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A taldlmdny tédrgya javitott eljdrds nitrifikdcid és
nitrogén—eltévolités vayehaﬁéséa; pl. deritéberendezésekben,
vizes szuszpenzidkban, a Nitrobacter genushoz tartozd mikro-
organizmusok, el8nytsen a Nitrobacter nov.spec.T3 uj mikro-

organizmus alkalmazédsdval.
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A taldlmény tdrgya eljdrds nitrifikdldsra és nitrogén
‘eltdvolitédsdra, nitrifikdl4 baktériumok segitségével.

A nitrifik4lds az amménia nitriten keresztiil nitrdttéd
valé alakitdsdt jelenti. A természetben dltaldban két, ezért
felelds baktérium-csoport fordul eld, amelyek mindegyik tagja
nitrifik4lé.. Ezek kozil az egyik, az amménidt oxid4lé baktériu-
mok csoportja az amménidt nitritté oxiddlja, mig a nitrit—-oxi-—
dé16 baktériumok - azaz a mdsik csoport -~ a nitritet nitrédttd
alakitja 4t.

A nitrifik4l6 baktériumok természetes anyagcsere tulaj-



donsédgaik alapjéﬁ az iparban nagy jelentd8ségiiek. Ezt az anyag-—
cserét haszndljdk ki pl. a szennyvizuzemekben, amelyekben az
egyes nitrifikdldsi 1lépések az ammdénia dtalakitdsdhoz vezetnek.

Ennek az eljdrédsnak hdtrédnya azonban az, hogy a nitrifi-
kédlds befejezése utdn a tényleges nitrogén-eltdvolitds nem fe-
jez6dik be. A'nitrogén ugyanis ekkor nitrédt formédjédban van je-
len. A nitrogén eltédvolitdsa - az un. denitrifikdlds -, egy kii—
lénleges és milszakilag bonyolult eljdrds sordn kovetkezik be a
nitrdt tovédbbi 4dtalakitdsa. Ez az eljdrds azonban rendkiviil
drdga, azért csak néhdny szennyvizfeldolgozdban alkalmazzik.

A taldlmény az e16pbiekben részletezett eljédrds tovdbb-
fejlesztésére Vonatkozik, azzal a céllal, hogy nitrifik4ld4 bak-
tériumok alkalmazdsa révén egy egyszerii és kevéssé koltség-
igényes el jéréds segitségével lehet8vé valjék a nitrifik4lés
és a nitrogén-eltdvolitds végrehajtésa.

Ezenkiviil az eljédréds keretében lehet8ség nyilik a kiin-
duldsi, a nitrifikdld baktériumokat metabolikusan aktiv 4llapot-—
ban tartalmazé vizes szuszpenzid valamely hordozd anyagon valé
rogzitése és a baktériumok szdritdsa. Ez biztositja a tdrolési
stabilitdst.

Szilkség esetén e hordozdé anyagot/a baktériumokkal egyiitt/
hozzuk érintkezésbe azzal a vizes oldattal, amelybgl az amménidt,
nitritet és/vagy nitrdtot el kell t4volitani, mimellett a bak-
tériumok - amelyek a vizeltdvolitds folytdn rdvidebb-hosszabb

idén &t inaktivdlt 4llapotban voltak jelen a hordozdén - reak-



tivdlédnak. A baktériumok jellemz8 nitrifik4lS enzim rend-
szere indukdldédik és ismét megindul a nitrifikdcid, mimellett
a baktériumok még mindig rbgzitvé vannak vagy egyes mozgékony
sejtek levédlnak a ho;dozé anyagroél.

A taldlmény toewdbbi tdrgya olyan nitrifik4lé baktérium
térzs kitenyésztése, amely‘ képes nagy sejthozam elérésére és
amely megfeie16 kdrilmények kozstt tenyésztve alkalmas arra,
hogy lag-fédzis nélkiil legyen &tvihet8 4svényi anyagokat vagy
oldott szerves szubsztrdtumokat tartalmazdé kozegekbe. Ez
esetben a nitrifik4dldsi folyamat azonnal beindul. A mésik
kévetélmény egy ilyen tenyésztési eljdrdssal szemben, hogy az
dtvitelt kovetben ne kbvetkezzék be a baktériumok teljes in-
aktivdldéddésa.

