, minthogy a sejtek
létfontossagu folyamatainak alkotd eleme, viszont a protokatekol bontisa mar nem
ennyire egyértelmd. A dioxigenazok katalizalta lebonté utakban a protokatekol, illetve a
katekol kozponti intermedierként szerepel, ezért vizsgéaltam, hogy izolatumom

elfogadja-e tdpanyagnak.

Miutéan intakt sejtekkel kimutattuk a P. paucimobilis PC bontasat, sejtkivonattal
i1s ellendriztiik feltételezett oxigendz enzimiink aktivitasat. A fotometrids mérések
alapjan a DSM1 tapoldaton nétt sejtek kivonata nem tartalmazott protokatekolt oxidéalo
enzimet, mig mind a PC mind a SA szubsztratokon nétt sejtek kivonata a reakcié elegy
PC tartalmat percek alatt jelentGsen csokkentette, bar az enzimaktivitds nem érte el a
pozitiv kontrollként vizsgalt Agrobacterium radiobacter PC bonté dioxigenazéanak
aktivitasat. A kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy a P. paucimobilis-ban
indukalhat6 egy PC molekulét hasité enzim (feltehetSleg egy dioxigenaz), mely szintén
alatdimasztja alaphipotézisemet, miszerint izolatumom esetén is oxigenaz katalizélta
lebontd utak indukélédnak a sejtekben.

Feltételezésem megerGsitésére a feltart sejtek fehérje osszetételét SDS-
gélelektroforézis modszerrel vizsgaltam. Azt tapasztaltam, hogy a kiilonb6zd
szubsztratokon nétt sejtek fehérje mintazata jelentGsen eltér. A szulfanilsavon ndtt
sejtek fehérje Osszetétele egy sav kivételével nagyon hasonlit a PABA-n ndtt sejtek
fehérje mintazatdhoz. Ezt az extra sivot a szulfoncsoport hasitasaval hozhatjuk

Osszefliggésbe. A protokatekolon nétt sejtek fehérje mintdzata azonban hatarozottan
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eltér ezektl, és inkabb a nem indukcids tipoldaton nétt sejtek fehérje Gsszetételéhez
hasonlit. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a PC és SA lebontisira mas-mas
enzimkészletet hasznal a P. paucimobilis. A jelenség nem ismeretlen az irodalomban,
hisz a szulfanilsav lebontisit vizsgaldé német kutatdcsoport az Agrobacterium
radiobacter-ben is két protokatekol 3,4-dioxigendzt azonositott [Hammer 1996]. Az
elektroforézis kép alapjan esetemben is feltételezhetd hasonlo jelenség. Egy
baktériumban tobb lebonté folyamat is indukalodhat kiilonb6zd szubsztratok esetén,
amit Furukawa és mtsai is megfigyeltek a P. paucimobilis Q1 izolatumban [Furukawa
1983]. Az kiilonféle lebontisi folyamatokban szerepet jatsz6 enzimek
szubsztratspecifitdsa azonban részlegesen atfedhet. Ez adhat magyarazatot arra a tényre,
hogy a szulfanilsavon novesztett P. paucimobilis sejtek képesek voltak a PC
oxidacidjara (s6t jobban, mit a PC felndvesztett sejtek), holott az SDS-PAGE gélkép
alapjan mas-mas fehérjék indukalodtak a két vegyiilet hatasara.

A folyamatos iizemi atfolyasos rendszerd reaktorban valé lebontasi eljarashoz
elényos, ha a sejteket a reakcidé kozegben tartjuk, ehhez immobilizalni kellett dket. A
feliileti adszorpcidn alapuld sejtrogzitési technika a sejtek aktivitasa és a gyors lebontas
szempontjabél nagyon el6nydsnek bizonyult, hatékonyan alkalmazhaté olyan
esetekben, amikor nincs sejtkiszaporodas. A sejtek tilszaporodasa egyes esetekben
potencialis bakterialis szennyezést jelenthet a terepkisérletekben. Olyan esetekben, ahol
a sejtek tulszaporoddsa nem jelent gondot, ez a moddszer el6nydsen hasznalhatd a
nagyobb konverzids sebessége miatt. Abban a rendszerben, melyben a sejteket alginat-
gelrite kompozit gélbe zartuk, a gyongyok mechanikai szilardsaga megfelel6nek
bizonyult, sejtek nem szaporodtak ki, s a gyongyokbe immobilizalt sejtek aktivitasa
nem romlott. Ez a sejteket visszatartd eljaras jol felhasznalhaté a méretnoveld
kisérletekben, atfolydsos reaktorokban mivel a gyoéngyok elkészitése egyszerd, és a
sejtek hosszabb id6n at képesek megdrizni bontd aktivitasukat.

