KORNYEZETMIKROBIOLOGIA
ALAPFOGALMAK

Dr. Kaszab Edit, egyetemi docens
2024



A BIOTECHNOLOGIA FOGALMA

EREKY Karoly, 1917: egy olyan munkafolyamat, melynek soran
keletkezO termeéket €l6 szervezetek segitségevel allitjuk elo

1961 utan (Carl Goran Hedén nevéhez fiz6dve): biologiai
szervezetek, rendszerek, folyamatok hasznalataval torténé ipari
termelés

Ma.

EFB (= Eurdpai Biotechnologiai Egyesulet) definicidja szerint: a
biokemia, mikrobiologia €s mernoki tudomanyok integralt
alkalmazasa azert, hogy a mikroorganizmusok, allati-, novényi
sejttenyészetek, vagy reszeik kepességét hasznalni tudjuk az
Iparban, mez6gazdasagban, egészsegugyben, és a
kornyezetvedelemben

OECD (= Szervezet a Gazdasagi Egyuttmukodesert es
Fejlesztésert) definicidja: tudomanyos é€s mernoki alapelvek
alkalmazasa az anyagok biologiai agensekkel torteno
,mnegmunkalasara” termek nyerese ceéljabol




A biotechnologia 4 aga (és szine)

‘Richmond, 2008

* Piros biotechnolégia = human egészsegugyi
biotechnoldgia

— Gyogyszerek, terapias szerek biotechnologiai
megoldasokkal tortend elballitasa pl. inzulin,
interferon, véddoltasok

— Termékek elballitasa biotechnologiai
modszerekkel pl. biomUanyagok, bioetanol,
szerves savak, mosoporokba enzimek

- Zold biotechnologia = novenyi biotechnologia
— A kornyezeti faktorokkal szemben ellenallobb V2%

novények létrehozasa biotechnoldgiai N

modszerek segitsegevel ﬁ O

- Ujabban: ,,Kék” biotechnolégia: tengeri biotechnoldg
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Ipari biOteChnOl()gia Nyersanyag
kulcslépései

1. Upstream processing: a

Nyersanyag
nyersanyag elékészités
elokeszitese a
fermentaciéra, vagy |

transzforméciéra
2. Fermentacio,transzfor

macio: bioreaktorokban

Fermentacio,
biotranszformacio

sejtszaporitas, |

antibiotikum, feherje, termék

stb. eldallitas kinyerés, kiszerelés
3. Downstream l

processing: a kivant
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Ipari biotechnologia £ysesem

Nyersanyag
elokészités

l

Fermentacio,
biotranszformacio

l

termék
kinyerés, kiszerelés

"You'll need a big appetite if you're going

to work here !"
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Ha valamely el0 szervezet szamara a feltételek

nincsenek meg, vagy csak részben adottak
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vegetal elpusztul adaptalodik
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taplaleklanc serul kornyezetvédelem,
. e biotechnoldgia
okoszisztéma sérul
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KORNYEZET REGENERALODO
KEPESSEGE CSOKKEN



Miert degradaljak a szennyezoanyagokat a
“mikroorganizmusok?

Tapanyagkeént torténo hasznositas: a kornyezetszennyezo
anyagok jelentds része szeén, vagy nitrogenforraskent

hasznosithatd a mikroszervezetek szamara.

Detoxifikacio: Az élettér ,méregtelenitése”, megtisztitasa a

karos hatassal rendelkez6 szennyezbanyagoktol.



Miert degradaljak a szennyezoanyagokat a
mikroorganizmusok?

,0lajfald” Oceanospirillales baktériumok a Mexikoi-obolben A Geobacter
metallireducens épp urant ,fogyaszt”

Kredit: Science/AAAS



Mudanyagok biodegradaciodja a
tengerekben

IDO...

Extracellularis enzimek
(oxigenazok, lipazok, észterazok,
depolimerazok...) kibocsajtasa,
melyek csokkentik a polimerek

Biofilm névekedés a mlanyag
fellletén és belsejében, mely
megnoveli a pérusok méretét és
toréseket idéz el (fizikai romlas),
valamint savas komponensek
termelésével megvaltoztatja a

. e a e \ = molekulaméretét
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> biotechnoldgia > kdrnyezet > kérnyezetvédelem
biologiai anyagok, A bennunket korulvevo kornyezetunk megovasa,
folyamatok ipari szint( éld és éelettelen vilag rendbetétele
ki/felhasznalasa ‘RRR’ (reduce, reuse,
N recycle) et
S

Kornyezeti biotechnoldgia
Célja: a kornyezeti problémak gyors és hatéekony
kimutatasa, megoldasa biotechnoldgiai moédszerekkel
Mivel foglalkozik: bioremediacio, hulladékkezelés,
viztisztitas, kornyezeti monitoring, nyersanyag-, termek
kinyerés, biolzemanyagok
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KORNYEZETI =

BIOTECHNOLOGIA

« A kornyezet megovasara nagyon regota hasznalunk
biotechnologiai modszereket

 Tobb agra oszthato:
— Bioremediacio
— Megelbzés
— Detektalas €s monitorozas © Ognal i

Peproductlonrght obta |rable fram
wwwiCartoonStack

— Genetikai mérnokseég lm B
Utobbi években erételjes kutatas-fejlesztés folyik a
— Bioluzemanyagok eldallitasa

— Nyersanyag kinyerése (pl. biobanyaszat) terén

Bl FROUD

"But how do I know you're really
a genetic engineer?”




BIOLOGIAI ALAPOK

* Mikroszervezetek biotechnologiai alkalmazasakor
iIsmernunk kell —

» Mikroszervezet faji hovatartozasat
(mikrobiologia)

« Metabolizmusat, enzimeit, sejtfelepitesét
(mikrobiologia, biokémia)

. Okologiai igényeit (mikrobialis 6kologia)

« Technologizalhatdésagat (laboratoriumi és ipari
korulmenyek kozott)



Mikroorganizmusok

es kKimutatasuk

« Algak, baktériumok, gombak, protozoak

« Egyesek szabadon élnek, masok biofilmet képeznek, vagy kevert
kOz0Osség tagjai.

« El6fordulnak a természetes kornyezetunkben a felszini, felszin

alatti vizekben, talajban, novényeken €s a rizoszféraban, sét
bennunk, emberekben is, pl. a béltraktus nelkulozhetetlen segitoi.

« A kornyezetvédelem szempontjabdl nagyon fontos, hogy a
mikroorganizmusok jelenlétet, a konzorciumok osszetételét,
valtozasat nyomon tudjuk kovetni.


http://lh4.ggpht.com/taarneer/SETy-Eg7noI/AAAAAAAAAn0/MdUUiEj8kko/s1600-h/90bacteriaCopy7.jpg

Prokariota sejtek felépitése

A sejteket védo takaro a
mikroorganizmusok
szempontjabdl rendkivul
fontos, kulonosen
biotechnologial
folyamatokban,
bioremediacios eljarasokban
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http://hu.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1jl:Escherichia_coli_Gram.jpg

Membrantranszport

Egy-ket kiveteltol
eltekintve
(oxigen,széndioxid, viz,
ammonium) a molekulak
specifikus transzport
segitségevel jutnak be a
sejtekbe, ebben a
membran proteinek
fontos szerepet jatszanak

A makromolekulak
transzportja tortenhet
exo-, endocitozissal

lipidré-  ©9¥
tegen 4t Ccsator-
nan at

“facilitalt”

diffazio

JATP} ADP




Bacillus megaterium PHA
iInclusion-body kapcsolt

Inclusion bodies fehériéje = PhaP (
Y

* a sejtek anyagtarolasara
szolgalo képzodmeények, féleg
tartalek tapanyag raktarozasara
szolgalnak,

—PHA = polihidroxi alkansavak
pl. polinidroxi-butirat
(akkumulalédhat aerob,
anaerob, heterotrof, autotrof
bakteriumok-ban is)

—Egyéb: protein, glikogén granu-
lumok, polifoszfat granulumok,

* |[pari-, bioremediacios jelentbseg
A fehér granulumok az ‘inclusion
body’-k (zarvanytestek) a sejtekben



Metabolizmus

Alapvet6 fontossagu a sejtek metabolizmusanak ismerete,
ha sikeresen akarjuk hasznalni biotechnologiai celokra

Mi a metabolizmus: reakciok sorozata, mely soran a sejtek
energiat nyernek, és alapanyagokbal felépitik sejtéepit6
elemeiket

