XXXI. OTDK Biologia Szekcio

Szarvasmarha bendobol i1zolalt, a celluloz
bontasara képes mikroorganizmusok vizsgalata

Szerzo:
Szilagyi Arpad
SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

Természettudomanyi és Informatikai Kar
Biologus MSc

Témavezetok:

Dr. Perei Katalin
Dr. Rakhely Gabor

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
Természettudomanyi és Informatikai Kar
Biotechnolodgiai Tanszék




Tartalomjegyzék

TartaloMJEZYZEK ......eeeeieeeiieeeie ettt e et e e e tae e et e e et e e enra e e eba e e nbaeenaaee s 2
ROVIATEESEK ...ttt ettt e nae e 3
L BEVEZELES ...t ettt ettt ettt ettt ettt s 4
I1. Trodalmi AHEKINTES ....cvevuieiiiiiiiieiceie et et st 5
Lo T A CRIIULOZ ettt ettt 5
L. 1. 1. A cellul6z sszetételének altalanos jellemzOi ........cc.eevuveeiieriieiiieniieiienieeeee 5
I. 2. Néhany cellul6z bontasara képes mikroorganizmus bemutatasa...........cccceeevveeeveeennenn. 7
L. 3. A kér6dzOk fermentaciofa .......c.cecuierieeiierieeiieeie et esiee ettt et ere e s e ens 9
L. 3. 1. A szarvasmarha, mint hatékony ,,celluldz atalakitd rendszer”...........cccoccveeeennens 9
L. 3. 2. A bendd és a benne zajld folyamatok...........ccceeviiviiiiiiiniiiiniiciieie e 9
I. 4. A celluléz lebontasara alkalmas enzimrendszerek............ccoeeveieiiinieniiienieeiienieeenn 10
L CRIKITIZESEIM. ...ttt ettt et ettt et e bttt et e bt et st e saeenseeneas 14
I Anyagok €S MOASZEIEK ......cc.eeiiiiiiiiiiiii e 15
IIL 1. ANYAZOK...etiiiiieiieeie ettt ettt ettt et e s v e esteessaeesbeessbeensaessseenseensnennseas 15
III. 1. 1. Tapoldatok, tAptalajok ........ccceeruieiiiiiiieiiee e 15
I 2. MOASZETEK ...ttt sttt ettt s enees 18
III. 2. 1. Cellul6zbonto6 baktériumok szelektalasa, enzimatikus aktivitasuk és
anyageSerejik 1ZAZOLASA ....ccuueiiieiiieiieiie ettt e eaeeens 18
III. 2. 2. A fajok azonositasa 16S rDNS szekvencia analizissel..........ccccoceverieneennenne. 19
II1. 2. 3. DNS iz0lalasa EIDOL ......ooueiiiieiieieiieieeeee e 21
II1. 2. 4. Szerves savak meghatarozdsa HPLC segitségével .........cccovvrviniininiinecnennne. 21
IV, ET@AMENYEK ....ceviiiiiie ettt e et e st e e e tee e snbeeesnneeennseeenns 22
IV. 1. Szarvasmarha benddtartalom mikroflorajanak feltérképezése.........ccoovvvinininnnnee. 22
IV. 2. Cellul6zbont6 torzs izolalasa benddtartalombol ............cooeeiiiiiiiniiniiiiiee, 24
IV. 3. Az izolalt torzs optimalis életfeltételeinek meghatarozasa ...........cccevveveriencennenne. 25
IV. 3. Az 1zolalt torzs fiziologias koriilményeinek vizsgalata...........cccoveevivienciieeniieinienns 25
IV. 4. Az iz0lalt tOrzsek aZONOSTLASA .....ccueeeueieiieiiieiieee et 26
IV. 4. 1. Vajon valéban képes-e a Paracoccus pantotrophus a celluléz biomassza
b10deZIradACIOIATAT ......eovieiiiriiiieeeet et 26
IV. 4. 2. A nitrogénforras lecserélésének hatdsa a celluloz biodegradacio hatékonysagara
......................................................................................................................................... 28
IV. 5. P. panthotrophus mentes kornyezetben végzett kisérletek a cellulozbonto
1ZOTATUMIMAL ...ttt sttt 29
IV. 5. 1. A cellulézbonté torzs anyagcsere aktivitasa sziirOpapir szénforrason .............. 30
IV. 5. 1. 1. A cellul6z bont6 izolatum anyagcsere folyamatainak vizsgélata kiilonb6z6
hOMETSEKISIEKEN ... 31
IV. 5. 1. 2. A celluloz (sziir6papir) mennyiségének hatdsa az izoldtum anyagcseréjére..34
V. Eredmeények €rt€KeIESE ......cccuiiiiiiiiiiie ettt e 36
VL OSSZEIOGIALAS ........vveeeeeeeeeeeeeeeee ettt s st s e 38
KOSZONENYIIVANTEAS. .....evieiiiie ettt e et e e s e e e e e e s nbeeesnneeenns 39
VIL Irodalomje@yzZeEK.......c.eoeuiiiiieiieie ettt et 40
NYIHATKOZAL......eeeiiieie et e e ae e et e e e taeeesaeessseeeesseeensseeenns 41



Roviditések

CI= celluldzbontd izolatum

CL= celluloz

Glii = gliikoz

DNS = dezoxiribonukleinsav

EDTA = etiléndiamin-tetraecetsav

LB = Luria Broth

MQ = ioncser¢lt viz

MT = minimal tapoldat

PCR= polimeraz lancreakcio6 (polymerase chain reaction)

GC = gazkromatograf

HPLC = Magas nyomasu folyadék kromatografia (High Pressure Liquid Chromatography)



1. Bevezetés

Az elmult évek, honapok politikai eseményei, és az a tény, hogy a fosszilis energiahordozé
készletek kimeriilében vannak, arra 6sztonzik a kutato- és fejlesztd laboratoriumokat, hogy
alternativ megoldéasokat talaljanak energiaigényiink kielégitésére.

Tobb megoldas is formaloédoban van, pl. a celluldéz alapu eljarasok kifejlesztése, melyek
soran folyékony vagy gdznemi energiahordozok nyerhetdk. Celluléoz alapi biomassza
hatalmas mennyiségben keletkezik a mezdgazdasagban, iparban és a haztartasokban is,
ezért adott a lehetdség, hogy ezt hasznos célokra forditsuk.

A celluloz a Foldon legnagyobb mennyiségben eléforduld szerves vegyiilet. Megtalalhato a
novények sejtfaldban lignin és hemicelluloz kéz¢ agyazva vagy akar a baktériumok
sejtfalaban. A celluloz gliikoz monomerekbdl felépiild, nem elagazd6 homopolimer,
melynek lebontdsara szdmos mikroorganizmus képes aerob €s anaerob koriilmények kozott
is. Am a legtobb leirt cellulozbontdé mikroorganizmus anaerob kériilmények kozott képes
eme vizben oldhatatlan vegyiilet atalakitdsara, végeredményként példaul szerves savakat,
H,-t eldallitva. A szerves savak tovabb alakithatok acetogének segitségével acetattd, amit
metanogén torzsek metannd konvertdlnak. A CHs és a H, energiahordozdként
szolgalhatnak a fosszilis eredetli tiizeldanyagok helyett, melyek kornyezetszennyezd
hatasuk mellett kimeriil6 félben vannak, tehat mar csak rovid ideig képesek az emberiség

energiaigényének kielégitésére.