A méretndveld kisérleteket egy masik kutaté csoporttal kooperacidban a
Veszprémi Egyetemen végeztiik. Eredményeink alapjan izolatumunk jol alkalmazkodott
a méretndvelés sordn némileg megvaltoztatott koriilményekhez. Egy kaszkad rendszeri
immobilizalt sejtes bioreaktorban igen jo, 90%-os bonto aktivitast értiink el.
Eredményeink ipari felhasznalasa érdekében az eljaras és az izolatum

szabadalmaztatasa folyamatban van.
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VIII. OSSZEFOGLALAS

A szulfanilsav és rokon vegyiiletek a novényvédSszer, festék, és
gyogyszergyarak aktivitdsanak koszonhetéen megjelentek a kornyezetben, am
lebontasuk természetes koriilmények kozott lassi, vagy nem torténik meg. A
szulfanilsav szulfoncsoportja er8s negativ toltést ad a molekuldnak, mely felvételét
nagymeértékben gatolja.

- A szulfanilsav gyarté tizem (Nitrokémia Rt.) teriiletérdl gytijtott talajmintakbol
izolaltam egy baktériumot, mely képes a szulfanilsavat, mint egyediili szénforrast
hasznositani anyagcsere folyamataiban.

- A baktérium az API 20 NE rendszer szerinti meghatarozas alapjan
Pseudomonas paucimobilis.

- Optimalizaltam a lebont6 folyamatot befolyasold tényezOket laboratdériumi
koriilmények kozott. Megallapitottam, hogy a pH, a foszfattartalom, valamint a Ca2+,
Mg2+, Fe®" ionok jelentGs hatassal vannak a sejtek aktivitasara.

- Megallapitottam, hogy a sejtek igen széles 0,5-120 mM koncentrécid
tartoméanyban életképesek, és aktivak. A gyakorlati felhasznalas soran el6fordulé 10-20
mM szulfanilsavat tartalmazé oldatot harom nap alatt 100%-ban képesek bontani. A 30-
70 mM szubsztratot 6t nap alatt 50-60%-ban bontja, 100 mM felett a sejtszaporodés
lassul, €s csak késve indul meg a lebontas.

- Szennyviz oldatban, melyet peptonnal és vas(II)-ionokkal kiegészitettem a
sejtek bontottak a szulfanilsavat. Ot nap alatt 30%-o0s konverziot értiink el, egy hdnapos
inkubacié utén a szulfanilsav 67%-a elbomlott.

- Eljarasokat dolgoztam ki a sejtek immobilizalasara folyamatos, atfolyd
reaktorban valo lizemeltetéshez. A legoptimalisabb megoldasként a sejteket kompozit,
alginat/gelrite gélgyongydcskékbe zartam. fgy konnyen kezelhetS rendszert kaptam,
melybdl a sejtek nem szaporodnak ki, a gyongyokon belil pedig megtartjak
metabolikus aktivitasukat. A feliileti adszorpcion alapulé eljards szintén hatékony, a
legjobb SA konverziét adé modszer, mely felhasznalhaté olyan rendszerekben, ahol a
sejtek megjelenése a tisztitott oldatban nem jelent problémat.

- A P. paucimobilis protokatekol €s p-amino-benzoesav szubsztratokon is képes
J6l szaporodni, mig metanilsavon a lebontas hatékonysaga lényegesen alacsonyabb.

- Az optimalis lebonto6 folyamathoz a sejteknek sziikségiik van F e** jonokra, ami

vas-kén tipusu enzim aktivitasara utalhat.
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- A szulfanilsav lebontas biokémiai hatterét vizsgalva megallapitottam, hogy
eltérd szubsztritokon a sejt mas-mas enzimkészlete indukalédik. A feltart sejtek
fehérjéinek indukciés mintazata alapjan ugy tlnik, hogy a szulfanilsavat és a PABA-t
hasonld, mig a protokatekolt egy alternativ enzimrendszer segitségével metabolizalja az
izolatumunk.