Az energia metabolizmus anabolikus es katabolikus
reakciokkal kapcsolt

Energianyerés szempontjabol két osztaly: fototrofok-
energiajukat kozvetlenul a napsugarzasbol nyerik,
kemotrofok redox reakciok segitsegevel nyernek energiat,
melynek forrasai szerves anyagok

A sejtekben a kémiai reakciok nem spontan kovetkeznek
be, hanem enzimek (katalizatorok) segitsegével



AMIKROORGANIZMUSOK OKOLOGIAJA

* A mikroorganizmusok a talajban, vizben,
levegoben altalanosan elterjedtek

* Foldrajzi elterjedesuket tekintve a
mikroorganizmusok kozmopolitak

* A mikroorganizmusok eletfolyamatait,
szaporodasat biotikus es abiotikus
tenyezOk befolyasoljak



Abiotikus tenyezok

Fizikai és kémiai okologiai faktorok

A mikroorganizmusokra kozvetlenul hatnak
1. Viz

Homeérseéklet

Féeny

Nyomas

Razas

Ozmozis

So6 koncentracioé

pH

S 3 SRR e S



Nedvesseg

Viz nelkul nincs éelet
A mikroorganizmusok oldatokban elik le az életuket
A bakterium sejtek viztartalma 75-85 %
Vizaktivitas (a,):
— egy olyan viszonyszam, amely megmutatja, hogy a termek (alapanyag)
nedvessegtartalmabol kepzodo viz parcialis géznyomasa hanyad resze
a tiszta viz parcialis gdznyomasanak adott hdmerseékleten. A vizaktivitas

ertek pont az 1/100-ad része a réegebben hasznalt relativ nedvesséeg
(RH%), vagy egyensulyi relativ paratartalom ertékének.

Egyensulyi relativ paratartalom (ERP %):
— ez atényez6 azt fejezi ki, hogy a szubsztrat nedvességtartalma hany
szazaléka a szubsztrat telitéséhez szukséges nedvességtartalomnak.



A mikroorganizmusok minimalis vizaktivitas

igénye

Mikroorganizmusok a,-erték Szaporodas
G- palcak zome 0,95 alatt Nem szaporodnak
G+ baktériumok 0,88 alatt Nem szaporodnak
Kiv. a S. aureust, mely 0,85 értékig Szaporodik, de
enterotoxint csak 0,92 ertékig Termel
Enzimek aktivitasa 0,85 alatt Gatlédik

a lipazeé 0,30 alatt Szlnik meg

Penészgombak 0,70-0,65 alatt Nem szaporodik
Romlast okozo bakt. 0,91 értekig Fejlodnek
Elesztok 0,80-0,88-ig Fejl6dnek
Semmilyen mo. 0,57-0,50 alatt Nem szaporodik

a,= a termek nedvesseqgtartalmanak parcialis g6znyomasa

a tiszta viz parcialis géznyomasa



Vizigeny alapjan

Higrofil: 100-95 ERP %
Xerotolerans: 95-90 ERP %
Xerofil: 90-85 ERP %
Ozmofil: 85 ERP % alatt

ERP: egyensulyi relativ paratartalom, megegyezik annak a
légtertnek az egyensulyi allapot beallta utan mért relativ
paratartalmaval, amelyben a vizsgalando szervezetet
elhelyeztuk



Szarazsagtures

Neisseria gonorrhoeae
Vibrio cholerae
Corynebacterium diphtheriae
Azotobacter chroococcum

Rhizobium sp.
évig

nehany perc
nehany perc
4 evig
10 evig
16



A homeérséklet hatasa a novekedés utemeére:

* minden
élolénynek
sajatos
homeérseékleti

optimuma,
min ill. max.
értekei
Minimum
- ezt egyéb
kornyezeti

tényezok
modosithatjak,
pl. a taptalaj
osszetétele




Growth rate

A homersékleti optimum kulonbségei:

Thermophile
Example: Hyperthermophile
Bacillus stearothermophilus Example: Example: )
Mesophile Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
Example: 60°
Escherichia coli 88° 106°
39°
Psychrophile
Example:
Polaromonas vacuolata
40
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temperature (°C)

(Madigan et al., Fig. 6.17)




Homeérseklet

Pszichrofil
Pszichotolerans
Mezofil
Termotolerans
Termofil

Extrém
termofilek

Hiper termofilek

Optimalis Minimalis Maximalis
10 0 20
20 S 30
25-40 20 45
42 35 45
55 45 65
>65 >40 >100
>80 >90-110



Psichotréf
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Psichrofil

!
60

Hémérséklet °C

50. abra. A baktériumok hémérsékleti igény szerinti csoportositasa




Hidegkedvelok-pszikrofilek:

optimum novekedési maximum 15°C v. alatta
maximum kevesebb, mint 20°C
minimum <0°C

nagyon erzekenyek a normal felszini hOmeérsékletre
» az enzimeik denaturalodnak

« A membranjukat felepitd foszfolipidjeikben nagyobb
aranyban vannak telitetlen zsirsavak, mint a mersekelt
klimat kedvelOkeben

* jellemzb él6helyuk: ocean fenek — a hdmerseklet

allandoan 5°C alatt van



Psychrotolerant-hidegturok:

» Képese novekedni 0°C alatt

« Az optimalis novekedéesi hdmerseklet 20-40°C

- Ugy kell gondolni rajuk, mint olyan mezofilekre, amelyek
képesek hidegben is novekedni

* A mersékelt ovben talalhatok meg:
* jellemz0 elohelyek: az egyetem el6tti gyep



(Madigan et al., Fig. 6.18)

McMurdo Sound tengeri jégbol szarmazo furas mag




Id-algék

Mikroorganizmusok a jéegmagbol — kova- és z0



Csoport Az elviselt hdmérséklet
fels6 hatara (°C)
Allatok
halak 38
rovarok 45-50
rakok 49-50
Novények
edényes novények 45
mohak 50
Eukariéta mikroorganizmusok
protozoa 56
algak 55-60
gombak 60-62
Prokariétak
Bacteria
cianobaktériumok 70-74
anoxygenic fototréfok 70-73
kemotréfok 95
Archaea 113




Boulder Sprlng Yellowstone Natlonal Park

» forrasban lévd viz; szuperforro 1-2°C a forraspont felett
(Madigan et al., Fig. 6.20)
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A forrasban levo vizbe l6gatott targylemezen
kialakult prokariota mikrokolonia




Példak forro élohelyekre:

nyar kozepen a talajfelszin: 50°C
« komposzt halmok: 65°C
« forrd vizl forrasok: a viz forras pontja
* 0cean meélyen levo hoforrasok: 350°C
» forrd viz hltok




* A legtobb mikroba nem igenyli a fenyt
« SOt a fenyre igen erzéekenyek

» Az ultraibolya fény baktericid hatasu

* Fotodinamikus hatas

* A sporasok ellenallobbak

* Direkt — indirekt hatas



* A mikrobak altalaban ellenalloak a
nyomassal szemben

 Barofil szervezetek

* A hirtelen nyomasvaltozas karosan hat a
mikrobakra



Razas (vibracio)

* Az er0Os és gyors vibracio karositja a
szervezeteket

e Mechanikal sérulés

* Enyhe, kiméletes razas serkenti a
mikrobak szaporodasat



Ozmozis

* A kozeg hipo-, izo és hipertonias lehet
* Plasmoptizis

* Plasmolizis

Ozmozissal szembeni viselkedes alapjan:
» Ozmotolerans

» Fakultativ ozmofil

* Obligat ozmofil



Halofilia (sotolerancia)

* Az alacsony vizaktivitas specialis esete

» Halofilek

Sotolerancia alapjan torten6 csoportositas:
* Halotolerans

« Fakultativ halofil

* Obligat halofil




Halotolerant Halophile
Example: Example:
Staphylococcus Vibrio fischeri Example

aureus Halobacterium
/ salinarum

=
P
=
=
£
O]

Example:
Escherichia
coli

~

o




Hidrogen-ion koncentracio (pH)

« Hatasa igen eros, es differencialt!