I1. Irodalmi attekintés

I.1 A celluloz

I. 1. 1. A celluléz osszetételének altalanos jellemzo6i

A foldi ¢let egyik legmeghatirozobb biologiai folyamata a ndvények fotoszintézise,
melynek soran szervetlen vegyiiletekbdl - elsdsorban vizbdl €s szén-dioxidbol — nagy
mennyiségli névényi biomassza keletkezik. Ezen szerves anyagok tilnyomo tobbségét a
novényi sejtfal egyik f6 komponense a celluldz adja. Aranyait tekintve a novényi primer
sejtfal kortilbeliil 20%-a, mig a szekunder sejtfal koriilbeliil 30-40%-a celluldz [1]. Ezaltal
ez, a poliszacharidok csalddjaba tartozd polimer a Foldon el6forduld leggyakoribb szerves
anyag.
A celluloznak két tipusu struktaraja létezik [1], az I és a II szerkezetli biopolimer,
melyekbdl az I-es a nativ allapotban eléforduld, a Il-es pedig az erds luggal valo kezelés
soran kialakul6 cellulozt jeloli.
Szintézise monoszacharidokbol torténik. A tobb szdz vagy akér tobb ezer B-D-Gliikoz
molekula B-1,4-glikozidos kotéssel kapcsolodik 0Ossze eloszor cellobidzza, ami egy
diszacharid, majd ezen molekuldk tovabbi kapcsoldédasa révén alakul ki a cellulozra
jellemzd lineéris szerkezet. Tobb celluléz molekula 6sszekapcsolodasaval jonnek 1étre a
protofibrillumok, melyek tovabb rendezddve makrofibrillumokat képeznek. A szerkezetet
az er0s kovalens kotés mellett intra- €s intermolekularis H-hid kotések, valamint gyenge
van der Waals kotések is stabilizaljak [1]. A mikrofibrillumok kristdlyos ¢€s amorf
régiokbol tevédnek Ossze, tehat nem homogének [5].
A ndvényi sejtfalban (1. dbra) a cellul6zhoz lignin, hemicelluléz, kalldz, tovabba kutin is
kapcsolodik, melynek révén kialakul a masodlagos novényi sejtfal [1], ez megneheziti a
celluloz szabadda tételét.
Laboratoriumi kisérletekhez leggyakrabban tisztitott cellulozt hasznalnak, melynek tobb
fajtdja ismert. Ilyen pl.:

e holocelluldz, melyet a fak delignifikalasa soran nyeriink,

e vizoldékony karboximetil celluloz (CMC), melyet a cellulozbdl szintetikus tton

allitanak el6 ugy, hogy a hidroxil csoportokban (-OH) talalhaté hidrogént
karboximetil (- CH,COOH) csoporttal helyettesitik.



e mikrokristalyos celluléz, amely szinte teljesen megegyezik a természetes

cellulozzal [2].

Napjainkban az egyik legfontosabb feladat alternativ energiaforrasok, és az abbol
eldallithatod energiahordozok keresése a fosszilis energiahordozok helyett. A celluloz alapa
biomassza alkalmas arra, hogy biolizemanyagot Aallitsunk elé beldle [3]. A
bioilizemanyagok eldallitdsdhoz a celluloz tartalmi biomasszat eld kell kezelni, mely
tobbféle modszerrel torténhet. Beszélhetiink fizikai, kémiai és biologiai kezelésrdl. Fizikai
példaul a gézrobbantés, kémiai a savas hidrolizis, bioldgiai pedig a mikrobidlis bontés,
melyre szamos mikroorganizmus képes hidrolitikus enzimek segitségével aerob és anaerob

kortilmények kozott egyarant.
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1. abra

A celluloz szerkezeti felépitése [3]



I. 2. Néhany celluloz bontasara képes mikroorganizmus bemutatasa

Hidrolitikus enzimekkel szamos mikroorganizmus rendelkezik, de csupan néhany torzs
képes a ligninnel és hemicellul6zzal korbevett celluloz bontasara. A bontas torténhet acrob
¢s anaerob kornyezetben, am a biolizemanyagok eldallitasaban altalaban anaerob
kornyezetet kell biztositani a mikroorganizmusok szamara. Ennek megfelelden a celluloz
biomassza el0kezelésére is célszeri anaerob mikroorganizmusokat alkalmazni a
koltséghatékonysag szempontjabol. A teljesség igénye nélkiil néhany mikroorganizmust

jellemeznék, melyek anaerob koriilmények kozott képesek a celluldz hidrolizisére.

Bacteria, Divisio: Firmicutes, Classis: Clostridia, Ordo: Clostridiales, Familia:
Clostridiaceae [11]

A clostridiumok tobbségében szigortian anaerob szervezetek, am néhany faj aerotolerans.
Az utdbbiak szaporodni is képesek oxigén jelenlétében, de a spérdzasukat az oxigén
mindkét esetben gatolja. Anaerob kozegben viszont igen jol sporaznak. Kataldz negativ
szervezetek. Egyenes palcak, mozgok (peritrich flagellumokkal), vagy nem mozgékony
fajok tartoznak ide. Morfoldgiai alapon a Bacillus fajoktol nem kiilonithetok el.
Sejtfalukban mezo-diaminopimelinsavat tartalmaznak. Valtozatos az erjedési termékeik
skalaja. Vajsavas erjedés jellemzd rajuk, amely a vajsav mellett, etanolt ¢és alkoholokat,
példaul n-butanol, i-propanol, vagy acetont eredményez, melyek szerves oldoszerként jol
alkalmazhatdéak. A Clostridium fajok erjesztési képességét ipari mértekli oldoszer
eléallitasara is felhasznaltdk (pl. C. acetobutyricum). Extracellularis enzimeket termelnek,
melyek révén fontos szerepet jatszanak a biodegradécios folyamatokban. A clostridiumok

képesek kioldani a celluldz rostok koziil a konnyen emészthetd ndvényi anyagokat. [10]

Cellulézbonté fajok koziil megemlitendd a C. thermocellum €s a C. cellulolitycum, melyek
koziil az elsé egy termofil, a masodik pedig egy mezofil faj. Komplex celluldz rendszerrel
rendelkeznek, ami tobbnyire a sejthez kotott. Ezen kiviil pedig flagellumuk is van [2]. E

két faj kozil a C. cellulolitycum a ndvényevok gyomraban is eléfordul.



Bacteria, Divisio: Firmicutes, Classis: Clostridia, Ordo: Clostridiales,
Familia: Lachnospiraceae [11]

Kizarolag anaerob szervezetek, tobb fajuk is, példaul a Ruminococcus albus, R.
flavefaciens fontos szerepet toltenek be a ndvényevok gyomraban térténd ndvényi rostok
mezofil (optimélis novekedési hdmérsékletiik 39°C.), nem spdrazd, nem mozgékony
torzsek [12]. Komplex, sejtkotott cellulaz rendszerrel rendelkeznek [2]. A R. albus
fibrolitikus rendszerében a kiilonb6z6 cellulazok mellett megfigyelhetdk xilandzok illetve

észterazok is [13].

A fent emlitett fajok enzimei celluloszomaba rendezddnek, mely révén a baktérium sejtek
kitapadnak a rostokra, és ugy kezdik meg a celluloz emésztését. Kiviilrdl ezt a komplexet

egy glikokalyx réteg boritja [14], melynek védelmi funkcidja van.

Bacteria, Divisio: Fibrobacteres, Classis: Fibrobacteres, Ordo: Fibrobacterales,
Familia: Fibrobacteraceae Species: Fibrobacter succinogenes [11]

Nem mozgékony, palca alaka, mezofil baktérium, melynek az optimalis szaporodasi

hémérséklete 38°C. Obligat anaerob, sporat nem képez [2].

A Ruminococcus fajok mellett a masodik legfontosabb, novényevok gyomraban fellelhetd
fibrolitikus mikroorganizmus, mely a ruminococcusokhoz hasonldéan komlex, sejtkotott
cellulaz rendszerrel rendelkezik [2]. Molekularis és biokémiai vizsgalatokkal tobbféle
cellulolitikus aktivitasi enzimet azonositottak benne, mint példaul, xilanazokat, acetilxilan

€szteraz, a-arabinofuranozidaz, a-glikuronidaz [14].