- Az eredmények alapjan, az irodalmi adatokkal §sszhangban feltételezem, hogy
a Pseudomonas paucimobilis tobb metabolikus lebontasi uttal rendelkezik, melyek a
szubsztratoktdl fliggSen alternativan indukélodnak, de ezek mindegyikében
valosziniileg valamilyen mono- vagy dioxigenaz enzim felelds az aromas gyirid
felnyitasaért. A kiilonboz6 lebontasi utvonalak kozos enzimeket is tartalmaznak (1d.

aktivitas mérés, gélelektroforézis kép).
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Biodegradation of sulfanilic acid by Pseudomonas paucimobilis

Introduction

Hazardous chemicals are produced in large quantities by the chemical and
pharmaceutical industries. The appearance of these materials in the environment causes
public health concern. Many chemicals are decomposed poorly by the microorganisms.
Sulfonated aromatic compounds and derivatives are synthesized for various industries
(Feigel & Knackmuss 1988). The material is released into the environment in abundant
quantities at the manufacturing sites and also accumulates in industrial and household
waste. Sulfonate group substituent on the aromatic ring is a rare and alien structure in
Nature, therefore compounds bearing this functional group are toxic and/or resist
biodegradation. These recalcitrant substances are thus considered especially hazardous,

the their removal from waste water is of great public health importance.

Biodegradation of sulfonated aromatic compounds has been studied for many
years (Feigel & Knackmuss 1988, 1991, Locher et al. 1991, Goszczynski et al. 1994).
When sulfonated aromatics are degraded by microbes, the low substrate specificity of
oxygenases present in various aerobic organisms is usually exploited. The common
element in this enzymatic strategy includes an attack on the chemically inert target
molecule by enzymatic incorporation of oxygen. Oxygenated derivatives loose stability
and, therefore, become amenable to further chemical and/or biological degradation into
products that are easily metabolized (Locher et al. 1991, Goszczynski et al. 1994,
Hammer et al. 1996).

Sulfanilic acid (4-aminobenzenesulfonic acid) is a typical representative of
aromatic sulfonated amines. The compound is manufactured as an intermediate in the
production of azo dyes, plant protectives, and detergents (Feigel & Knackmuss 1993).
Sulfanilic acid is an intermediary in the synthesis of various sulfonamid drugs, noted for
their strong bactericid effect. Its degradation is difficult as the sulfonic acid group is a
xenobiotic structural element and the strongly charged anionic moiety prevents the
penetration of the compound through the bacterial membranes. Hence, an active uptake

system may exist for arylsulfonates in the cells capable of degrading them (Feigel &
Knackmuss 1993).

Immobilization of cells and macromolecules is a widely used technique to

increase the active biomass concentration. In addition, immobilization can provide an



advantageous environment for the biocatalyst, increasing its bioconversion activity and
resistance to environmental damage (Anselmo & Novais 1992, Hallas et al. 1992,
Stormo & Crawford 1992, Sanchez et al. 1994). A number of immobilization supports
and matrices have been recommended and their characteristics tested under diverse
conditions (Akin 1987, Phillips & Poon 1988). Currently, the most popular cell
entrappment matrix is Ca-alginate, a biopolymer having a structure similar to bacterial
cell walls (Akin 1987, Phillips & Poon 1988).

In the Ph.D. thesis an effective method for biodegradation of sulfanilic acid by a
single Gram-negative bacterium is presented. A single bacterium strain, identified as
Pseudomonas paucimobilis has been isolated from a contaminated site near a chemical
plant and is able to degrade sulfanilic acid as its sole carbon source. The conditions for
biodegradation, by free cell culture and bacteria entrapped in Ca-alginate, have been

optimized and efficient degradation has been demonstrated both at laboratory and

industrial scale.

Results and Discussion

Isolation of the sulfanilic acid degrading bacterium. A single bacterium strain was
isolated on mineral medium supplemented with 35 mM sulfanilic acid. On the basis of
the API 20 NE system, the isolate was identified as Pseudomonas paucimobilis strain
XS, and was deposited 1n the National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms of Hungary. Additional details on isolation and performance
characteristics of this strain are the subject of a patent application submitted to the
Hungarian Patent Office (ID number: P 98 00077).

Effect of pH on growth and biodegradation. The optimum growth was found at pH
values between 6.5 - 7.0. It should be noted the pH of the cultures changed in the time,
and the conversion of sulfanilic acid was primarily governed by the pH. The fairly
narrow pH range suitable for high sulfanilic acid degradation and extensive biomass

formation was found between pH=6.0 and 7.0.

Sulfanilic acid concentration dependence of biodegradation. P. paucimobilis tolerated

high sulfanilic acid concentrations. All SA was degraded within two days, when the
compound was present in 2 - 6 mM concentration, within the 22-30°C temperature
range. Remarkably, even at 29 mM SA concentration, more than 70 % of the target

compound was degraded after a week. In the presence of up to 100 mM sulfanilic acid



P. paucimobilis grows, but its degradation activity slowed down at contaminant
concentrations higher than 110 mM. The bacteria needed an extended adaptation period
(up to 5-6 days) at or above 30 mM SA, but it was quickly metabolized at low

concentrations.