A taldlmény szerinti eljérds keretében a brobléma meg-
olddsa a kdvetkezl8képpen torténik:

— a kiinduldsi vizes oldatban taldlhaté nitrédtokat nitrifi-

" k416 baktériumokkal reduk4l juk,

— az igy kapott reakcidtermékeket (amménia és nitrit) vissza-—
—alakitjuk nitréttd, amménia- és nitrit-oxid4lé baktériumok
segitségével, folyamatos oxiddcids eljdrdsban, amelynek sorén
gézalaku nitrogén vegyililetek (pl. N20 vagy NO) szabadulnak fel,
melynek sordn az &ltalunk szelektdlt Nitrobacter nov.§pec.T3
mikroorganizmus torzset alkalmazzuk.

A nitrét-redukcidét a nitrit-oxid4lé baktériumok, kiilonSsen
a Nitrobacter genushoz tartozdé baktériumok végzik. Ha kizdrdlag

ezeket az organizmusekat haszndljuk fel, az igy kis mennyisé-

gekben kapott ammdénia nem oxid4ldédik ujra.



A maximdlis mértékii nitrogén-eltédvolitds érdekében
azért el8nydsen nemcsak nitrit-oxidélé, hanem amménia-oxid&lé
baktériumokat is alkalmazunk, amilyenek pl. a Nitrosomonas,
Nitrosovibrio vagy a Nitrospira genus tagjai. A nitrdt ill. a
nitrit redukciéjdbdél szdrmazé amménia vagy az oldatban mér
eleve jelenlev8 amménia ekkor .részt vesz a reakcié—folyamatban.
Magas sejthozamok elérésére mindenekel8tt a legjobb tép-
talajt vdlasztjuk ki mindegyik todrzshdz. A kdvetkezd8 tédptala-
jok vehetdk figyelembe, de ezek Osszetétele valtozhat:
Autdtréf téﬁtalaj (Krﬁmmgl és Harms, Arch. Microbiol. 1982,
133,p. 50-54):
10 mM NH,C1;
0,1 mM KH2P04;
1 mM KC1;
0,2 mM MgSO4;
1 mM CaClg;
Krezol-vords mint indikétor,
0,2 uM Mnsoq;

0,8 pM H B03;

3
0,15 pM ZnSO4;

Ehhez a tédptalajhoz 10-100 mM koncentrédcidban NaCl-t

adhatunk.
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1. As?ényi sékat tartalmazé tdptalaj
0,5 g NaCl; .
0,05 g MgS0,.7 H,0;

0,15 g KH2P04;

7,0 g CaCOB;

0,05 mg (NH, ) Mo,0,,.4 H,O0;

1)6M0700, -4 Ho

0,15 mg Fe504.7 H2O;

desztilldlt viz 1000 ml.

2. Autotréf tdptalaj

Ksvanyi sékat tartalmazé tdptalaj:
0,2-2,0 NaNO2
pH 7,4-7,6 sterilizdlds utén

3. Mixotrdéf téptalaj

L£svényi sékat tartalmazé tdptalaj:
0,2-2,0 g NaNO2
0,55 g natrium-piruvét

1,5 g éleszt8-kivonat

1,5 g pepton

pH 7,4

4. Heterotrdf téptalaj

£svényi sdékat taréalmazé taptalaj:
0,55 g ndtrium-piruvit

1,5 g éleszt8-kivonat

1,5 g pepton

pH 7,4.



Az amménidt oxid4lS baktériumok esetében csak litotrdp
tdptalajokat haszndlunk, mivel heterotréf amménia-oxiddléd
baktériumokat mindeddig nem kﬁlﬁn;tették el.

Az amménia—-oxiddldé baktériumok tenyésztésére szolgdlé
tdptalajok azoﬁban kiillsnbdzhetnek a sdkoncentrédcid tekinteté-
ben. Ezen a csoporton beliil d1taldban foldi, tengeri és karszt—
vizi tdrzseket kiilonbbztetiink meg. A mesterséges tdptalajt
eonek a felosztédsnak megfelel8en ugy 4llitjuk ossze, hogy az a
természetes koriilményeknek feleljen meg.

Az amménia-oxid&4l6 baktériumokkal szemben a nitrit-oxi-
ddl6 baktériumok szerves szubsztridtumok jelenlétében noveked-
nek. Mixotrdéf vagy heterotrdf tenyésztési kérilmnyek kdzott.
néhdny species még éppen magasabb sejthozamokat is mutat, mint
szigoruan vett kemolitoautotrdéf koriilmények kozott.

Ez jellemz& pl. a Nitrobacter hamburgensis (Arch. Micro-
biol. 136, p.281-283) speciesre. Mixotr6f<tenyésztési korilmé—
nyek k8z6tt a sejthozam 30-35 teljes sejt fehérje/liter. A sejt-
hozam teh4t tobb, mint tizszerese annak, amely szigoruan vett
kemolitoautotrdéf viszonyok esetén elérhet§.