Migneses rezonancia spektroszkopiai vizsgalatokkal igazoltdk azt, hogy a F. succinogenes
S85 torzs a celluloz degradécidja kdzben nem valogat sem az amorf, sem a kristalyos
régiok, sem a celluloz és sem pedig a hemicelluloz kozott, hanem az enzimatikus emésztés

parhuzamosan zajlik [14].
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I. 3. A kérodzok fermentacioja

I. 3. 1. A szarvasmarha, mint hatékony ,,celluléz atalakit6 rendszer”

A celluloz alapu biomassza atalakitasa lizemanyagga manapsag nagy érdeklodés targyat
képezi, ugyanis nagy mennyiségben all a rendelkezésiinkre.

A fifélék megjelenését és elterjedését kdvetden nem sokkal megjelentek a kérddzo allatok,
melyek méra a vilag dominans névényevd allataiva valtak.

Mar az okorban is felismerték az ide tartozo6 allatok azon tulajdonsagét, hogy fibdl tejet,
hast, bort illetve gyapjut képesek eldallitani. Ezaltal szervezetiik erds fermentécios
folyamatra enged kovetkeztetni, melynek sordn etanol, metan és illékony zsirsavak
keletkeznek. Ezen alternativ melléktermékeknek is igen magas az energiatartalma, ezért a
cél az lenne, hogy ezeket a melléktermékeket is kdzvetve lizemanyagként hasznositsuk.
Kisérleteink sordn tobb okbdl is a szarvasmarhat valasztottuk modellallatként. Egyrészt 6k
termelik az emberiség szamara a legtobb hust illetve tejet, masrészt pedig, mint a
legelterjedtebb allatok, 0k képviselik a cellul6z biomassza atalakitas csucsat.

Tovabba a szarvasmarhanak nagy az allkapocsszélessége, igy képtelen arra, hogy
véalogasson a kiilonb6zd szénafajtak kozott, ezaltal joval tobb takarmanyrostot képes
bevinni a szervezetébe, mint barmely masik kér6dzd allat. Az elfogyasztott taplalék a

benddbe kertil, ahol a mikroorganizmusok megkezdik a ,,kérddz6 fermentéciot”.

I. 3. 2. A bendo és a benne zajlo folyamatok

Az éllat altal elfogyasztott, ragédssal elOkezelt ndvényi rostok a benddbe keriilnek. A
gyomor az allat 6ssztomegének 1/10 része. Egy 600 kg-os allatban kb. 80 liter térfogatot
tesz ki [8].

A kér6édzok nem termelnek a novényi anyagok lebontdsara alkalmas enzimeket, hanem
baktériumokkal, gombakkal és protozoakkal élnek szimbiodzisban, melyek képesek azt
emészteni. A gazda biztositja a mikrobak novekedéséhez sziikséges optimalis kornyezetet,
a mikroorganizmusok pedig fehérjét, vitamint illetve rovid szénlancu zsirsavakat (ecetsav,
propionsav, vajsav) biztositanak a gazda szamara [7].

megfeleld miikodéséhez elengedhetetlenek a kornyezeti feltételek. Ilyenek példaul az

anaerob kornyezet, 39 °C, - 0,4 koriili redoxpotencial és a kozel semleges pH [8]. Ilyen



korilmények kozott a bendében eléforduld konzorcium igen magas szamu baktériumot
tartalmaz (>10'%-en sejt/g gyomortartalom) [7].

A kozel 30 féle bendd baktérium mellett, koriilbeliil 40 fajta protozoa és 6t gombafaj
alkotja a bend6 mikroflorajat.

A bendoben fellelhetd baktériumok 6t csoportba oszthatok. A folyadék fazisban szabad
baktériumok, a szubsztrathoz ,,lazdn” vagy szorosan kapcsolddd, a rumen epitéliumhoz

rogziild, illetve a protozoakhoz vagy gombasporakhoz kapcsolddo baktériumok.

1. 4. A celluloz lebontasara alkalmas enzimrendszerek

A celluloz (els6sorban novényi sejtanyagok) kiillonbozé mértékben Osszecsavarodott
poliszacharid ldncokbol 4ll és ligninbe ¢és hemicellulézba van beagyazva, amely
megneheziti az enzimek cellul6zhoz val6 hozzaférhetdségét [2].

A mikroorganizmusok Osszetett enzimeket termelnek ezen anyag lebontisara [2]. A
bakteridlis és gomba eredetli enzimek hatasara a novényi sejtfalbontds eredményeként a
celluléz komplex struktirdja alkotorészeire bomlik, amely mas éldlények szamara is
felhasznalhato, ezaltal visszakeriil a biologiai korforgasba [5]. Ezek az enzimek lehetnek
sejtkotottek vagy ,,szabadok™ [2].

A ,,szabad” celluldz enzimek nem képeznek nagy molekulasulytl komplexet, igy ezeket
,hem komplex” rendszereknek hivjuk [2], az extracelluléris térben talaljuk meg ezeket.

A mikroorganizmusok masik csoportja komplex celluldz rendszereket termel
(celluloszoma). Ez az aggregalddott enzimrendszer a celluldzlanchoz kapcsolja a mikrobat,
ezaltal hatékony cellulozbontésra képes a sejt. A sejtek rosthoz vald tapadasa (2. abra) egy
igen bonyolult folyamat, mely specifikus és nem specifikus részekre tagolhat6. Maga a
folyamat pedig négy fazisra oszthatd: 1. fazis: A mikroorganizmusok transzportja a
szubsztrathoz, ugyanis az elsddleges cellul6zbontd torzsek nem mozgékonyak, nem
rendelkeznek sem csilloval, sem flagellummal. 2. fazis: Kezdeti nem specifikus
kapcsolddas a szubsztrat megfeleld helyeihez. Ebben a fazisban alakul ki a glikokalix réteg
a sejtek koriil, amely poliszacharidokbodl, glikoproteinekbdl, glikolipidekbdl egyes
esetekben peptidogliikanbdl all. Feladata, hogy megvédi a sejtet a kiilsé behatdsoktol, mint
példaul a fagocitozistol. 3. fazis: Specifikus kapcsolodas a sejt és az emésztendd anyag
kozott. 4. fazis: A kapcsolodd mikroorganizmusok elszaporoddsa a novényi szovet

specifikus helyen, azaz a koloniaképzés [5].
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2. abra

A celluldz rostra kitapadt mikroorganizmusok scanning elektron mikroszkopos képe [9]

A celluloszomaban (3. abra) elsésorban a celluloz bontasara alkalmas enzimfehérjéket
talalunk, de eléfordulnak xilan4dzok és szénhidrat kotd doménnel rendelkezd fehérjék is. A
baktérium sejt a cellul6zkoté domén (CBD) segitségével kapcesolddik a celluldz rostokhoz.
A CBD és a tobbi enzimatikus aktivitassal rendelkezé fehérje a celluloszoOmaban a
scaffoldin fehérjékhez kapcsolddik, mely pedig a horgony fehérjén keresztiil rogziil a
baktérium sejthez. Celluloszomaval rendelkezik példaul a Clostridium thermocellum, a
Ruminococcus albus (eddigi ismeretek szerint az els6dleges cellulézbonté benddben) vagy
a gombak kozé tartozd Neocallimastix fajok [5]. A sejtkotott enzimek elénydsebbek a
szabad enzimeknél, mert koncentralt aktivitasuk van a szubsztrat felszinén, valamint
jobban ellenallnak a proteolizisnek [6]. Tipikusan anaerob kornyezetben fordulnak eld, és

egylitt élnek mas cellulolitikus és nem cellulolitikus mikrobakkal [2].
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3. abra

A celluloszoma altalanos felépitése [4]

A cellulézbonté mikroorganizmusok specifikus enzimeik segitségével (4. abra) képesek
hidrolizalni, majd metabolizalni a vizben oldhatatlan cellulozt. Az elmult két évtizedben
atfogd tanulmanyok késziiltek eme enzimrendszerek vizsgélataibol aerob és anaerob
koriilmények kozott, mind a baktériumok, mind a gombédk korében. A vizsgalatok alapjan
harom nagy csoportot kiilonithetiink el az enzimatikus aktivitas alapjan:
1, Endogliikandzok vagy mas néven 1,4-B-D-gliikkdn-4-gliikanohidroldzok (EC 3.2.1.4),
melyek taldlomra hasitanak a poliszacharid lanc belsé amorf helyein, ezaltal kiilonb6z6
hosszusagl oligoszacharidokat és 1) lancvégeket eredményeznek [2]. Ezek az enzimek
nem képesek a kristalyos régioban hasitani, de az amorf régidban torténd hasitast kovetéen
képesek a kristalyos részben is folytatni a celluloz hasitasat [5].
2, Exogliikandzok, beleértve a
- 1,4-B-D gliikan gliikkohidrolazokat, azaz a cellodextrinazokat (EC 3.2.1.74)
valamint a
- 1,4-B-D-gliikan cellobiohidroldzokat, mas néven a cellobiohidrolazokat
(EC3.2.1.91),
melyek a redukdldo ¢és nem redukaldé cukorvégeit bontjdk a lancoknak. A hasitas
eredményeként  gliikézt  (glikkanohidrolazok) ¢és cellobiozt  (cellobiohidroldzok)

szabaditanak fel. Tehat képesek a mikrokristalyos cellul6z megbontasara.