Metal requirement. Degradation of 4-sulfocathechol, and related compounds of

sulfanilic acid decomposition, takes place via iron containing dioxygenases (Hammer
1996, Heiss 1997). The physiological effect of various metal ions was therefore tested.
Without Fe** in the growth medium, the cells had negligible sulfanilic acid degradation
activity. Variation of the iron concentration between 0.01 and 0.2 mM showed a clear
dependence of degradation efficiency with iron concentration, with an optimum at 0.05
mM. Ca”" and Mg2+ were required by the P. paucimobilis cells, as in the absence of

these ions aggregated clumps of cells were formed with low biological activity (Fig. not

shown).

Immobilization of the cells. For large scale waste water purification, immobilization of

the bacteria on a solid support would be advantageous. Two immobilization methods
have been compared in this study. In one system, cells were adsorbed onto the surface
of porous cellulose beads (Mavicell-Si). As an alternative approach, the cells were
entrapped into Ca-alginate-phytagel composite beads. A combination of alginate with
phytagel (in 1:1 volumetric ratio) was chosen because P. paucimobilis cells escaped
from the Ca-alginate matrix at a high rate. The composite matrix adequately adhered the
cells to the immobilization material and fugitive cells were not detectable for several

days. Moreover, addition of phytagel to the alginate increased the physical stability of
the beads considerably.

Experiments with industrial waste water. Following the optimization experiments

described above, the performance of P. paucimobilis was tested using the waste water
effluent of a chemical plant producing sulfanilic acid. The effluent contained 0.6 % (35
mM) of sulfanilic acid and trace contaminants, mainly 1,2-dichlorobenzene (0-DCB)
and aniline. Since the presence of 0-DCB and aniline strongly inhibited cell growth.
The waste water was deluted to containing 5.8 mM of sulfanilic acid and was
supplemented with Fe-EDTA. The pH was adjusted to pH=7.0 with NaOH prior to the
biological treatment. Under these conditions P. paucimobilis was able to grow and
degrade the sulfanilic acid in the waste water effluent. The conversion of sulfanilic acid

was 37% after one week and 67% after a month .



Potential _degradation _intermediates. To establish a possible pathway of the

degradation, several substituted aromatic compounds were tested as potential substrates
for P. paucimobilis. The cells could grow on 4-amino-benzoic acid as well as on
sulfanilic acid. Similarly, the bacterium could utilize protocatechuate (3,4-dihydroxy-
benzoic acid) if the medium was supplemented with 1g/l ammonium-sulfate as nitrogen
and sulfur source. Slightly weaker growth was observed on 3-amino-benzene-sulfonic
acid. P. paucimobilis could not metabolize trinitro-benzene-sulfonic acid, sulfosalicylic

acid, 2,7-naphtalene disulfonic acid, anilin and o-dichloro-benzoic acid.

Protocatechuate_dioxygenase assay. To characterise the oxygenase activity that was

likely involved in sulfanic acid biodegradation, the crude extracts of P. paucimobilis
cells, cultivated in DSM1 or in minimal medium containing sulfanilic acid, or
protocatechuate were assayed for protocatechuate 3,4-dioxygenase activity.
Agrobacterium radiobacter was known to contain protocatechuate dioxygenase (Feigel
& Knackmuss 1993), so this strain was included as the control. No or very low level of
PC degradation activity was detectable in the crude extracts of the P. paucimobilis cells
cultivated on DSM1 without the target compound. However when protocatechuate and
sulfanilic acid served as the sole carbon source, significant enzyme activities could be
measured for P. paucim'obilis although much higher activity was detectable in A.
radiobacter crude extracts. The data presented above suggested that oxygenase(s) were

involved in the biodegradation mechanism.

Induction of specific proteins by different growth conditions. The protein pattern of the

crude extracts from P. paucimobilis cells, cultivated under various conditions, were
investigated by SDS-PAGE to know whether or not these enzymes were inducible by
specific substrate. In mineral medium, containing 10 mM sulfanilic acid as sole carbon
source, strong protein bands at 48, 39, 30 kDa and weaker bands at 40 and 19 kDa
appeared. The 39 kDa protein band became visible only if the cells were exposed to
sulfanilic acid during growth. The other bands could also be observed when PABA
served as carbon source. The distinct protein pattern was shown by the cells cultivated
in either DSM1 or in PC containing mineral medium. From the rather complex changes
in protein patterns, it could be concluded that P. paucimobilis used distinct metabolic
pathways for various substrates and under growth conditions but in any cases mono- or

dioxygenases might be involved in the processes.