Mindeddig nem ismeretesek olyan nitrit-oxid4lé baktériu-
mok, émelyek heterocautotréf koriilmények kozott maximdlis ndve-
kedést mutatndnak. Ezek elsd képviselSje a taldlmény s%erinti
uj species, a Nitrobacter nov. spec. T3. |

A taldlmény szerinti eljédrds alkalmazdsdhoz a nitrifik&lé

baktériumokbdél nagymennyiségii sejtre van szitkség. A nitrifik4l$



baktériumokat ezért a legkedvez8bb tenyésztési koriilmények
kozott szaporitjuk, majd a tenyészetet toményitjik, magas
sejtsilirliiség elérésére. A koncentrdtumot szuszpenddl juk,
dltalédban olyan u.n. mosdéoldatok alkalmazdsdval, amelyek Ossze-—
tétele megfelel a konkrét tenyésztb8kszegének, de amelyek nem
tartalmazzédk az energiaforrdsként haszndlt szubsztrdtumot. A

reszuszpenddlds sordn kitiintetett a 1011—1012

sejt/ml koncent-
rdcid bedllitdsa. Ezeket a szuszpenzidkat a hordozé anyagokra

vihet jik fel, vagy ezeket kidzvetleniill felhaszndlhatjuk az el-

jérdsban.

A taldlmény szerinti eljdrédsban a nitrifikdl4 baktériumok
rogzitésére nyitott pdérusu anyagokat alkalmazunk. Ilyen anyag
pl. az 500-1500 m2/g bels& feltilettel rendelkezd és elénybsen
granuldlt aktivszén és a zeolit (egy sziliké&t).

A zeolitok kiildnleges jelleﬁz6je az, hogy a h8mérséklet
emelkedésekor vizet adnak le a kristdlyrdcs iiregeib8l és le-—
hiilléskor vizet vesznek fel. Ezenkiviil ioncseréld tulajdonsdgok-
kal rendelkeznek, mozgékony alkdlifém-, alkdlifsldfém— és
amménium-ionjaik révén és képesek adszorbedlni bizonyos szer-—
ves vegyilileteket.

Végiil hordozd anyagként haszndlhatunk olyan ioncserél8-—
ket, amelyek szerves szildrdfédzisu testekbdl &llnak. Ezek 41—
talédban hidrofil gél szerkezetiiek, és nagy feliiletiiek, ugyhogy

makropérusos ioncserél8ként alkalmazhatdk.

Hordozé anyagként alkalmazhatunk kerdmidt is.



A hordozé anyagok baktériumokkal vald feltsltése érde—

kében ezeket 10“—1012

sejt/ml koncentrédcidju baktérium-szusz-—
penzidkban inkubdljuk. Az inkubélést 20-30°C k5z5tti hémérsék—
leten végezziikk. A hordozd anyagra 1-5 ml baktérium-szuszpenzi-
6t visziink fel (a hordozdé anyag térfogata 10 cm3), amig a tel-
jes mennyiség adszorbedldédik. Ha a felvev8kapacitds magas, az
alkalmazott baktérium szuszpenzid térfogat novelhetd, mig el
nem érjiilk a hordozé anyag maximdlis felvevd kapacitdsét.

A baktérium-szuszpenzidt tartalmazd hordozé anyagot ezt
kévetben szdritjuk. Ennek érdekében az anyagot pl. 5 napon &t
18-25°C k5z6tti hémérsékleten tdroljuk oly médon, hogy a viz
elpdrolgdsa kiméletesen €s egyenletesen menjen végbe. A szi-
ritdsi folyamat gyorsithatdé oly médon, hogy a baktériumokat
tartalmazé hordozdé anyagot vakuum-edényekben, kis nyomdson
szdritjuk. Ezzel a médszerrel a szaritédsi eljdrés id8tartama
24 Srdra rovidithet§.

Ha lehetséges, a szdritott, a baktériumokat tartalmazd
hordozdét szdrazon és levegd kizdrdsdval kell tdrolni. Ajédnla-
tos ezt evakudlt és szorosan zirdé milanyag—zsdkokba helyezni
és a zsdkokat szobah8mérsékleten vagy 4°C—on t4rolni.

A tenyészetet tartalmazé hordozdanyag kivént esetben
azonnal felhaszndlhaté. Ez ugy torténik, hogy vizes ol%gtba
helyezziik, és biztositjuk a bioldgiai anyagésere folyématok
szédmdra az optimdlis ndvekedési hémérsékletet. Az optimdlisndl

alacsonyabb hémérsékleten a nitrifik4l4si folyamat lassubb.