» ElsOosorban a plazmahartyat alkoto
fehérjéek elektromos toltesére hat

A mikrobak pH igényuk alapjan:
 Acidofil

 Neutrofil

« Alkalofil



A mikroorganizmusok
csoportositasa pH-igenyuk alap;

Mikroorganizmusok Minimum (pH) Maximum (pH)

Escherichia coli 4,4 9,0
Salmonella typhi 4.5 8,0
Lactobacillus sp. 3,0 7,2
St. aureus 4,3 38,0
Penészgombak 1,5 11,0

Sarjadzégombak 1,5 8,0




pH skala:

pH Example Moles per liter of:
H* OH"
, 0 I 1 10714
Volcanic soils, waters -1 -13
1 Gastric fluics LR N s mit
emon juice . o
@ z C\pid mine drainage 102 1077 ém Szamit,
= inegar -
£19 |Increasing 3 Rhué’arb 108 10 ho gy a mi kroba
S acidity Peaches I k . I ry
S 4 . Acid soil 10+ o milyen Kuiso
< Tomatoes
5 American cheese g o P H-t kedvel , d
Cabbage ”
~ 6 = Peas 10° 1078 belso pH
Corn, salmon, shrimp 2 s
Neutaity [l e vaier ———— [N | (ECIETETY
‘ 8~ Seawater {0 168 seml eges
g  Very alkaline 10° 107
@ natural soll
= . Alkaline lakes 1010 10
g | Increasing Soap solutions
S 1 alkalinity 11 = ousehold ammonia 1a =
I Extremely alkaline
12 soda lakes IS5
Lime (saturated solution)
13 om0
. 14 I 107t




Kémiai anyagok es vegyuletek

. Tapanyagok:
Oxigen
Széndioxid
Szerves szen
Nitrogen
Novekedesi faktorok
Asvanyi sok



Thermofilek

Psychrofilek
Halofilek

Acidofilek

Alkalofilek

Oligotréfok

Radiofilek

Barofilek

Extremofilek

113°C
<0°C
30% NacCl

pH 0,5

pH 12,5
Kevés taplalék
Erds sugarzas

Nagy nyomas

Mély tengeri héforrasok

Sarkvidék és gleccserek
sobeparlok, sozott etelek

Melegvizes medencek es
savas banya medddk

Szdodas tavak

Desztillalt viz

Nuklearis reaktorok

Méelytengeri arkok




Lebegd sejtek Erett biofilm
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Cell-Cell Communication

Quorum sensing

A baktériumok kepesek kémiai jeleket
kibocsani, amit mas bakteriumok
befogadhatnak (sejt-sejt kozatti
kommunikacio) - populacio szinten
koordinalt viselkedés! (Courtesy, MSU-

///////////////////////////// CBE)

Quorum Sensing.

A lebeg6 sejtek is kibocsatanak kis
koncentracioban kémiai jelet (pl.

HSL-ek, homoszerin-laktonok), de a T R~

high HSL

kis koncentracioju molekulak nem ) L~ % concentration

HSL

valtoztatnak a genetikai tul. ©  secreted
kifejezbdéseén. Biofilmben, surd ° iy~ R

k6zdsségben nagyobb HSL \ HSL S\
koncentracio - a HSL molekulak o receptor —

atjutnak a sejtmembranon > ° —

Relatively low HSL

valtozast idéznek el a sejtben concentration

(Courtesy, MSU-CBE.) ®
PLANKTONIC




Az ipari biotechnoldgiai eljardasokban leggyakrabban

hasznalt mikroorganizmus csoportok

« Pseudomonas
« Sphingomonas
 Bacillus

« Rhodococcus
e Clostridium

e Streptomyces
 Methanotrofok
 Methanogének



Pseudomonas fajok jellemzese, Jelentosege

 Proteobacteria — torzs
— Gammaproteobacteria - osztaly

= Pseudomonadales — rend
<+*Pseudomonadaceae — csalad
v' Pseudomonas — nemzettség

- A talajmikroorganizmusok legdominansabb csoportja, tobbséguk képes tobb
xenobiotikus anyagot bontani (> 100 kul. szerves vegyluletre)
-Gram negativ, aerob palcak, féleg a mezofil korulményeket kedvelik
- alt. a molekularis oxigént hasznaljak, de néhany faj képes vegso6
e akceptorkeént a nitrat oxigénjét hasznalni
- Kemoorganotrofok (energianyerés szerves anyagokbol)
- Flagellum, f6leg polaris
- Pigment, két csoport: fluorescens ill. nem fluorescens
- Feluletaktiv anyagokat = rhamnolipideket termelnek
-fitohormonok — siderophore pl. pyoverdine (vas felvételben fontos szerep)
- oxigenazok ill. hidrolitikus enzimek, pl.proteazok, lipazok




Biotechnologiai jelentoséguk

Plazmidok — szamos fenotipikus tulajdonsagert felel6sek
pl. rezisztencia, degradativ enzimeket kddolo gének

PHA akkumulacio (tartalék tapanyagként) a nem fluorescens
pseudomonasokban - biopolimerek el6allitasaban fontos szerep
(biodegradalhatdo mianyagok)

Bioremediacio, biodegradacio — xenobiotikumok bontasa: aromas-,

halogeén tart. vegyuletek, mianyagok, oldoszerek...
szerepuk jelentds, réeszben, mert szaporitasuk alt. egyszerd,
nem finnyasak
lebontasban oxigenazoknak kulcsszerep, ill. zsir- (lipazok,
észterazok), cukorbonto (a-amilaz) enzimek

Feluletaktiv anyagaikkal a hidroféb jellegl vegyuletek hozzaféréeset
segitik el6 (szénhidrogének, halogén tartalmu vegyuletek)

Sejtfal felépitésben tobb faj esetén alginatot talalunk — védoé
funkcio



Plazmidok

- Kettds szalu cirkularis DNS molekulak, nem eszencialisak

- Onallo replikacio, de a gazdaszervet fehérjéire, enzimeire
szuksége van

- 1-200 kb (legkisebb 874 bp - hipertermofil
mikroorganizmusbdl), leteznek megaplazmidok (500- kb)

- Linearis plazmidok is leteznek, pl. Streptomycesekben
- Alacsony v. magas kopiaszam
- Biodegradacios utak enzimeit kodolo genek

/\

Kromoszoman plazmidon

- Ismertebb ,katabolikus plazmidok” pseudomonasokban:
TOL (pWWO), NAH, SAL, CAM, ...



MezoOgazdasagi jelentoseguk

* Noveny-talaj-mikroorganizmus kapcsolat (rhizoszfera)

 Novenyek szamara elonyos a pseudomonasok jelenléte,
ezert, mint biokontroll agens hasznaljak is a
mezd6gazdasagban (f6leg a P. fluorescens-t), altaluk
Kivalthatok lehetnek bizonyos gyom-, rovarirto szerek

— Egyes fajok képesek tobbféle masodlagos metabolitot termelni, pl.
HCN, 2,4-diacetil-floroglucinol, indol-3-ecetsav, stb, melyek a
novenyeket tamadoé patogenek ellen hatasosak

— Siderophore-ok termelése, a vas-felvételben fontos szerep
— pioverdinek — vizoldékony fluorescens, sargaszold pigmentek,
Kivalo vas-komplexalok
— ferrioxamin — hidroxamat tipusu, a P. stutzeri termeli



Jellemzo képviselok

P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri, P. cepacia
P. aeruginosa, P. mallel — ember-, allatpatogen
P. syringae — novenypatogén

P. putida és P. aeruginosa teljes genom szekvenciaja
iIsmert, ezeknek a fajoknak a bioremediacioban
vezetd szerep jutott



A Sphlngomonasok

 Proteobacteria — torzs
— Alphaproteobacteria - osztaly

» Sphingomonadales — rend
*s*Sphingomonadaceae — csalad
v' Sphingomonas — nemzettség

« Gram negativ, aerob palcak, szinte mindenhol megtalalhatok

« Kemoorganotrofok, rendkivuli metabolikus kepesséeg

 Flagellum, egy polaris

* Pigment — nem fluorescens, karotinoid pigment = nostoxantin, jellegzetes
sarga szint ad a sejteknek (egy-ket faj kivetel)

* Egyedi membran struktura — glikoszfingolipideket tart., de a G-negativ
fajokra jellemz6 lipopoliszaharidokat (LPS) nem. A sejtfelszin igy savas
karakterd, mely tul. az eukariotakra jell. Ez a tulajdonsaguk fajmeghatarozo6
bélyeg is

— polaris lipid profil — az egyes fajokra nagyon jellemzd, ami az
azonositasban nagy segitség
— zsirsav profil szintén jellegzetes
 exopoliszacharid (sejtfelszinen) : gellan — ipari jelentéség




Biotechnologiai jelentoseguk

« Biodegradacio:
— xenobiotikumok bontasa pl. aromas-, szulfonalt-, halogén tart.
vegyuletek, furanok, dibenzodioxin