3, p-glitkozidazok vagy f-gliikozid glitkohidrolazok (EC 3.2.1.21) amelyek hidrolizaljék a
cellodextrint és a cellobiozt, igy a folyamat soran két glilkozt szabaditanak fel, mely

minden életforma szamara felhasznalhat6 energiaforras [2, 5].
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4. abra

A celluloz bontésara képes enzimek és hasitasi helyeik [5]
Abramagyarazat: NR: nem redukald vég, A: amorf régio, C: kristalyos régio,
EG: endo-B-1,4-gliikanazok, CBH: cellobiohidrolaz, 3-G: 3-gliikozidazok
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II. Célkituzéseim

A kimertiil6 fosszilis tiizeldanyagok helyett (kdolaj, foldgaz, kdszén, stb.), amelyek
eleve sulyos kornyezeti problémaékat okoznak, pl.: levegdszennyezés, iiveghazhatas,
vizszennyezés, 1j, megujuld energiaforrasok keresése a cél, melyeknek hasznalata eleget
tesz a fenntarthatd fejlodés elveinek, igy alkalmazéasuk nem karositja a kornyezetet.

A cellul6z biomassza atalakitisa iizemanyagga, manapsag nagy érdeklddés targyat képezi.
Munkam megkezdésekor azt tliztem ki célomul, hogy olyan mikroorganizmust talaljak,
amely nagy hatékonysaggal, gazdasagosan bontja a cellulozt.

Az irodalom mar szamos olyan mikroorganizmust leirt, amelyek igen nagy
hatékonysaggal képesek a cellul6z biomassza 4talakitdsdra. Ezen baktériumok illetve
gombak kiilonbozd teriiletekrdl szarmaztak.

Kutatasaim megkezdésekor azért tiiztem ki célul szarvasmarha gyomortartalombol
izolalni cellulozt atalakitd mikroorganizmust, mert — bar a szarvasmarhak anyagcsere-
folyamatair6l sok tanulmény latott napvildgot - Magyarorszdgon a szarvasmarha gyomor
tartalmat ebbdl a szempontbol még alig vizsgaltdk. A szarvasmarha bendd mikroflorajat
molekuldris  bioldgiai moddszerek  segitségével mar feltérképeztek, melynek
eredményeképpen igen sok cellulézbontd faj volt kimutathatd. Am valdsziniileg e
fajszinten azonositott torzsek nem mindegyike tarthaté fent laboratdriumi koriilmények
kozott, illetve az aktivitasuk megdrzéséhez sziikséges koriilmények biztositasa olyan plusz
koltségeket jelenthet, melyek az adott torzs ipari alkalmazasat gazdasagtalanna teszik.

Ennek megfelelden olyan szelekcids kisérletet terveztem, melynek soran ipari
célokra hatékonyan felhaszndlhato, konnyen kezelhetd torzset/tdrzseket tudok izolalni.
Célom volt megvizsgalni, hogy cellulozon, mint egyediili szénforrdson mely torzsek
képesek laboratoriumi koriilmények kozott szaporodni.

Azon tal, hogy a cellul6z hasznos biomassza, €s hidrolizisével gliikoz allithato eld,
mely az alkohol fermentacio kiindulési vegyiilete, gaznemi energiahordoz6 eléallitasaval
is kapcsolhato a bontasa. A kérédzok benddjében a cellulézbontdk altal képzett gliikozbol
savképzOk szervessavakat, abbol metanogének metant is képeznek, igy céljaim kozott
szerepelt, hogy a szarvasmarha gyomorbdl izolalt cellulozbontdé mikroorganizmussal a
biogaz fermentorok CH,4 termelését is eldsegitsem, amely a H, mellett szintén jelentds

alternativ energiahordozoként szerepel a XXI. szdzadban.
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II1. Anyagok és modszerek

A kisérleteim soran felhasznalt laboratériumi anyagokat a Biocenter, Merck, Reanal, Sigma,

VWR cégek altal forgalmazott termékek szolgaltattak.

A kisérleteimhez  felhasznalt mikroorganizmus  torzset  Gorzsai  Huslizembdl
(Hoédmezovasarhely, Tanya 3076) szarmazo szarvasmarha benddtartalombdl izoldltam
szelekcids eljarassal. Az altalam hasznalt (kontroll) torzsek: Ruminococcus albus DSMZ

20455, és Paracoccus pantotrophus DSMZ 2944.

II1. 1. Anyagok
I1I. 1. 1. Tapoldatok, taptalajok

1. Minimal tapoldat (MT) (pH= 6.8):

A torzsoldat: 100 mM KH,POq,
100 mM KZHPO4,
200 mM NaCl

B torzsoldat: 10 mM MgSO4x7H,0,
6 mM CaCl,x2H,0

C torzsoldat: adott szénforras (cellulozt és/vagy gliikozt hasznaltam) valtozo
koncentracioban az adott kisérlettdl fliggden

D térzsoldat: 0,1 g ZnSO4x 7H,0,
0,03 g MHCIzX 4H20,
0,3 g H3B03,
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,MoO4x 6 H,O 1 liter desztillalt vizben oldva

E torzsoldat (pH=7,0): 14 mg/ml FeSOy,
7 mg/ml Na,-EDTA

F torzsoldat: 1,5 M NH4NO;
F” torzsoldat: 1,5 M (NH4),SO4
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A fenti sterilezett torzsoldatok lent emlitett aranyanak Osszemérésével, 100 ml-re
kiegészitve steril desztillalt vizzel kapjuk a minimal tapoldatot:

5 ml A oldat,

5 ml B oldat,

szénforras az adott kisérletnek megfelelden (Celluloz, 1%, Glikéz, 2%),
0,2 ml D oldat,

0,1 ml E oldat,

1 ml F oldat

2. LB (Luria Broth) tapoldat: 1 liter desztillalt vizben oldva, pH=7,0-re NaOH-val beallitva

10 g tripton,
5 gélesztd kivonat,
10 g NaCl

3. LB taptalaj, agar lemezek: LB tapoldat 1,5 % Bacto agar tartalommal

4. Minimal taptalaj+mikrokristdlyos Cellul6z: minimal tépoldat 1,5 % Bacto agar
tartalommal +1 (m/V)% mikrokristalyos Cellul6z

5. Minimal taptalaj+gliikkdz: minimal tapoldat 1,5 % Bacto agar tartalommal+ 2 (m/V)%
sterilre sziirt gliikkdz oldat

6._Fiziologias sdoldat: 8,6 g NaCl 1 liter desztillalt vizben oldva

7. Ruminococcus albus tapoldat:

Tripton 50g
Eleszt6 kivonat 20¢g
Gliikéz 30g
Cellobioz 20¢g
Téapoldat 1 40,0 ml
Tapoldat 2 40,0 ml
Resazurin 1 mg
Desztillalt viz 920,0 ml
N8.2CO3 4,0 g
Zsirsav keverék 1,0 ml
Cisztein-HCI x H,O 500,0 mg