A szadritott anyagbdl aktiv el8tenyészetek is el8d1llit—
hatdk, ha ezzel friss téptalajt oltunk be,vamelyet ezutdn 4t-
visziink a kezelendd vizes oldatba.

Egyik esetben sem szitkséges a nitrifikdldsi folyamat
meginditdsdhoz, hogy a baktériumok rdgzitve maradjanak a
hordozdén. Ezek elhagyhatjdk a hordozdét és mozgékony sejtekként
védlhatnak anyagcsere—-szempontbdl aktivv4.

A tobblépéses szennyvizkezeldsi és ivéviz-tisztitdsi
eljérdsok — amelyekben egy nitrifikdlédsi 1épés és egy ettdl
elkiilonitett denitrifikdldsi 1épés szerepel — kombindlhatdk.
Ennek eredﬁényeként é nitrogén-eltdvolitds 6sszkoltsége jelen-—
t8sen csdkken.

Bizonyos k&riilmények koézott a nitrifik4l4 baktériumok a
nitrdt ill. a nitrit redukcidéja sordn olyan gdzhalmazdllapotu
nitrogén vegyiileteket szabaditanak fel, amelyek a N20—tél vagy
a NO-tdé1 kiilonboznek. Ez azonban szilkkségszeri, az oxigén parci-—
4lis nyomédsédnak a tdptalajban valdé csdkkentése érdekében.

A nitrdt- ill. a nitrit-redukcid és a nitrifikdcié péf—
huzamos folyamat, mimellett azokban a tenyészetekben, amelye-
ket nem vagy lassan kevertetiink, kiilonb6z8 - magas ill. ala-
csony oxigén parcidlis nyomdssal jellemezhet8 — zéndk alakul-
nak ki. A nitrifikdcié a magas parcidlis oxigén nyomdsy zéndk-
ban megy végbe, mig a nitrit- és a nitrdt-redukcidra az ala-
csony oxigén parcidlis nyomdsu zdéndkban keriil sor.

A taldlmdny szerint a rogzitett nitrifik4ld baktériumok



ugyancsak felhaszndlhatdék egy olyan eljdrds sordn, amely nit-
rifikdlési és a nitrit- vagy nitrédt-redukcids lépéseket tar-
talmaz. A rogzitett sejtek kﬁlﬁnléges el6ﬁye abban 411, hogy

a mikroorganizmusok meghatdrozott parcidlis. oxigén nyomédsok-
nak vannak kitéve, amelyen anyagcsere-folyamataikat megindit-
hatjék. A nitrogén-eltédvolitds ezért egy 1lépésben, egy viszony-—
lag egyszeri médszerrel v4lik lehetévé, a kﬁrnyezet befolyd-
soldsa nélkil.

A nitrifik41l4si és nitrogén-eltdvolitédsi eljdréds azonban
nemcsak szennyviz-kezelésre és ivdéviz-tisztitdsra haszndlhatd
fel. Ez az eljérds alkalmazhaté csaknem minden olyan vizben,
amely nitrogénnel erdsen szennyezett. Kombindlt nitrifiki-—
lds/nitrogén-eltédvolitds hajthaté végre amménidval, nitrittel
és/vagy nitréttal szennyezett természetes vagy mesterséges
vizekben, a baktériumok in situ alkalmazdsa segitségével.

Egyre nagyobb érdekl8désre tart szdmot az akvakulturds
eljérds. Az intenziv haltenyésztés rendszerint toxikus nitrit-
—koncentrécidkhoz vezet, amelyek elpusztitjdk a halakat. Ha
nitrifikdlé baktériumokat alkalmazunk, a nitrit 4talakithaté,

a vizben 1év8 nitrogén kombindlt eltdvolitdsa mellett.

f£1taléban valamennyi nitrifik414 baktérium feihasznélhaté‘
a taldlmédny szerinti eljdrédsban. A hatékony alkalmazéshpz azon—
ban arénylag magas sejt-koncentrdcidkra van sziikség. AA litoauto-
tréf tenyészetek esetében ilyen koncentrédcidk csak extrém és
gazdasdgtalan koriilmények kozott érhetbk el. Ezért ajédnlatos a
nitrifikélé baktériumok mixotréf vagy heterotréf mdédon végzett

tenyésztése.



A sejt-kitermelés — amely a litoautotrdf tenyésiztéshez

képest tobb, mint tizszeresre n8 - elégséges a hordozdé anyag

feltsltéséhez.