— Legtobbszor oxigenolitikus reakciok - oxigenazok

 |pari biotechnologia:

— Gellan, exopoliszaharid, melyet els6sorban az élelmiszeripar hasznosit
(sUritd, emulgeald szerként). Viszkozus, és rendkivul stabil (pH=2-10
tart.). A Sphingomonas elodea termeli, vizben oldhato, az agar-agar
helyett mikrobiologiai munkakhoz is alkalmazzak

— alginat liaz (alginat polimer bontasa) citoplazmatikus, endolitikus enzim.
Az élelmiszer-, textiliparban hasznalt alginat kémiai szerkezetének
megismereésehez, fizikai tulajdonsagainak felderitéséhez hasznaljak,
valamint egészségugyben az alginatot tartalmazo patogének ellen, azok
vizsgalatahoz

» Jellemzd keépviselbk:
S. paucimobillis, S. capsulata, S. elodea, S. subarctica, S. diminuta, S.

adhesiva



Bacillus-ok

* Firmicutes — torzs
— Bacillli - osztaly
 Bacillales - rend

*Bacillaceae — csalad

] . B. I|chen|form|
v Bacillus — nemzettség -

Gram- pozitiv, aerob (fakultativ anaerob) palcak
néhany faj képes a NO;™-ot, mint végso6 e akceptort haszn.
Kemoorganotréfok, mezo-, termofilek, alkalofilek (pH > 8,0)
Elterjedtek a kornyezetben
Hdostabil endosporat kepeznek
Extracellularis enzimek: proteazok, lipazok, amilazok
Toxinokat termelnek
— baktériumok ellen — polymyxin B (B. polymyxa) pseudomonasok ellen
— gombak ellen — gramicidin S (Brevibacillus brevis)
—novények ellen — peptid tipusu toxin (B. cereus)
— rovarok ellen — 8-endotoxin, szunyoglarvak fejlédését gatolja (B. thuringiensis)
— ember, allat ellen — antrax (B. anthracis)




* Un. kitartokeplet
(tulélési stratégia)

» Kulsé tényezdk

» Spora fala spec.
dipikolinat tart.

Az endospoéra a
baktérium sejtben
lehet:

-terminalis

-szubterminalis

-centralis
helyzet(

Sporulacio

endospora _— .“"‘%—E

Stage W1, VIl
/E'E”T"”E‘“':’” Maturatian, Stage V
el hysis Spore coat

Cortax

Vegetative .
gc?,rcle Sporulation Ceal vl

Call membrara

hedial Polar division
divizian Stage IV
Cortex
Preup:fe

|Se|:utL.n1

r-.rk:-mer call

Stage
Engulfrmerit

B. subtilis endospora kepzése




Ipari, mezO0gazdasagi, biotechnologiai

jelentoseguk

e lpar

Mososzer ipar: subtilisin (alkalikus proteaz, B. subtilis termeli),
nagyon stabil magas hdmeérsékeleten, lugos korulmenyek kozott

Hus-, és baromfifeldolgozo6 iparban keratinaz (B. licheniformis) — a
keletkezd keratin tartalmu szor ill. toll hulladék feldolgozasa/elbontasa

Elelmiszeriparban, szesziparban a-amilaz ( tdbb faj is termeli, pl. B.
subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens) — keményité bontasa

gyogyszeripar, kornyezetvedelem — glukanotranszferaz (B.
macerans) a kemenyitobol ciklodextrint képes eldallitani, mely
stabilizal6, csomagolé anyagként haszn.

Bacillus clausii kulonbozd vitaminok, kulonosen a B-vitamin csoport
termelésére képes. Alkalmazasaval antitoxikus hatas erheto el.

 Mezb6gazdasag

Els6sorban a B. megaterium-ot haszn., szervesanyagok lebontasara,
atalakitasara: a novéenyek szamara felvehet6 formara hozzak azokat
mono-, oligomerekre hasitjak

 Bioremediacio

— feluletaktiv anyagok - hidrofob jellegl vegyuletek bontasa



Ismertebb kepviseloi:

 B. megaterium, B. licheniformis, B. subtilis, B. clausii,
B. stearothermophilus

 Rovarpatogen: B.thuringiensis
 Novenypatogen: B. cereus
 Ember, allatpatogen: B. anthracis

Erdekességként megemlitjlik, hogy bizonyos anyagok tébb
funkcioval birnak, pl. subtilisin, enzim és feltletaktiv
anyagkent is viselkedik. Tobb feluletaktiv anyag toxikus
vegyuletkent hat mas szervezetekre



Streptomyces-ek

« Actinobacteria — torzs

— Actinobacteria - osztaly

« Actinomycetales - rend
s Streptomycetaceae — csalad
v’ Streptomyces — nemzettség

» Gram-pozitiv, aerob, kemoorganotrof baktériumok
« Gombaszeri hifakat képeznek, spéraznak (de ez nem endospora!!ll)
Extracellularis enzimek, f6leg proteolitikus €s szénhidrat bonté enzimek
Antibiotikus-, gomba ellenes-, bioaktiv anyagok
- eddig mintegy 10 000 féle antibiotikus tulajdonsaggal biré vegyuletet irtak le,
melyeket e fajok termelnek, pl. streptomycin, erythromycin, neomycin,
puromycin, oxytetracycline, chloramphenicol...
- antifungalis anyagok, pl. nistatin, amphotericin
- rakellenes anyagok, pl. migrastatin

Bioremediacio: fehérje, szénhidrat, szénhidrogén bontas

KépviselOk: S. fradiae, S. griseus, S.albidoflavus, S. pactum, S. coelicolor, S.
erythreus



 Actinobacteria — torzs
— Actinobacteria - osztaly

« Actinomycetales - rend
*»+ Nocardiaceae — csalad
v Rhodococcus — nemzettség

« Gram-pozitivak, aerobok, nem mozognak, elterjedtek a korny-ben

» Morfologiailag palcak és coccus szerd formak, micéliumos szaporodas

Sejtfal egyedi, mikolatokat tartalmaz > hidroféb jelleg

Feluletaktiv anyagok: cellularis, extracellularis

Flokkulansok: polipeptid és lipid rész

Nagy linearis plazmidok

Bioremediacioban: olajos szennyez6dések komponenseinek bontasa, foleg alifas
szénhidrogéneket, PCB biodegradacio (oxigenazok), deszulfurizacio

Bioszenzorkeént is hasznaljak

Képviseldk: R. rhodochrous, R. erythropolis, R. globerulus, R. roseus, R. ruber




Biotechnologiai jelentoseg

 Bioremediacio
— Alifas, aromas szénhidrogének bontasa
» Feluletaktiv anyagok réeszvetelével
» Oxigenaz enzimeik segitsegével
— Deszulfurizacio
« Szerves kotésben lévl kén eltavolitasa a szerves vegyuletekbdl
(Uzemanyagokban tiofének)
* |pari jelent6ség
— Nitrilaz enzim, fontos transzformaciokat katalizal, pl akrilsavbol
akrilamid, segitsegével amidok, antimikobakterialis agensek,
vitaminok eldallithatok
« Kornyezeti monitor

— Bioszenzorkent
» Féleg szénhidrogén szennyezések detektalasara
» Egyik torzs heroin észteraz enzimet képes termelni, ezzel a heroin detektalhato

+ Egy masik torzs fenilalanin dehidrogenaza segitségével a fenilketonuria
(recessziven 0roklodé genetikai anyagcserezavar) betegseg detektalhato




Metilotrof baktériumok

Nagyon heterogeén tarsasag
- ,C, baktériumok™” —nak is nevezzuk 6ket, mert 1 vagy 2 szenet
tartalmazé (legtdbbszor metant, vagy metanolt) vegyuleteket

hasznositanak f6 szén- és energiaforrasként

» Mikroaerofilok, olyan helyeken terjedtek el, ahol egyszerre talalnak metant
és oxigent

« KeépviselOk: metanotrofok, metilotrof baktériumok (féleg G-),

“» Metilotrof éleszték pl. Pichia, Candida fajok — alkohol oxidaz enzim (alkoholbdl
hidrogén-peroxidot képez)

*» Fakultativ metilotrofok, pl. Methylobacterium sp., metanol hasznositok

*» Metanotrofok (metan oxidacio) pl.Methylosinus, Methylomonas,

» Monooxigenazok: sMMO, pMMO

» Metanol dehidrogenaz metanolbdl formaldehid kepzést katalizalja



lpari biotechnoldgial jelentoség

* Metanolgyartas

NADH+H® NAD"