Melybdl a tapoldat 1, 2 és zsirsav mix Osszetétele:
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Tapoldat 1

K>HPO, 0,6 %
Tapoldat 2

KH,PO, 0,6%

(NH4),SO4 2,0%

NaCl 1,2%

MgSO,4 x 7 H,O 0,25%

CaCl, x 7 H,O 0,16%

Zsirsav keverék:

Vajsav 10,0 ml
Izovaleriansav 10,0 ml
2-metil vajsav 10,0 ml
Desztillalt viz 70,0 ml

A fenti oldatok sterilezés utdni Osszemérésével kapom meg a Ruminococcus albus
tapfolyadékat.
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I11. 2. Modszerek

I1I. 2. 1. Cellulézbont6 baktériumok szelektalasa, enzimatikus aktivitasuk és

anyagcseréjiik igazolasa

1. Baktériumok szelektalasa cellulézbontasuk alapjan:

A Gorzsai Husiizembdl szarmazoé mintdkat mintavétel utan 2,5 1 térfogati anaerob
taroloedénybe helyeztem és azonnal lezdrtam. Az edénybe oxigén katalizatort helyeztem
(OXOID, cikkszdm: AN0025A)

Ezt kovetden fiziologias sooldatban felvettem a bendOtartalmat, majd 1 o6ran keresztiil
razattam a szuszpenziot. A rdzatas utan nuccson szirtem le a folyadékot, melyre el6zetesen
0,2 pm-s Millipore sziirdt helyezetem. A szlrén fennmaradt ndvényi tormeléket
szélesztettem csak 1 (m/V) % mikrokristalyos cellulozt, valamint 1,5 % Bacto agart

tartalmazo taplemezre, anaerob koriilmények kozott.

2. Congo vOros proba:

A mikroorganizmusok endogliikoziddaz  aktivitdsanak detektdlasara  egyszerlien
alkalmazhatd eljards, melynek sordn a csak cellulozt, mint szénforrast tartalmazo
lemezekre eldzetesen leoltott baktérium telepeket inkubéacio utan 10ml 10mg/ml-es Congo
vorossel ledntjiik, majd egy oran keresztiil rdzatjuk. Ezt kovetden a felesleges festéket
ledntjiik, majd 10ml 1M-os NaCl oldattal tovabbi 1 6ran keresztiil razatjuk a lemezeket. A
folyamat befejeztével a felesleges NaCl oldatot ledntjiik és szabad szemmel is meg tudjuk
figyelni a vOords hattér alatt az endogliikoziddz aktivitassal rendelkez6 telepek koriil a
feltisztulast (elbontott celluloz esetén nem festddik az agar lemez azon a ponton). A

bontasi zona dtmérdje aranyos az endogliikozidaz aktivitassal.

3. Légtéranalizis gazkromatograffal:

A géaztereket gazkromatograffal analizaltam (Agilent, Shimadzu). A miiszer miiszaki adatai
a kovetkezok:
Teljes légtéranalizis:

GC: Shimadzu GC 2010

Detektor: hdvezetdképességi detektor (150 °C)

Detektorvéddgéazaram: 14,3 ml/perc
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Vivogaz: Nitrogén (5.0)

Inlet iizemmod: Split (0,5:1)

Inlet hémérséklet: 200°C

Purge Flow: 3.0ml/perc

Kolonna: HP PlotQ (30m x 0,5 x 40 um)
Kolonnatér hdmérséklete: 90 °C

Linearis aramlasi sebesség: 76,4 cm/perc

A H; jelenlétét igazolo analizis:
GC: Agilent 6890
Detektor: hévezetOképességi detektor (160 °C)
VivOgaz: Argon (5.0)
Inlet tizemmod: Split (0,2:1)
Inlet hémérséklet: 150°C
Constans Flow: 17,0 ml/perc
Kolonna: HP Molesieve 5 A (30m x 0,53mm x 25 um)
Kalyhahémérséklet: 60 °C

Lineéris dramlési sebesség: 76,4 cm/perc

A gazmintdkat Hamilton fecskenddvel injektaltam a késziilékekbe. Mennyiségi
meghatarozashoz kalibraciot végeztem, az adatokra filiggvényt linedris regresszioval

illesztettem.

I1I. 2. 2. A fajok azonositasa 16S rDNS szekvencia analizissel

Ha szeretnénk meghatarozni az altalunk izolalt torzset, akkor sziikséges a genomi DNS
elozetes kinyerése a sejtekbdl €s azt kovetden egy specifikus szakaszanak felsokszorozasa,
melyhez PCR-t hasznalunk, univerzalis primerekkel (27, r1492) a 16S rRNS génre, mely
alapjan jo kozelitéssel meghatarozhato az izolalt faj.

Munkam sordn, mivel ismeretlen mintdval dolgoztam, ezért kétféle tesztrendszerrel
(Gram+ ¢és Gram- baktériumok tisztitasara alkalmas recept) probaltam a genomi DNS-t
kitisztitani. Munkam soran a DNS kivonasdra a Sigma GenEluteTM Bacterial Genomic
DNA kitet (baktériumi genomi DNS izolal6 kit, NA2110-1KT) hasznaltam. A tisztitast a

protokoll megvaltoztatasa nélkiil végeztem.
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A riboszomalis 16S RNS génjének részleges szekvencia analizise a baktériumok specifikus
azonositasat teszi lehetévé. A 16S rRNS az éldvilagban univerzalisan el6fordul. Az ezt
koédold géneknek 1éteznek olyan régidi, amelyek nagyon hasonldak a baktériumok korében,
a koztik levé szekvencia viszont az adott baktérium fajra specifikusan jellemzé. A
folyamat soran a koztes régiordl készitiink PCR terméket, melynek szekvencia analizisébol
viszonylag pontosan meg tudjuk adni az izolalt faj nevét. A polimeraz lancreakcié soran
minden baktériumra univerzalis primerekkel biztositjuk az adott szakasz sokszorositasat.
Az éltalam is hasznalt univerzalis primerek a kovetkezok:

27 (5°-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")

r1492 (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)

A primerek a 16S rRNS gének 27-es, illetve 1492-es pozicidjanal kezdddnek. (A
szekvenciaban 1év0 M jelentése A vagy C; az Y pedig T-t vagy C-t jeldl.)

Az altalam hasznalt PCR reakcio az alabbi:

I ciklus:

95 °C-on 5 perc lizis, abban az esetben, ha kolonia PCR végziink. Célja a sejtek lizise,
melyet kovetden a mintdkhoz adunk 0,5 pul DyNAzyme termostabil DNS polimeraz
enzimet. Ha genomi DNS-bdl indulunk ki, akkor ez a ciklus kimarad.

A reakcidokat Hybaid PCRExpress késziilékben végeztem.

30 ciklus:

95 °C, 1 perc (denaturacio- a templatként szolgalo szalak szétvalasa)
52°C, 1 perc (anellacio- a primerek kotédése a templat szalakhoz)
72 °C, 1 perc (elongéacid- az 1y DNS szal szintézise)

1 ciklus:
72 °C, 5 perc (utdpolimerizacid, hogy az enzim befejezze a szintézist)

A PCR reakcidhoz felhasznélt reakcioelegy - Master Mix:

10x DyNAzyme puffer,

10x ANTP-mix (2,5-2,5mM koncentraci6 nukleotidonként),
10x f27 primer (10 pM),

10x 11492 primer (10 pM),

Steril MQ viz.
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Ebbdl a Master Mixbdl a PCR csovekbe 29 pl-t helyeztem, majd hozzamértem 1-1 pl
templatot (olyan genomi DNS-t, melyet el6zéleg kivontam a sejtekbdl), majd 0,5 pl
DyNAzyme polimerdz enzimet (Finnzymes, F-501-L). Ezt kovetdéen pedig a PCR
késziilékbe helyeztem a mintdimat.

A kapott PCR termékeket 1 %-os agardz gélen ellendriztiikk. A PCR termék szekvencidjat
meghataroztuk, majd a kapott DNS szekvencidt BLASTN programmal hasonlitottuk az

NCBI GenBank adatbazisban szerepld szekvencidkhoz.