A kordbban elkiilonitett nitrifik41l6 baktériumok kozil a
legtobb tbrzs.alacsony nitrifik4l4si sebességet mutat, még
magas sejt-koncentrdcidk mellett is. Ez a heterotrdéf tédptalaj-
rél a kozel litoautotrdf kdriilményekre vald vdltdssal fiigg
ossze. A viszonylag magas oxigéh,parciélis nyomds azonban
— amelynek a baktériumok pl. az akvdriumokban kozvetleniil ki
vannak téve és amely a viznek oxigénnel vald csaknem teljes
telitését idézi eld — ugyancsak befolydsolja a nitrifik4l4si
eljérdst, kiilondsen a nitrit-oxiddlé baktériumok esetében. Ez
valamennyi ismert Nitrobacter speciesre érvényes.

Az uj species, a Nitrobacter nov.spec.T3 teljesen eltérd
tulajdonsdgokat mutat. Ezt az organizmust 1 év leforgédsa alatt
kiilonitettikk el, szervetlen sdékat tartalmazdé téptalajon. Bér
nem &llapithatdé meg morfoldgiai kiilonbség az eddig ismert
speciesekhez képest, jelentds eltérések vannak a fizioldgiai,
biokémiai és genetikai tulajdonsdgok tekintetében.

A legf8bb jellegzetesség a ndvekedési képesség hefero—
tréf tdptalajokon és nitrit jelenlétében egyardnt. Ennek az or-—
ganizmusnak a jellemz§ tulajdonsdgai a kdvetkez8k: _

— inkdbb heterotrdf, mint mixotrdéf és litoautotrdéf n6§ekedés,
— heterotrdéf tenyésztés sordn magas sejt=kitermelés (pl. 50 mg

teljes sejt fehérje/liter),



— tulélési képesség mikroaerdéb koriilmények kézott, magdra
hagyott tenyészetben, hosszu idﬁtartamokon (legaldbb 6
hénapon) &t,

- oxigén-tolerdlds mikroaerdéb heterotrdéf tenyésztés utén
oxigénnel telitett téptalajban,

— nitrifikdlds mikroaerdéb tenyésztés utédn, 2-4 nappal az oxigén-
-adagolést k6vetéen,

- J6 reaktivdldédds a taldlmény szerinti eljérds keretében,

- egy 80+3 MD molekulatémegii plazmid jelenléte.

A DNS plazmid in vivo egy kovalensen zdrt korkorss DNS
szakasz, amelynek molekulattmege — 0,5%-o0os agaréz-gélben Vég—
zett elektroforetikus migrdldsi vizsgdlatok szerint - 80+3 MD.

A plazmid az in vivo replikdcid sorén képz6dik az el8bbiekben

leirt, a Nitrobacter genushoz tartoz§ mikroorganizmusban, aerdb,

mikroaerdéb, litoautotrdf, mixotrdf, vagy heterotrdéf sejt-te-
nyésztés sorédn. A plazmidok képesek azonos alakban replikéd-

16dni ~ tovdbbi szelekcids nyomds alkalmazdsa nélkiil — és &t—

keriilni az utdd-sejtekbe.

Az uj mikroorganizmusnak ezeket a tulajdonsédgait, il1l.
tovébbi jellemzdit a kovetkezbkben az &brdk segitségével szem—
léltetjik. Ezek tdrgya az aldbbi:

1.-4. dbra. A Nitrobacter nov.spec. T3 novekedési gorbéi,
kiilonbdz8 nitrit-koncen_trdcidk mellett végzett hetero-
tréf tenyésztés utédn.

5. &bra. A N.nov.spec.T3 és a N.hamburgensis X14 membrén-protein-—

Jei gélelektroforézis utjén torténd szétvdlasztdsdnak
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védzlatos dsszehasonlité dbrédzolésa.

6. dbra. A N.nov.spec.T3 és a N.h§mburgensis X14 DNS-ének
gélelektroforézis utjén torténd szétvilasztdsa vazlatos
6sszehasonlité &brézolésa.

Az 1. dbra a Nitrobacter nov.spec.T3 névekedési gorbé—
jét mutatja be, heterotrdf tenydsztési koriilmények kdzsétt. A
gorbe kezdetén egy jellegzetes lag-fédzis lathaté, amelyet egy
logaritmikus fédzis kovet, majd végil, 45 nap elteltével egy
staciondrius fdzis l4thaté. Az elért sejt-kitermelés 50 mg
teljes sejt fehérje/liter, azaz kb. 60%-kal magasabb, mint a
Nﬂhamburgensis esetében elérhet8. Ez az utébbi tdrzs mutatja
a legjobb novekedést az eddig ismert nitrifik4lé baktérium
torzsek koziil.