CH 0, -z CH,OH + H,0— HCHO—  — HCOOH
C02 Metan Metanol
monooxigenaz dehidrogenaz

 Bioremediacio: Metan hasznositok, klérozott
szénhidrogenek (pl. TCE) bontasa

» Egy sejt feherje termeles (C, szubsztrat olcso, igy olcso
biomassza allithato €l6)



Metanogének

 Euryarchaeota — torzs
— Methanobacteriales,
Methanococcales,

Methanomicrobiales - rendek
» Felfedezésuk: langolé mocsar torténet

» Archaea, obligat anaerobok, nikkel igény
» Sokféle megjelenés — palca, kokkusz
» El6fordulnak metanogén kornyezetben
pl. anaerob emésztdk, uledékekben,
szennyviziszapban, talajban,
de él6 szervezetekben is (emésztb rdsz.)
Kozos ismertetd, hogy a CO,-ot (esetleg metil csoport tartalmu vegy.-t) redukaljak,
ahol az e~ donor H,, formiat lehet, szénforrasként az acetatot kedvelik
Pseudomurein tart. sejtfal (antibiotikum rezisztencia), —
sejt membran is egyedi (nincs tipikus zsirsav eészter)
Szulfat, nitrat limitalt kornyezetben
Hidrogén termel torzsekkel szintréfiaban élnek
Biogaz eldallitas
4 H, + CO, > CH, +2H,0
CH,COOH =, CH, + CO,
4 CH;OH > 3CH, + CO, + 2H,0




Clostridiumok

* Phylum: Firmicutes
— Class: Clostridia
* Order: Clostridiales
% Family: Clostridiaceae
» Genus: Clostridium

* Nagyon heterogén nemzettseg (tobb, mint 120 faj), mindenhol el6ford.

 Palca formajuak, mozgékonyak —peritrich flagellumokkal

» Gram pozitiv sejtfal strukturaval rendelkeznek

« Szigoruan anaerob (metabol. szigoruan fermentativ), oxigénérzékeny

* HO rezisztens endosporaval rendelkeznek

» Molekularis biologiai vizsgalatok szerint nagyon heterogén tarsasag

* Néhany faj patogén — fehérje természetl exotoxin (C. botulinum, C.
perfringens, C. histolyticum, C. tetani)

 C. acetobutylicum, C. thermocellum, C. butyricum, C. sporogenes, C.
kluyveri...



Biotechnologial jelentoseguk

 fermentativ metabolizmus

» oldoszer termelés (ABE = aceton-butanol-
etanol fermentacio)

» poliszaharidok bontasa (celluloz)

* ammonia asszimilacio (anabolikus
folyamatokkal beépités a szervezetbe)



Tejsavbaktériumok

* Phylum: Firmicutes
— Class: Bacilli
* Order: Lactobacillales

s Family: Lactobacillaceae
Enterococcaceae usias
Leuconostocaceae St
Streptococcaceae

» Gram pozitiv, nem spora formald, anaerob baktériumok, plazmidjaik vannak

« Tejsav — fo fermentacids termeék, a fermentacio spontan lezajlik, ha a
rendelkezésre allo allati és noveényi szervesanyag tartalmaz elegendd mono-, és
diszaharidokat

» Létfontossagu alkot6i az emberi mikrofléranak, de barhol megtalaljuk ket
« bakteriocinek (nisin) termelése rokon és mas baktériumok ellen, szelekcios elény
* Neéhany faj patogén (haemolitikus streptococcusok; enterococcusok)

« Ipari jelentbseg — tejipar, gyogyaszat
mar Kr. el6tt 3-4 ezer évvel ismerték €s haszn. a kovaszt, ill. sajt eléallitd sumérok

* Pl Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus pyogenes (streptokinase)
Enterococcus faecalis, Bifidobacterium bifidum, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus sp.
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Ipari, biotechnologiai jelentoseguk

Joghurt-gyartas: a Lactobacillus bulgaricus proteolitikus aktivitasanak eredménye,
peptidek, melyekbdl egy Streptococcus hangyasavat képez, ez stimulalja a
Lactobacillust. A joghurtban a {6 aromakomponens az acetaldehid, melynek
termel6déséért a L. bulgaricus specifikus aldolaz enzime felelds, treoninbdl
keletkezik. A folyamat 40-45 fokon zajlik

Kefir-gyartas: a kefir ‘gomba’ élesztét (Candida), Lactobacillus-okat, mezofil
Lactococcus-okat és idénként ecetsav baktériumokat is tartalmaz. A Lactobacillus
kefiranofaciens glikokalixot termel, ez tartja egybe a kefirgombat’.

Sajt-gyartas: klasszikus, kemény sajtokban: a sajtalapot 50-55 fokra melegitik,
melyet a termofil Lactobacillusok tulélnek, és a lehulés soran fermentaljak a
sajtalapot. A sajt ize, minésége attol fugg, milyen Lactobacillus van jelen.

Kaposzta savanyitas: szeletelt kaposzta + NaCl, a fermentacio Lactobacillusokkal
kezd6dik

Kovasz készités: az élesztdé mellett homo-, és heterofermentativ Lactobacillusok is
részt vesznek

Takarmany silézas: apritott gabona, kukorica — el6szor aerob mikroorganizmusok
elhasznaljak a zart térbdl az oxigént, majd anaerob kornyezetben tejsav
baktériumok, tejsavat allitanak el6, egészen alacsony pH kornyezet kialakulhat, akar
2% tejsav konc. is lehet, melyet ezek a mikrobak tulélnek




Elesztok

 Fungi (Gombak) &
— Ascomycota (tomlés gombak) Q) a9
« (Saccharomycetales D o

— Saccharomycetaceae
» Saccharomyces cerevisiae)

« Eukariétak, gombak

« Szaprofita vagy parazita, (csak egy-két
patogeén), megtalaljuk 6ket barhol,
ahol szerves szénforras biztositott

« Egyes fajok kepesek un. Killer toxinok termelésere mas fajok ellen
« Savanyu kornyezetet kedvelik

» Metabolizmusuk: cukor fermentacio, alkohol es CO, keletkezik

« ToObb ezer éve ismerik, hasznaljak — kenyér, bor, sor eléallitas

« Hasznositas: élelmiszeripar, gyogyaszatban is
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ENZIMEK, BIOREMEDIACIO,
FITOREMEDIACIO
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KEMIATI ATALAKULASOK A SEJTBEN

Feltételek:

Nagy résziiknek gyorsan kell megtorténnie,

Kiegyenlitett, rendkiviil ellenorzott kozegben zajlanak (pH,
homérséklet stb. 2 a kémiai reakcioknak nem kedvez

Megoldas:
Biokatalizatorok = enzimek

Az él0 szervezetben nincs olyan folyamat, amiben ne
vennének részt!



Az enzimek

Az enzimek fehérjék, kilonbozo reakcidokat
katalizalnak megfelelo koriilmények kozott

Mikodésik homérséklet és pH fiiggo

Nemcsak a kémiai, hanem az energiaatalakitasban is
jelentosek

Az enzimek specifikusak, csak egy adott vegyiilet,
vagy vegytuletcsoport adott reakcidjat katalizaljak

Néhany enzim Un. széles szubsztrat specifitassal, bir,
azaz tobbféle vegyiilet atalakitasara képes

Mikodésiik egy résziiknél szabalyozott
Ipari, biotechnolégiai jelentoségiik oriasi

Szamos enzim vesz részt biodegradacios
folyamatokban
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ENZIMEK, MINT KATALIZATOROK

o Reakcidokhoz katalizatorokra van szitkség -
enzimek

Atmeneti allapot

S S
AG katalizé%rral
v

_________ S

A reakcio szabadenergia valtozasa
|

Termék

(végallapot)

Reaktans
(kiindulasi allapot)

Reakcio szabadentalpia (G)

A reakcio iranya

— > kinetika (biokémia — Michaelis-Menten kinetika)




a) Enzim nélkiil

Atmeneti dllapot
(hajlitott ,vaspilca™)
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Szubsztrat
{..wvaspilca™)

Termékek
(torott ,vaspilca™)

b) Olyan enzimmel ami a szubsztrittal komplementer

~Mignesek”