II1. 2. 3. DNS izolalasa gélbél

A PCR termék teljes mennyiségét megfuttattam 1%-os agardz gélen Tris-acetat-EDTA
pufferben (80V, 30perc). Méretének meghatarozasdhoz 1 kb-os Fermentas SMO0311
GeneRuler-t hasznéltam.

A gélbol a PCR terméket futtatds utdn izolaltam gy, hogy a géldarabot, ahol a DNS
elhelyezkedik kivagtam a gélbdl UV-fény alatt. A fragment izolaldshoz a Fermentas DNA
Extraction Kit-et (DNS elvalaszt6 kit, #K0513) alkalmaztam.

III. 2. 4. Szerves savak meghatarozasa HPLC segitségével

A mintdkban jelen levé szerves savak mennyiségét nagynyomast folyadék
kromatografia (Hitachi Elite LaChrom HPLC) segitségével hataroztam meg. Az
eredmények leolvasasat és kiértékelését pedig EZChrome Elite programmal végeztem el.
Oldoészerként 0,01 M kénsavoldatot hasznaltam, melynek aramlasi sebessége 0,8 ml/perc
volt. A mintak elvalasztasa ICsep ICE-COREGAL 64H oszloppal tortént, azonositasuk L-
2490 refraktiv index detektorral. Mérés el6tt a mintaimat 0,2 pm porusatmérdvel
rendelkezd fecskenddsziirdn atsziirtem azért, hogy a szennyezddéseket, bakteridlis sejteket

ne vigyem fel az oszlopra.
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IV. Eredmények

IV. 1. Szarvasmarha bendotartalom mikroflorajanak feltérképezése

Munkam megkezdésekor céljaim kozott szerepelt, hogy szarvasmarha gyomortartalombol
olyan cellulézbontd baktériumokat szelektaljak, amelyek megfelelé hatékonysaggal
képesek a celluloz biomasszat atalakitani, elsdsorban konnyen felvehetd egyszerii
cukrokkd, valamint hidrogénné.

Ennek megfeleléen a Gorzsai husiizembdl szarmaz6 benddtartalmat kezdtem el vizsgalni,
hogy laboratoriumi koriilmények kozott, a gyomortartalom fizioldgias sdoldatban torténd
felvétele utan, anaerob koriilmények kozott milyen mikroorganizmusok szaporodnak
celluldz tartalmu tapagaron.

A benddtartalom mikroszkopos vizsgalata alapjan igen gazdag mikrofléra van jelen a
szarvasmarhdk gyomraban. Megfigyeltem hosszu és apré palcékat, kicsi gorbiilt palcékat,
kokkuszokat, illetve sporazé torzseket is.

Kezdeti kisérleteimet a teljes benddtartalommal végeztem, melyhez a cellulézbontd
kontrollként Ruminococcus albus DSMZ 2944 torzset hasznéltam, és ennek tapfolyadékat
alkalmaztam annyi mddositassal, hogy nem tartalmazott a tapfolyadék tripton és cellobioz
szervesanyagot, csupan 0,06 % gliikézt (mely arra elegendd, hogy a sejtek anyagcseréje,
illetve szaporodasa valamelyest meginduljon). Szénforrasként 1 % mikrokristalyos
cellulozt alkalmaztam. A sejteket tobb napon keresztiil inkubdltam. Az inkubécios
hémérsékletet az irodalmi adatok alapjan 37°C-ra allitottam be.

A cellul6z szubsztraton nevelt marha benddbdl szdrmazd kevert kultira gaztermelését

gazkromatograffal ellendriztem:
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1 1.865 629236 4169 10.193 ul 2 CH4
2 2.331 105534 20232 9.701 ul 3 CO2
Total 824770 123401

5. abra

A benddkonzorcium gaztermelésének kromatogramja, 6 napos inkubacid végén.

Az 5. dbra kromatogramjan metan €s széndioxid azonosithato, hidrogén nem. Ez a mérési
eredmény nem okozott meglepetést, ugyanis az irodalom alapjan a bendé mikroflorajanak
fontos tagjai a metanogének, melyek képesek a celluléz hidrolizise soran felszabadulo
egyszerl cukrokbol keletkezd ecetsavbol €s hidrogénbdl metant képezni. Masik csoportjuk
pedig H,-bol ¢és CO,-bol képes CHg-t eldallitani. Azt feltételeztiik tehat, hogy a
cellul6zbontdk termelnek hidrogént, és azt a jelen levé metanogének aktivan felveszik, és
metantermelésre forditjdk. Eme feltételezést az is aldtdmasztotta, hogy mig a
metantermelés naprol-napra ndvekedett, addig a CO, mennyisége jelentdsen nem valtozott.
Tehat a jelen levd metanogének a cellulozbontdé mikroorganizmusok anyagcseréje soran
felszabadult Hp-t és CO»-t folyamatosan metannd alakitottak. A fentiek alapjan levonhatjuk
azt a kovetkeztetést, hogy a gdztermelés szempontjadbdl szamunkra fontos
mikroorganizmusok aktiv anyagcserére képesek laboratoriumi koriilmények kozott is.

Vizsgalataim igazoltdk, hogy a benddben vannak celluloz bontd toérzsek melyek

crer
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IV. 2. Cellulozbonto torzs izolalasa bendotartalombol

Szamos kutatds eredménye igazolja, hogy a ndvényevd allatok gyomraban sok mas
mikroorganizmus mellett fontos szerepet jatszanak a felvett tdpanyagok atalakitisaban a
cellulézbontd mikroorganizmusok.

Szelekcids kisérleteim célja az volt, hogy a benddtartalombol tiszta, 6nalld telepeket
kapjak, melyet tobb 1épcsében tudok megvalositani. Ehhez szigoraan anaerob koriilmények
kozott, szénforrasként csak mikrokristalyos cellulozt (1 m/V %) tartalmaz6 minimal agar
lemezen izolaltam a célbaktériumokat. Az inkubéacios hdmérséklet 37°C volt.

Az utolsod 1épésben (amikor az agar lemezen az 06nalld telepek tiszta tenyészeteknek
latszottak) nyert lemezekrdl egy telepet kivalasztottam, melyet a tovabbiakban
cellulézbont6 izolatumnak (CI) nevezek.

A cellulozbont6 képességet Congo vords probaval is megerdsitettem (6. abra).

6. abra

A celluldzbont6 izolatum Congo vords probaval igazolt cellulozbontasa, 5 napos inkubacid végén.
A leoltasi pont koriil az agar halvanyabban festddik a cellul6z koncentracio csokkenése
kovetkeztében.

24



IV. 3. Az izolalt torzs optimalis életfeltételeinek meghatirozasa

IV. 3. Az izolalt torzs fiziologias koriilményeinek vizsgalata

A bendd mikroflorajabol szelektalt cellulozbontod torzs életfeltételeinek optimalizalasa
azért volt fontos, mert a konzorcium szélesebb homérsékleti és egyéb optimummal
rendelkezhet. Noha az izolalt térzs a bendd mikrofléra fontos tagja, ez nem jelenti azt,
hogy 37°C-on dolgozik a legjobban. Ezen kovetkeztetésbdl kiindulva a benddben mérhetd
hémérsékletnél alacsonyabb és magasabb homérsékleteket alkalmaztam a mintak
inkubaléasa soran. Ezen kisérletekben is szénforrasként 1 m/V % mikrokristalyos cellulozt
hasznaltam minimal tapoldatban (MT).

Eldzetes kisérletekbdl tapasztaltam, hogy a kizarolagos szénforrasként csak cellulozt
tartalmazo tapoldatban a cellulozbontd torzs szaporodéasa elmarad a konnyen felvehetd, pl.
gliikozt tartalmazo tapoldaton szaporitott sejtektdl, ezért tovabb kell inkubalni a kulturat,
hogy elérjiik a kelld sejtszamot.

Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a CI hdémérsékleti optimuma a mezofil
tartomanyba esik, hiszen magas hdmérsekleten (>50°C) nem szaporodott jol (ezekrdl dbrat
a hely sziike miatt nem mutatok be).

A kovetkezd kisérletekben tovabbi inkubécios homérsékleteket alkalmaztunk, hogy
pontositsuk a tartomanyt. Az 5 napos inkubacid sordan a kovetkezd homérsékleteket
hasznaltam: 27- 30- 33- 37- 40°C.

Az inkubdci6 sordn naponta vettem mintat a kultira légterébdl és GC segitségével
hatdroztam meg annak CO, tartalmat, melybdl kovetkeztetni lehet arra, mely
hémérsékleten a leghatékonyabb a sejtek anyagcseréje, ugyanis a cellulézbontés
eredményeképpen (glikolizis, anaerob fermentacio) CO, szabadul fel.

A kapott eredményeket a kovetkez6 abra mutatja:
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7. abra

A cellulo6zbonto izolatum CO, termelése a hdmérséklet fiiggvényében celluldz szénforrason

A 7. abran jol latszik, hogy a CI anyagcsere aktivitasa 30 és 40 °C kozott hasonld mértéki,

ezért a tovabbi kisérleteimet az irodalmi adatokra timaszkodva 37°C végeztem.

IV. 4. Az izolalt torzsek azonositasa

Miutdn megbizonyosodtam a kivalasztott izolatumom cellulozbontd képességérdl,
sziikségessé valt az addig még ismeretlen CI azonositésa.

A szénforrasként csak celluldzt tartalmazo tapagarrdl izolalt térzset kivantam azonositani.
A cellulézbonté kultira folyadékfazisabol izolalt CI térzset Paracoccus pantotrophus-ként
azonositottam 16S rDNS szekvencia alapjan. Ez igen nagy meglepetést okozott, hiszen a
Paracoccus pantotrophus egy nitrogén asszimilacidjdban résztvevo, fakultativ anaerob faj,

melyrdl még senki nem irta le, hogy képes a celluldzt, mint szénforrast felhasznalni.

Ezért a kovetkezo kisérleteket eme meglepd adat igazolasara végeztiik el, melyekhez, mint

pozitiv kontroll a Paracoccus pantotrophus DSMZ 2944 térzset hasznaltam.

IV. 4. 1. Vajon valéban képes-e a Paracoccus pantotrophus a celluléz biomassza

biodegradaciojara?

Az azonositast kovetden olyan kisérletet terveztiink, mely megerésiti, hogy az altalunk

izolalt torzs tényleg Paracoccus pantotrophus, és képes a celluloz biomassza atalakitasara.
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A kisérlet megtervezésénél az irodalmi adatokat tartottuk szem el6tt, melyek szerint a P.
pantotrophus kozel semleges pH-n, 37°C-on, aerob ¢és anaerob koriilmények kozott is

képes anyagcserét folytatni.

Ennek megfeleléen az altalam izolalt térzset leoltottam szénforrasként vagy csak cellulozt,
vagy csak gliikozt tartalmazo, minimal tdpoldatra aerob, illetve anaerob koriilmények
kozott. A vizsgalatokat szilard fazison illetve folyadékkultiraban is elvégeztem, mert az
irodalmi adatok alapjan ez egy nem mozgékony baktérium. Az inkubdciés hdmérséklet
minden esetben 37°C volt. A baktérium szdmara anaerob koriilmények kozott emelt nitrat

koncentraciot biztositottunk, mint alternativ elektronakceptort.

CT starter
Aerob Anaerob
Lemez Folyadék Lemesz Folyadék
CL Gla CL Gla CL Gli CL Gli
- + - + + + + +
8. abra

A Paracoccus pantotrophus cellulozbonto képességének igazolasara tett kisérlet felépitése

Jelmagyarazat: °+° : szaporodik, ’-’ : nem szaporodik, Glii : gliikéz, CL : celluldz

A kiilonbozo feltételek mellett nevelt kultara csak anaerob koriilmények kozott volt képes
a mikrokristalyos celluloz bontdsara, aerob kornyezetben csupan gliikkozon volt képes
novekedni, cellulézon nem (8. 4bra). Aerob koriilmények kozott csak gliikkozon volt
tapasztalhatd szaporodas, ami azt engedi feltételezni, hogy a celluléz bontd torzs obligat
anaerob, aerob koriilmények kozott nem aktiv, viszont mellette megbtijik a Paracoccus,
amely mind aerob, mind anaerob képes anyagcserét folytatni. Tovabba megfigyeléseink

alapjan a Paracoccus jelenléte pozitiv hatassal van a celluldz hidrolizisére.

A kovetkezo kisérletben, hogy kikiiszoboljem a P. pantotrophus ,.fertézést”, a MT-ban az

NH4NOs-ot kicseréltem (NHy4),SO4-ra, ugyanis feltételeztem, hogy a P. pantotrophus a
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cellulozbonto térzs mellett azért volt képes anaerob koriilmények kozott szaporodni, mert

az NH4NOs-ot, mint végso elektronakceptort hasznalta.

Amennyiben a P. pantotrophus, mint nitratlégzé nitrat elektronakceptor hidnydban
képtelen fennmaradni anaerob koriilmények kozott, akkor a cellulozbontd melldl

kiszelektalodik.

IV. 4. 2. A nitrogénforras lecserélésének hatasa a celluloz biodegradacio

hatékonysagara

Az NH4NO;3 (NHy),SO4-ra vald cseréje mellett a cellulézbontd izolatumomat kiillénb6zo
pH értéki (pH= 6.4, 7.0, 7.4, 8.0) minimal tipoldatra oltottam le, amely kizardlagos
szénforrasként csak mikrokristalyos cellulozt tartalmazott (1 m/V %). Az eltérd pH
értekeket KoHPO4 és KH,PO4 aranyanak valtoztatdsdval allitottam be. A kémbhatas
valtoztatasaval arra szerettem volna fényt deriteni, hogy a cellulozbonto izolatumomnak mi
az optimalis kornyezeti pH-értéke, ugyanis lehetséges, hogy a fertézés befolyasolta az
eddigi vizsgalataimat a pH optimumra nézve. Az inkubacids hdmérséklet ebben az esetben
is 37°C volt. (Kontroll torzsként a P. pantotrophus DSMZ 2944 torzset ebben az esetben is
felhasznaltam az el6z6 eredmény megerdsitése céljabol). A kultirdk anyagcsere-

folyamatait, a termel6dd gazok mennyiségeét GC segitségével ellendriztem.
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9. abra

A 37°C-on inkubalt kultura (pH=7.0) légterében a H, és CO, mennyiségének valtozasa a napok
muléasaval. K= kontroll (P. pantotrophus DSMZ 2944 t6rzs)
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A kilonbozé pH értékekre beallitott kultirak koziil a semleges kémhatasu mutatta a
legjobb anyagcserét, ezért ezt a grafikont mutatom be (9. abra). A grafikonon jol latszik,
hogy a CI torzs képes a cellul6z bontdsara és anyagcsere végtermékként Hp-t és CO,-t
bocsat ki a kdrnyezetbe. A kontrollként hasznélt P. pantotrophus torzs sehol sem mutatott
anyagcsere aktivitast, ¢s nem is szaporodott az alkalmazott tdpoldatokban, ami megerdsiti
feltételezésiinket, hogy celluloz bontd izolatumunk mellett csupan segéderdként jatszik

szerepet. (A cellul6z bont6 torzs azonositasa folyamatban van.)

IV. 5. P. panthotrophus mentes kornyezetben végzett kisérletek a

cellulozbonto izolatummal

Az irodalmi adatokra tdmaszkodva azt gondoljuk, hogy a benddben a cellulézbontd
mikroorganizmusok egy csoportja gy képes a leghatékonyabb modon cellul6z biomasszat
atalakitani, hogy kitapad a n6vényi rostokra és glikokalyx réteget képez maga koré. Ezzel

elkertiilve a fagocitozist, karos kdrnyezeti behatasokat.