Az uj species, a N.nov.spec.T3 egy tovédbbi fizioldgiai
jellemz8jét a 2.-4. &brdn mutatjuk be. Ezeken az 4brdkon az
organizmus novekedési gdrbéi 14thatdk, kiilonbsz8 nitrit-kon-—
centrédcidk mellett. Minden esetben megfigyelhet§d egy protein-
—koncentrédcié emelkedés, amely megfelel a nitrit korcentrdcié
csbkkenésénék, mimellett a 45 nap utdn elért sejt-kitermelés
alacsonyabb, mint a heterotrdf tenyésztés mellett elérhetd és
cstkken a kiinduldsi nitrit—konéentrécié (0,5 g NaN02/liter)
novelése esetén. A sejt-hozam 45 nap alatt a kb. 36 mg teljes
sejt fehérje/liter ésszehasonlithats értéket éri el és tovibb
novekszik, 38 mg teljes sejt fehérje/liter értékre.

A 3. dbrédn l4thatd novekedési gdrbe egy olyan kisérlet-—

nek felel meg, amelyet 1,0 g NaN02/liter nitrit-koncentrdcid mellett



végzlink. A novekedési gdrbe szokatlan lefutdsu: nem mutat lo-—
garitmikus fdzist. A fehérje-tartalom lassan és szabdlytalanul
nsvekszik, és 45 nap alatt kb. 21 mg teljes sejt fehérje/li-
ter értéket ér el. A kiinduldsi nitrit-koncentrdcid jelent@sen
gdtolja a novekedést. A kiinduldsi nitrit-tartalom 29 nap utdn
haszndldédik fel.

A 4. dbrdn rendkiviili novekedés-gdtléds ldthatd. Bar a
nitrit 4talakitds ardnya kb. ugyanakkora, mint a 2. és a 3. &4b-—
rdn bemutatott kisérletekben, a fehérje—tartalom alig névekszik.
Végil, 39 nap elteltével, amikor a nitrit-koncentrdcid csupédn
0,5 g NaNOz/liter, a fehérje-koncentrédcié lassu névekedése fi-
gyelhet8 meg. 45 nap mulva az Osszehasonlithaté érték csak kb.
13 mg teljes sejt fehérje/liter, tehdt kb. negyedakkora, m}nt a
heterotrdéf ndvekedés esetében.

Ez a novekedési jellemz8 e species heterotrdéf min8ségét
szemlélteti, de a litoautotrdf ndvekedést nem jellemzi. Ennek
az organizmusnak a kemolitoautotrdf novekedése hasonld az
ugyanehhez a genushoz tartozd méds torzsekéhesz.

A N.nov.spec.T3 fontos jellemz8je, hogy csak rovid adap—
t4l6ddsi idb6kre van szilkksége - az oxigén parcidlis nyomdsdnak
vdltozdsa, kiillondsen névekedése utdn - a nitrifik4l4s megkez-—
déséhez. -

Mint az el8z8kben leirtuk, az ismert toérzsek esetében
megfigyelhetd alacsony adaptdcids képesség hétrdnyos koriilmény,
amely befolyédsolja a taldlmdny szerinti eljdrdst. Ez az elsd

eset, amikor az '"oxigén stressz" problémdjidt, amely a nitrifikdld



baktériumok esetében fenndll, az uj baktériummal oldjuk meg.

Ugyancsak mérhet8 a nitrit-oxidoreduktdz aktivitéds in-
dukcidéja. A nitrit-oxidoreduktdz egy membrdnhoz kotstt enzim,
amely a nitrit-oxid&cidéban kulcsszerepet jdtszik. Mint ez ed-
dig ismert volt, nitrittel és nitrdttal egyardnt indukdlhaté.
Az aktivitéds azonban csak akkor ndvelhetd, ha az oxigén
parcidlis nyomdsdt emeljiik. A N.nov.spec.T3-mal végzett mikro-
kalorimetrids vizsgdlatok arra mutatnak, hogy 8-10 déra elégsé-
ges a nitrit-oxidoreduktdz induk4l4sdhoz, azt kévetden, hogy
az 0Xigén parcidlis nyomdsdt oxigénnel vald telitésig novel jiik.
Ezt annak alapjdn hatdroztuk meg, hogy a nitrit-oxiddcié sorén
mérhetd hé fejlédik.