Az enzim stabilizilja a szubsztrit
alapallapotait, a reakcid lassabban
megy, mint enzim nélkiil!
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¢) Olyan enzimmel ami az dtmeneti dllapottal komplementer
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formit, a reakcid gyorsabban megy, mint enzim nélkiil!
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Reakcid koordindta
Az enzim AG kitési energidja

maignes

egyenlo az AG* csokkenéssel!




enzimek

/N

konstitutiv indukalhato

Szerkezetiik:

Egy polipeptid lanc (pl. hidrolazok tobbsége: proteazok,
nukleazok)

Tobb polipeptid lanc:
Azonos szerkezet(l és funkciéja lancok pl. D-gliceraldehid-3-
foszfat
Azonos funkciéja, de eltérd szerkezetll alegységek —
izoenzimek (magasabbrendiieknél, pl. emldsokben a
foszforilaz)
Enzimek nem fehérjével alkotott molekularis komplexei —
struktarahoz kotott enzimek (pl. membranokon a fehérje-
lipid kapcsolat > ATP-azok)
Eltéro funkeioja polipeptidlancok (pl. protein kinazok, melyek
katalitikus és regulacids alegységbol allnak)



KOENZIMEK, KOFAKTOROK

Az enzimek lehetnek egyszeri, vagy osszetett fehérjék

Az osszetett fehérjék onmagukban nem képesek a reakciokat
katalizalni, ehhez sziikségilik van valamilyen nem fehérje
természetd anyagra (kofaktor). Ha ez szorosan kotodik az enzimhez,
prosztetikus csoportnak nevezzik, ha lazan, koenzimnek.

A teljes, mikodoképes enzim a holoenzim (fehérje rész: apoenzim,
nem fehérje rész: koenzim)

A legtobb mikroorganizmus képes a koenzimeket szintetizalni

NAD, NADP, FAD, ubiquinon, CoenzimA,... f6leg elektron transzfer,
esetleg funkcios csoport transzfer (acil, metil)

Pl. NADH katabolikus folyamatokban a szubsztratroél eltavolitja a
hidrogént



CSOPORTOSITASUK

International Union of Biochemistry (IUB) az enzimeket osztalyoztak
(4 szammal jelolik)

1. Oxidoreduktazok: oxidacios-redukcids reakciok
pl. alkohol dehidrogenaz, metan-monooxigenaz

2. Transzferazok: atomcsoport athelyezés
pl. aminotranszferazok, foszfotranszferazok

3. Hidrolazok: kovalens kotés hasitasa viz belépésével
pl. észterazok, lipazok, gliikozidazok, proteazok,

4. Liazok: kettOs kotés esetén csoport athelyezés, vagy
forditva
pl. piruvat dekarboxilaz

5. Izomerazok: molekulan beliili atrendezés
pl. fruktoz izomeraz, ribuloz foszfat epimeraz

6. Ligazok: két molekula kapcsolasa mikézben ATP hasad
(szintetazok) pl. piruvat karboxilaz



A KULONBOZO (IPARI) ENZIMEK ELADASI
ARANYA (évi kb. 65 ezer tonna)

Tripszin  Renninek

3% .
Egyéb Proteazok ° 10%

21%

Amilazok

18%
Egyéb
Alkalikus szénhidratok
Proteazok | Lipazok 10%
0,
25% Analitika és 3%
gyogyszergyartas

10%




A BIOTECHNOLOGIAI SZEMPONTBOL
JELENTOS ENZIMEK

Szamos enzim vesz részt biodegradacios
folyamatokban:
Oxigenazok

Proteazok
Amilazok

Cellulazok
Fszterazok
Lipazok



BIOTECHNOLOGIAI ELJARASOK SZEMPONTJABOL LEGFONTOSABB
TIPUSU ENZIMEK ES ENZIM-KATALIZALT REAKCIOK

Szamos enzim vesz részt biodegradacios folyamatokban

Oxidaci6: aromas gyUri oxidativ hasitasa, pl. oxigenazok
hidroxilacio, pl. hidroxilazok

heteroatomok oxidalasa (pl. amino csoport nitro
csoportta)

oldallanc oxidativ hasitasa
Redukci6: karboxil csoport redukeid, pl. dekarbozilazok
heterocsoport redukcio

kettos kotés redukeid
Hidrolizis — hidrolazok

-Depolimerizacio:
fehérje polimerek hasitasa: pl. proteazok,
cukor polimerek hasitasa: pl. amilazok, cellulazok
lipidek bontasa: lipazok, észterazok



OXIGENAZOK

» Aerob lebontasi folyamatokban jatszanak szerepet

« Alkanok, aromas vegyuletek oxidaciojat katalizaljak, melynek eredménye
alkoholok, aldehidek, epoxidok, karboxilsavak

* Ipari biotechnologiai jelentéseg

» MlUkodésukhoz molekularis oxigénre, és kofaktorokra van szukseég

» Szerkezetikben, mikodésukben, kofaktor igénylkben eltérnek

- Altaldban tébb alegységbél alinak

» Az altaluk katalizalt reakcio energianyer6, de a keletkez6 energiat a sejt
a szubsztrat szerkezet destabilizalasara forditja

1955

1965-
1970

1980-

Osamuri Hayaishi - felfedezi az oxigenaz enzimeket - dioxigenazok

H. S. Mason - felfedezi a fenolaz enzimet - monooxigenazok
Irwin Gunsalus - citokrom P450 bakt. monoox.
David Gibson - aromas szénhidrogén dioxigenazok

- lebontd utvonalak tanulmanyozasa
sok kutatécsoport - lebontasi utvonalak feltérképezése
Ananda Chakrabarty - katabolikus plazmid transzfer Pseudomonas torzsek kozott



AZ AROMAS GYURU SZERKEZET LEBONTASI
UTVONALANAK ELSO LEPCSOJEA
PROKARIOTA ES EUKARIOTA OXIGENAZOK

Prokaryotic oxygenase |

H
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Eukaryotic oxygenaso ey e - H
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OH

Az enzimreakcio soran a NAD(P)H-t az enzimen levd FAD oxidalja, a FADH,
kofaktorhoz kapcsolodik az O,, és egy reaktiv hidroxiperoxiflavin tartalmu fehérje
képzbdik. Majd egy atmeneti koztiterméken keresztul hidroxilalja az aromas gyUr(t.



OXIGENAZOK

Nagyon eltéro szervezetekbdl szarmaznak, megis
szamos kozos tulajdonsagot fedezhetunk fel
szerkezetukben, reakcido mechanizmusukban

Az oxigenazokat ket nagy csoportba soroljak:

mon_ooxiqenézok,
dioxigenazok




I. MONOOXIGENAZOK

Az O, molekula egyik atomjat épitik be a célmolekulaba,
az oxigén masik atomja redukalodik és vizmolekulava
alakul. Elektrondonorként NAD(P)H-t igényel, vagy magat
a szubsztratot hasznalja

Tobbségilik egykomponensi enzim, de eléfordul
multikomponens is pl. fenol-, toluol monooxigenaz

Csoportositasuk:

1. aromas gylrd monooxigenazok
2. alkil csoport hidroxilazok
3. citokrom P-450 csalad

4. aromas aminosav hidroxilazok (Eukariotakban)



‘ O 0. C
I1. DIOXIGENAZOK O Lm) K)
A dioxigenazok az O, mindkét atomjat a szubsztratba
épitik.

Csoportositasuk:
1. Az aromas gylrlre oxigént épito

- mindig orto poziciéban dihidroxilalnak, katekol
szarmazék keletkezik

- funkcionalisan két rész: egy hidroxilaz komponens és
egy e transzport komponens

- A reakcidhoz NAD(P)H-ra 1s szikség van.