A Nitrobacter genushoz tartozé valamennyi t6bbi torzzsel
6s$zehasonlitva a N.nov.spec.T3 egy olyan biokémiai jellemzd§t
is mutat, amely a membrén-fehérjék gél-elektroforézissel tsr-—
téné szétvélaszfésa sordn &llapithaté meg. Az 5. dbrdn 1l&tha-
t6 ezeknek a fehérjéknek az SDS-poliakrilamid gél-elektroforézise.

A nitrit-oxidoreduktdz egy nagy alegység: relativ mole-
kulatomege 115.000. Ez azonos mindegyik eddig vizsgdlt torzs
esetében. Ehhez képest ez a molekulatomeg a N.nov.spec.T3
esetében 130.000. M&s membrédn-fehérjék ugyancsak kiilonbsz8 mo-—
lekulatomegiiek. Igy pl. a termindlis oxiddz, a citokrém aan
relativ molekulatdmege a N.nov.spec.T3-ban 27.000; ez az érték
kb. 1000-rel alacsonyabb a tobbi torzséhez viszonyitva. Més-—

részt a membrédnhoz kotstt citokrdm ¢ a gél-elektroforézis



eredményei szerint valamivel a N.hamburgensis X14 megfeleld
sdvja folott, amely a tobbi speciesre is jellemzd8, helyezke-
dik el.

A N.nov.spec.T3 genetikai jellemzd8je egy nagy plazmid.
A Nitrobacter genusban plazmidokat mindeddig csak a N.hamburgens
hez tartozd torzsekben mutattak ki. Ugyanekkor valamennyi, a
N. winogradskyi species—hez tartozé vizsgdlt' torzs plazmidmen-
tes. Az idbk sordn ezt a tényt ugy értelmezték, hogy legaldbbis
egyes plazmidok (pl. a N.hamburgensis-hez hasonléan) a species—
re jellemzdék. Ennek a §peciesnek két torzse azonos plazmid-
—-szerkezetet mutat. Ez 3 kﬁléﬁbéz6 plazmidbdél 411 (pPB11,
pPB12, pPB13, ill. pPB21, pPB22, pPB23), amelyek molekulatdmege;
76, 124 és 182 (Pohl, Thesis,‘Hamgurgi Egyetem, 1986.)

Ezzel a plazmid—szerkezettél szemben a N.nov.spec.T3
csak egyetlen plazmidot tartalmaz. Ennek a plazmidnak a rela—
tiv molekulatomege — gél-elektroforézissel meghatdrozva — 80+3

A 6. dbra mutatja be vdzlatosan a N.hamburgensis és a
N.nov.spec.T3 plazmidjainak gél—-elektroforézissel végzett szét-
védlasztdsdt, cézium-klorid/etinium—-bromid alkalmazdsdval torté-
nd siiriiség—-grddiens centrifugdlds utédn. A N.nov.spec.T3-bdl
szarmazé pPB31 plazmid relativ mobilitédsa a pPB11 és pPB12 vo-
natkozdsi plazmidé kozotti értéxnek felel meg. Ennek alapjén
hatédroztuk meg a 80+3 MD molekulatomeg értéket.

A N.nov.spec.T3-ra pontosan 1 plazmid jellemz8. Ez a plaz-

mid rendkiviil stabil, még kiilonboz8 tenyésztési koriilmények

is—

MD.
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kozott is. Egyben.nem mutathaté ki a plazmid tovébbi szelek~-
cidés nyomds alkalmazdsa nélkiil bekdvetkez8 elvesztése. Még
mutagén szerek segitségével sem dllithatdk el8 plazmidmentes
muténsok.

A metabolikusan fontos plazmidgének expresszidja fel-
tehet8en akkor kovetkezik be, amikor a N.nov.spec.T3 tdrzset
az e16bbiekben leirt korilmények k6zott tenyésztjiikk, ugyhogy
szelekecids nyomds 1ép fel &z plazmid—repiikécié vonatkozdsédban.

Ennek a baktériumnak a fizioldégiai jellemz8i nyilvédnvaldan
a'plazmid-funkcidtdédl fiiggnek, mivel a N.nov.spec.T3 genentikai-
lag eltérd valamennyi eddig ismert nitrit-oxid4lé baktériumtdl.
A 1lényeges anyagcsere—-funkcidk ezért nem lehetnek jelen egy
plazmidmentes to6rzsben.

A N.nov.spec.TB nemcsak a taldlmdny szerinti eljédrdsban
alkalmazva mutat eld8nysket az ismert nitrit-oxid&lé baktériumok-—
kal szemben. Jellemz8je, hogy hosszu idén 4t metabolikusan ak-
tiv marad nem-kevertetett +tenyészetekben. A heterotrdéf tdép-
talajokon tenyésztett mikroaerdb sejtek pl. 3 hénap elteltével
még mindig aktivak.