2. Az aromas gyUlrd hasitasaban résztvevo dioxigenazok

- A gylrt hagsito dioxigenazok az oxigen molekula két
atomjat ugy epitik be a katekol szarmazékokba, hogy
kozben a gylru felnyitasat 1s katalizaljak, kilso
reduktansra nincs sziikség

- 2 v. tobb —OH csoportot tartalmazo aromas gyuruk'a
szubsztratjaik



II. Dioxigenazok

2. AZ AROMAS GYURU HASITASABAN RESZTVEVO
DIOXIGENAZOK

Ha a 2 —OH csop. egymashoz visz. helyzete orto, akkor

tobb pozicioban i1s hasithatjak a gyUriit:
megkiilonboztetink 2,3-; 3,4-; 4,5-gylrd hasito
dioxigenazokat:

a, 2,3-; 4,5-dioxigenazok a katekolokat
extradiol/meta,

b, 3,4-dioxigenazok intradiol/orto
helyzetben hasitjak

Ha a 2 —OH csop. egymashoz visz. helyzete para pl.
gentizat, akkor a karboxil csoport és a mellette 1évo
hidroxil csoport kozott hasit



II. Dioxigenazok
2. AZ AROMAS GYURU HASITASABAN RESZTVEVO

DIOXIGENAZOK
a) orto/intradiol Y NADH+H* i OH
hasité NAD gy.‘éi.“ge'néiw‘”/\ OH
—

dioxigenazok a két =
hidroxil csoport

kozott nyitjak a
gydrit, mukonat
intermedieren
keresztul
szukcinat
: 4,5- d|0X|genaz

keletkezik 3 4-dioxigenaz
b) meta/extradiol OH

hasito OH OH OH

dioxigenazok a két

hidroxil csoport A

mellett hasitanak, 2 3-dioxigenaz
R R R

hidroxi-
szemialdehid
intermedieren
keresztil piruvat

keletkezik

trikarbonsav ciklus



Karmentesitési modszerek

Termikus eljarasok
Fizikai eljarasok
Fizikai-kémiai eljarasok
Biologiai eljarasok

a szennyezoanyagok...

mikroszervezetek altal végzett

v'lebontasa (katabolizmus)
v atalakitasa (transzformacio)

BIOREMEDIACIO

novények és tarsuit
mikroszervezetek altal végzett
v'felvétele
v'stabilizacidja
v'eltavolitasa
v'lebontasa

&8

FITOREMEDIACIO




BIOREMEDIACIO

Fogalmak:

*Biodegradacio
*Biotranszformacio
*Biostimulacio
*Bioaugmentacio
*Biologial hozzaférés
*Biodegradacios potencial

Hatékonysagat szamos tényezd befolyasolja (lasd kesobb)
kornyezeti tényezok
mikroba populdciok ——  enzimek



Def. ALAPFOGALMAK - BIOREMEDIACIO

Bioremediacio tagabb értelemben:

A szennyezett talaj, talajviz, felszini viz, vagy felszini vizi
tledék kornyezeti kockdzatanak csokkentése biologiai
modszerekkel.

I sejtek (baktériumok, gombak) vagy szervezetek (pl.
novények), esetleg azok valamely termékének (pl.
enzim) biodegradacios, bioakkumulacios vagy biologiail
stabilizal6képességét allitja a kozéppontba, ezeknek
biztosit optimalis korilményeket.

Bioremediacio sziitkebb értelemben: A gyakorlatban

kivitelezett, felhasznalt biodegradacios eljarasok
osszefoglaloé neve.



Karmentesitési modszerek

Biologiai el!(arasok

m|kroszervezete altal végzett novénvek és tarsult
a szennyezoanyagok... veny . .
mikroszervezetek altal végzett

v'lebontasa (katabolizmus) v'felvétele

v'atalakitasa (transzformacio) v'stabilizacioja
v'eltavolitasa
v'lebontasa

1) BIODEGRADACIO 8 o
BIOREMEDIACIO L FITOREMEDIACIO

A lebontasi folyamatokat mikroszervezetek
vegzik!



Def. ALAPFOGALMAK -
BIODEGRADACIO
Biodegradacio:
Természetes biologiai lebontas, mely kiilonbozo
kornyezeti elemek%en zajlik

Biotechnoloégiai eljaras, melyben a kozponti biokémiai
folyamat a szerves anyagok biologiai, leggyakrabban
mikrobiologiai lebontasa

Koltségtakarékos
Hatékony (optimalis esetben a végtermék CO, és

H,0)

Kornyezetbarat

Biodegradalhatosag:
szerves vegyiiletek biologiai bonthatésaga

egy szerves molekula komplexitasanak csokkentése,
vagy teljes lebontasa, mineralizacidja



Meghatarozo faktorok:

* jelenlevO veszélyes vegyuletek tipusa es
mennyisege

« szennyezett terulet merete: kiterjedes, melyseg

talaj tipusa, allapota

tisztitasi folyamat talaj felszinen vagy alatta zajlik

koltségigeny

* idGigeny

» kornyezeti tényezok

* mikrobiolégiai tényezok



A MIKROBAK ALTAL VEGZETT BIODEGRADACIO
OPTIMALIS KORNYEZETI FELTETELEI

Oxigén (levegd) igény - aerob viszonyok
a talaj mélyebb rétegeiben kevés az oxigén

ha az aerob lebonté folyamatokat akarjuk stimuldlni: levegébeftvatas, talajforgatas szelloztetéssel, vagy
H,0, befecskendezés, nitrat, szulfat utanpotlas

Kémhatas (pH) - 6.0-8.0 (semleges)
Homeérséklet - 15-35°C

Nedvesség (viztartalom) > maximalis vizkapacitas 60-70%-a
Szallitokozeg

tul magas viztartalom gatolja az oxigén talajba jutasat
tal alacsony nedvességtartalom a mikrobak aktivitasat, tulélését korlatozza

Szervetlen tapanyagtartalom a sejtek életfunkcidihoz sziikséges asvanyl anyagok:
nitrogén, foszfor, kén, kalium, magnézium, kalcium, mikroelemek, vitaminok
- 1 g CH lebontasahoz

Min: 20 mg Nitrogén (N)

Min: 40 mg Foszfor (P)

Min: 40 mg Kalium (K)
Talaj porustérfogata (porozitas) 2> 50-60 t%
Kotottség (Arany-féle kotottség) -
31-50 K, (homokos-valyog, agyagos-valyog)
Leiszapolhatoé rész 2 21-70 % (homokos-valyog, agyagos-valyog)
Gatlo tényezok lehetnek -

Extrém toxikus elem tartalom

Noévényvéddszer maradvany

Cianidtartalom

Extrém PAH-, PCB-tartalom

Magas olajtartalom (>10%), szabad fazisu szennyezés



Oxigénlimitalt kornyezetben anaerob zonak




Mikrobiologiai tényezok

Termeészetes mikroba populacio

Biofilm

Konzorciumok esetén az 0sszeféerhetbséget vizsgalni kell
egymassal és az alkalmazas helyevel

Elettani, biokémiai tulajdonsagok

A laboratériumi kisérletek az adott teruleten
felhasznalhatoak-e

A mikrobialis aktivitas valos hatasfoka
A metabolitok hatasa az enzimekre, mikrobakra

Oxigén hianyaban alkalmazhatok-e alternativ
elektronakceptorok (nitrat, szulfat, karbonat, klorid,
Fe(ll...)

A szennyezes 0Osszetettsege

A szennyezés kora — talajmatrixhoz kotott anyagok
nehezen hozzaférhetdk



BIODEGRADACIO A GYAKORLATBAN

FOLD-
FELSZiN Talajszemcse Viz
Leveg6
Szén- / /
hidrogén Kiparolgas Kotott Folyadék-
tarold tartaly N / szennyez6k fazisu
Szén- / sza.
Fellluszo hld r(’)gé’n afer Huling &
szennyezés szivargas / e
(fazis) A =
-‘ / -
Vizben Biodegradacié / - TALAJVIZ
oldott . TABLA
szennyezes [

Szennyezett ¢ y  Szétterjedés, oldodas ~~
VIZTARTO zoéna Oldott &7 T

szénhidrogén
l csova




BIOREMEDIACIO, MINT MUSZAKI
BEAVATKOZAS
Elonyei:

A talaj tulajdonsagait, élovilagat, biologiai aktivitasat megorzi,
Természetes folyamatok,

Nagy tertlileten alkalmazhato,

A szennyezett teriilet, talajviz az eredeti helyen (in/on site) tisztithato,
A terililet munkalatok kozbeni hasznalatat megengedi,

Masodlagos kornyezeti kockazata kicsi,

Megfelel6 kortilmények mellett nincs sziikség a talaj kiasasara, talajviz
szivattylzasara

Veszélyes gazok levegbbe jutasa elkeriilheto

Kevés hulladék keletkezik

Mas modszerekhez képest nem 1gényel annyi felszereltséget

Olcsoébb, mint a legtobb fizikai-kémiai eljaras

Hatranyai:
Viszonylag nagy az id6igénye,
Id6jaras- és klimafiiggo,
Szennyezoanyag maradékkal szamolni kell.

Rossz hatékonysagu lehet:
Osszetett szennyezések esetén
nehezen hozzaférhet6 szennyezések esetén
ha a talaj humuszanyagait is bontjak a mikroorganizmusok



* Mennyire biztonsagos

- természetes mikroflora (organizmusai)
- veszelyes vegyszert nem hasznalnak
- tapanyag sem veszelyes (tragya)

Biodegradacio

- a folyamat soran a veszélyes anyagok atalakulnak

Bioremediacios technologiak

Ex situ

Ellenérzétt spontan (természetes) biodegradacio

—
~——

on site

of f site

Stimulalt (iranyitott) biodegradacio

Levego (oxigén) kbzléses eljarasok
Talajlazitasos eljarasok

Tartalyos eljarasok

Tudatos/tervezett oltbanyag hasznalat

In situ




BIOREMEDIACIO, MINT MUSZAKI
BEAVATKOZAS

Bioremediac

Szen-
dioxid

Oxigenres

tapanyagok —_—1 — '.\1
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ELLENORZOTT SPONTAN
BIODEGRADACIO

A szennyezett talajban 1ll. talajvizben élo
,oennszulott” mikroszervezetek altal végzett
természetes szennyezoanyag lebontas

Mikrobiologial nyomonkovetéssel (monitoring)
Elonyei:

Olcso

Nem igényel beavatkozast
Hatranyai:

Idéigényes (évek)

Hatékonysaga megkérddjelezheto

Mikroszervezetek hianyos bontasi spektruma

Elektronakceptor (O,, CO,, So?,, NO-3, Fe3"), ill. tapanyaghiany
(N, P, K) léphet fel

Sokszor csak részleges hatasu, vagy eredménytelen



STIMULALT (IRANYITOTT)
BIODEGRADACIO

Emberi beavatkozassal felgyorsitott biodegradacié

Intenziv feltételeket teremt oxigén-, tapanyag-, ill.
nedvességpotlassal

Kémiai és bioldgial nyomonkovetéssel

Elonyei:
Gyorsabb

Hatékonyabb a spontan biodegradacional
Hatranyai:

A patogén mikorszervezetek elofordulasi gyakorisaga
megnovekedhet



LEVEGO (OXIGEN) KOZLESES
ELJARASOK

o Perforalt csoveken keresztiil levegd/O,-vel dusitott viz
bejuttatasa

o Kiegészitheto tapanyagpotlassal (N, P, K)

o Nedvességpotlassal Schenaiicdogram ol oo s bo remedton oy

Ammunition Depot. Wentad o
Atmosphere

o Veszélyei: _—
- Tllékony kockézatos anyagok At e
kornyezeti elembe

» Oxigénfejlesztd anyagok (hidrog

» Részlegesen oxidalt vegytiletek |

» Talajviz kijutdsdnak megakad4] we
meg kell oldani

5 proviced by the ULS. Army Gonps of Enginesrs.

*-. oy Channel of air bubbles that

L] . .
MDY eonlains melhane and nutrients




TALAJLAZITASOS ELJARASOK

Oxigén biztositasa a talaj lazitasaval
Adalékanyagok hasznalata gyakori (viz, tapanyag)
Térfogatnovelo szervesanyag = jobb C:N arany

Veszélyei:
Il1lékony kockazatos anyagok atvezetodhetnek mas kérnyezeti
elembe

Az adalékanyagok mennyisége nem haladhatja meg az 5%-ot

Tipusai:
 Talajmiveléses kezeles
 Bioagyas kezeles

 Komposztalas




TARTALYOS ELJARASOK

A szennyezett talajt zaggya szuszpendaljak
Adalékoljak, kezelik, levegoztetik
Mikroszervezetek tisztitjak, majd viztelenitik
Hatranyai:

A talaj eredeti szerkezete megsemmistil

Tapanyagszolgaltato képessége romlik

Mikroba 0sszetétel megvaltozik (patogének!)

A kivalogatott anyagok, csurgalékviz, tisztitott talajviz
kezelésérol gondoskodni kell

Tipusai:
Iszapfazisu bioldgial kezelés (talaj)
Bioreaktor (talajviz)



BIOAUGMENTACIO

;‘;’;‘.’;’&"‘;‘;“.‘;“' N AR ‘v. NAN/ 7 vmv"‘v AAK}

o Tudatos, tervezett oltoanyag
hasznalat

o A legbiztonsagosabb
bioremediacids eljaras
» Faj szinten i1dentifikalt
» Ismert bontasi spektrum
» Ismert szarmazasu (letétbe helyezett)
» Patogén mikrobaktél mentes

o Ismert nehézfém ill. vegyszertlird
képességl

oltéanyag hasznalatat jelenti.

o Oltas: 108-101° /m] élGsejtszamu
inokulum (mikroszervezet-
szuszpenzid) kijjuttatasa a
szennyezett teriletre

)

N

T

ORI 58
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o Nyomonkovetes!




FITOREMEDIACIO 1.

Biotechnol6gia, mely novények (és azzal tarsult
mikroszervezetek) felhasznalasaval csokkenti
elfogadhaté mértékiire a vegyl anyagokkal
szennyezett teriilet, kornyezeti kockazatat.

Alkalmazasa:

nagy teriileten eloszlé szennyezés esetén, ahol mas
megoldasok nagyon koltségesek

alacsony szennyezettség( teriileteken
mas technologiakkal kapcsoltan
Gatlé tényezok! P

1. Gyokérmélység korlatozott
2. Szennyezbanyag
koncentracio limital

3. Novények novekedési
rataja lassu

Alfalfa 4-6 ft.




Novényi fajok: FITOREMEDIACIO III.

* fak — pl. nyarfa
« fiivek — pl. Festuca spp.
* nitrogén kotok — pl. Trifolium spp., Medicago sativa, 16here
*Vizi ndvények — pl. Myriophyllum spicatum, Saggitaria latifolia
Tipusai:
Immobilizacio:
Hidraulikai kontroll: a talajvizaramlas szabalyozasa
novényi vizfelvétellel
Fitostabilizacio
Degradacio:
Rizodegradacio: A biodegradacié fokozasa a fold alatti
oyokérzonaban mikroszervezetek segitségével
Fitodegradacio
Disszipacio:
Fitovolatizacio
Akkumulacié:
Fitoextrakcio
Rizofiltracio



FITOREMEDIACIO IV.

Fitostabilizacio: toxikus
femtliré novényekbol allo
takaroreteg fizikai jelenletével
megakadalyozza a szennyezett
tala) levegobe jutasat (detlacio,
porzas), felszini, vagy felszin
Blatti vizbe JutASAL %grézu’),
kioldas), vagy immobilis
formava alakitja.

Fitode{gradécié: a n('jv,énﬁr{
maga f(l ?) .Vag§17. gyokerének
mikrofloraja teljesen elbontja
(mineralizacio), vagy csokkent
kockazatu anyagga alakitja a
biodegradalhato vegyi
anyagokat.

Fitovolatilizacio: Illékony
szervesanyag felvetele, majd
atalakitas nelkuli
elparologtatasa
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FITOREMEDIACIO V.

Fitoextrakceio: hiperakkumulalé
novényfajok felhasznalasa. Adaptacio
soran kiszelektalodott vagy
géntechnikakkal eloallitott, nagy
biokoncentracios faktorral (BCF)

rendelkez6 novények.

Kovetelmények:
o nagy hozammal rendelkezzen,

o fold feletti részében akkumulalja a
szennyezobanyagot,

o konnyen kezelheto, betakarithaté legyen.

Ellenorzott feldolgozas,
A melléktermék veszélyes hulladék!
Tobb évtizedig tartd folyamat is lehet

Rizofiltracio: a novényi gyokér és a
gyokéren kotott mikroorganizmusok
egylttmikodése, a szennyezbanyag
megkotése, kiszilirése, kicsapasa és
elbontasa vizbdl
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Bioremediacio <« Fitoremediacio

Bioremediacio: Fitoremediacio:
Id6igény: évek S Id6igény: évek 4
Alkalmazhato: Alkalmazhato:
szerves szennyezok M szerves szennyezok M
szervetlen szennyezok szervetlen szennyezok M
Optimalis esetben a ® Legtobbszor csak a 3
szennyezoanyag szennyezoanyag
MEGSZUNTETESET ATTEVODESET jelenti
jelenti Koltsége magasabb N\
Koltsége alacsony & (veszélyes hulladék kezelés)
Patogenitds veszélye nem ©
Patogén mikroszervezetek < Jelentkezik
veszélye egyes eljarasoknal Folyamatos gondozast 3

Id8szaki ellen8rzést igényel © 1gényel
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