Ezen id6 multdn vagy kés8bb litotrdf mbédon tenyészthetdk
oxigéndus téptalajban, amelyben néhdny napon beliil meginditjék
a nitrifikdlédst. Ez a jellegzetes anyagcsere-tulajdonsdg, a

heterotrdéf korilmények kozdtt megfigyelhetd kivdls ndvekedés



és az ezt kovetd, hosszu adaptdcidé nélkiili litotrdéf nitrifi-
kdlds a baktérium jellegzetes tulajdonsédgait képviselik, akér-

csak a mikroaerdb tenyésztés utén jelentkezd oxigén—-tolerdcid.
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Szabadalmi igénypontok
1. Eljédrds nitr ifikdl4sra és nitrogén-eltédvolitdsra nit-—
rifik&l6 baktériumok alkalmazdsédval, azzal jellemezve, hogy
egy nitrédtot tartalmazé vizes oldatbdl kiindulva a nitrdtot
csbkkentett oxigén parcidlis nyomds mellett nitrifikdlé bak-
tériumok segitségével redukdljuk, a reakcid termékként kelet-
kez8 amménidt és nitritet folyamatos eljdrdsban ismét nitrédt-
téd oxiddljuk és ennek sordn gdzalaku nitrogén-vegyiileteket,
mint NEO—t vagy NO-t szabaditunk fel.
2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jeilemezvé, hogy
amménidt, nitritet és/vagy nitrdtot tartalmazé természetes
vagy mesterséges vizekben in situ kombindlt nitrifikdldst
€s nitrogén-eltédvolitdst végziink, baktériumot tartalmazdé anyag
hozzdaddsa segitségével.
3. - A 2. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
a baktériumot tartalmazé anyag nitrifik&4lé baktériumokat
jelent, amelyeket nyitott pérusu pordzus hordozdéra — amilyen
az aktivszén, zeolit, kerdmia vagy ioncserél8 — rogzitettiink
és végiil szdritottunk.
4, A 3. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
nitrifikdlé baktériumként a pl. a Nitrobacter genushoz.tar-
tozd nitrit-oxid41l46 baktériumokat alkalmazunk.
5. A 3. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
nitrifikdldé baktériumként egyidejﬁleg nitrit-oxiddldékat és

amménia-oxiddlékat alkalmazunk.
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6. A Nitrobacter genushoz tartozé mikroorganizmus — letét—
be helyezve a DSM-ben DSM 4153 letéti szdmon -, amelyet

talajmintébél szelektiv kérilmények kozott izoldltunk, hetero-—
tréf médon tenyésztettiink a 20-30°C hémérséklet—-tartomdnyban
4116, nem-kevertetett és nem-rézatott tenyészetben, azzal jel-
lemezve, hogy |

a) gyorsabb heterotrdéf, mint mixotrdéf és litoautotrdéf nove-
kedést mutat,

b) heterotrdéf tenyésztés mellett magas sejthozamot - 50 mg
Ussz-sejtfehérje/liter — eredményez,

c) nyugvé tenyészetekben, mikroaerofil koriilmények kozott
hosszu i1d6n - legaldbb 6 hénapon — &t képes tulélni,

a) mikroaerofil heterotrdf tenyésztés sordn a kidzeg oxigénnel
valé telitése esetén tolerdlja az oxigént,

e) mikroaerofil tenyésztés sorén nitrifikécids aktivitédsa

2-4 nappal az oxigén adagoldsa utén jelentkezik,

f) a taldlmény szerinti eljdrds alkalmazdsa sordn konnyen
reaktivdlhatd,

g) egy 80+3 MD molekulatomegii plazmidot tartalmaz.

7. A 6. igénypont szerinti, a Nitrobacter genushoz tartozd,

DSM 4153 letéti szému mikroorganizmusbél szdrmazd plazmid,
azzal jellemezve, hogy a plazmid-DNS in vivo kovalensen zdrdédd
kérkoros alakban fordul eld és 0,5%-o0s agaréz gélben végzett

elektroforetikus migrécids vizsgdlatok alapjdn molekul atdmege

80+3 MD.
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8. A 7. igénypont szerinti plazmid-DNS, amely in vivo
replikéciéval 4llithaté el a 6. igénypont szerinti, a Nitro-
bacter genushoz tartozé mikroorganizmusban, a sejtek lito-
autotréf, mixotrdéf vagy heterotrdf tenyésztési koriilmények

kozott végzett aerdb vagy mikroaerofil szaporitdsdval.

A meghatalmazott
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