Elképzelésiink szerint a mikrokristalyos cellul6z nem ad megfeleld feliiletet a
kitapadashoz. Ezért elvégeztem egy olyan kisérletet melyben a mikrokristalyos cellulozt
szliropapirral helyettesitettem (a szlirépapir lényegében tiszta celluléz). Ugyanis a
szlrOpapir joval nagyobb feliiletet biztosit ezen mikroorganizmusok szdmara a

kitapadashoz.

Torzseim aktivitdsat megvizsgaltam razatott, és nem razatott koriilmények kozott is arra
keresve valaszt, hogy a rdzatds hatassal van-e a sejtek ,,mikodOképességére”, azaz a
szlirbpapirra (celluloz) tapadasra, és bontdsara. A rdzatds kovetkeztében egyrészt
homogénebb a tapanyageloszlas, masrészt pedig valamelyest a rdzatds hozzdjarul a
benddben zajloé folyamatok (a bendd keverd funkcidja) valdsadghilibb rekonstrukcidjahoz.

Ugyanakkor zavarhatja a sejtek kitapadasi folyamatat, ami hatraltatja azok anyagcseréjét.
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IV.5. 1. A cellulozbonto torzs anyagcsere aktivitasa sziirépapir szénforrason

A cellulozbontod izolatum tisztitdsat kovetden leoltottam csak sziirOpapirt tartalmazo
minimal tapfolyadékra. Az inkubacié 37°C-on tortént. A fent emlitett okok miatt pedig az
egyik sorozatot razatott koriilmények kozott 150 rpm sebeséggel mozgattam. Kontrollként

sejtmentes mintat alkalmaztam.

10. abra

Szénforrasként csak szlirOpapirt tartalmazoé MT tapoldaton novesztett CI kultira, és a sejtmentes
kontrol (K), 6 napi inkubaci6 utan. Az inkubacids hémérséklet 37°C volt.

Az 10. abran jol latszik, hogy az izolatum képes volt a sziirépapiron szaporodni,
megkezdte annak lebontasat. A szirépapir szétbomldsa minden bizonnyal a
mikroorganizmus aktivitasinak kovetkezménye, nem pedig a rdzatidsé, ugyanis a

sejtmentes kontrollban a sziirpapir egyben maradt.

A kovetkezd kisérletet arra terveztem, hogy megallapitsam, hogy az izoldtumom képes-e
H, —t eldallitani sziir6papir szénforrason. A leoltast kovetden vizsgéaltam a légtér
gazosszetételének valtozasat a napok mulasdval Shimadzu GC segitségével. A kapott

eredményeket az alabbi grafikon szemlélteti (11. dbra).
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11. abra

A cellulézbonto izoldtum CO, és H, termelése szlir6papir szénforrason.

A 11. abran jol latszik, hogy az izolatum képes a szlir6papirt, mint szénforrast hasznositani,

anyagcsere melléktermékként CO, —ot és H,-t eldallitva.

Osszehasonlitva a 9. és a 11. &brat, megallapithatd, hogy a CI joval hatékonyabb

anyagcserét folytat szlirdpapiron, mint mikrokristalyos cellul6zon.

IV.5. 1. 1. A cellul6z bonté izolatum anyagcsere folyamatainak vizsgalata kiilonb6zo

homérsékleteken

Az irodalmi adatok alapjan a cellulézbont6 torzsek a hidrolizis eredményeként
felszabaduld gliikozbol szerves savakat képesek eldallitani, mint példaul ecetsavat,
propionsavat, vajsavat. Ennek megfeleléen olyan kisérletet allitottam Ossze, melyben
vizsgaltam a CI anyagcsere aktividsat kiilonbozd hdémérsékleteken. Az anyagcsere
jellemzésére a CO, és H, felszabadulds mellett szerves savakat is vizsgaltam. A IV.3.
alfejezetben targyaltak alapjan a CI 40°C felett jelentGsen veszit az anyagcsere
aktivitasabol, ezért ezen kisérletben 30, 33 és 37°C-ot alkalmaztam, szénforrasként pedig
1(m/V)% celluldzt (szlir6papir) minimal tapfolyadékban, 150 rpm-en rdzatva, szigortian
anaerob koriilmények kozott.

A kapott eredményeket a kovetkez6 abrak mutatjak:
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12. abra

A CI anyagcsere folyamatai soran felszabadulé CO, mennyiségének valtozasa a napok mulasaval,
30, 33 és 37 °C-on, sziir6papir szénforrason.
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13. abra

A CI H, termelése 30, 33 és 37 °C-on, szlirépapir szénforrason.
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14. 4bra

A CI anyagcseréje soran felszabadul6 szerves savak mennyiségének valtozasa a napok mulasaval.

A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy a CI 30, 33 és 37°C-on szinte azonos
mértékben folytat anyagcserét. A CI 30°C-on valamelyest lassabban adaptalédik az adott
koriilményekhez, viszont a 3.- 4. napon eléri, s6t le is hagyja a 33, 37°C-on inkubalt

mintakat.

Irodalmi adatok alapjan a mintdkban ecetsav mellett megjelenhet a tejsav is, mint
anyagcsere melléktermék, de csak kis koncentracidban, ugyanis azt a sejtek rogton tovabb
is alakitjdk. A 14. abran ez jol megfigyelhetd, hiszen csak igen kis koncentracidoban van
jelen a mintakban a tejsav. A 30°C-on inkubalt mintdkban talan azért lehet magasabb a
tejsav koncentracidja, mert ezen hdmérsékleten, a tejsav, mint intermedier atalakitasat
katalizadld6 enzimek mikodése nem annyira Osszehangolt a savat képzd enzimek
miikodésével. A 33 és 37°C-on inkubalt mintdkban az 6t6dik napra csokkent az ecetsav
koncentracidja, ami magyardzhat6 azzal, hogy az izolatum az anyagcsere soran keletkezd
ecetsavat képes tovabbalakitani. Ekkorra bedll egy egyensuly a savtermelés és savatalakitas
kozott, ugyanis a tulzott szerves sav tartalom a tdpoldatot tilzottan lesavanyithatja, mely az

anyagcsere folyamatok lassulasahoz, esetleges ledllasadhoz vezethet.

Osszességében megallapithat, hogy a CI celluldoz bontisabdl szirmazo anyagcsere

termékeinek mennyisége kozott 30, 33 és 37°C-on nincs jelentds eltérés.
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IV.5. 1. 2. A cellul6z (sziiropapir) mennyiségének hatasa az izolatum anyagcseréjére

Az irodalmi leirdsok alapjan a celluldz bontasara képes mikroorganizmusok tobbsége gy
képes a leghatékonyabban a celluloz biomassza atalakitasara, hogy kitapad a rostok
felszinére. Erre az ismeretre, illetve méréseink eredményeire tamaszkodva (IV. 5. 1.
fejezet) megvizsgaltuk, hogy a sziir6papir mennyiségének novelésével, ezaltal a
kitapadasra alkalmas feliiletek novelésével, milyen mértékben fokozhaté a cellulozbontés.
Ezen kérdés megvalaszoldsara olyan kisérletet allitottam 0Ossze, melyben minimal
tapfolyadékban kiilonb6z6 mennyiségben alkalmaztam a sziir6papirt, mint szénforrast. A
kisérlet soran a kovetkez6 cellul6z mennyiségekkel dolgoztam: 0,1; 0,5; 1,0 és 2,0 (m/V)
%. Az inkubacio koriilményei: szigorGian anaerob kornyezet, 150 rpm, 37°C.

A kapott eredményt az alabbi grafikon szemlélteti:
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15. abra

A CI anyagcseréje soran felszabadulé CO, mennyiségének valtozasa az id6 mulasaval, kiilonb6zo

crer

A 0,1 (m/V) % cellulozt tartalmazd mintdk jelentésen elmaradtak a tobb szubsztratot
tartalmazé mintaktol, amely annak lehet a kdvetkezménye, hogy ez kevés szénforras a CI
szamara, ¢s igen kicsi feliiletet biztosit a sejtek kitapadasahoz. A 2,0 (m/V) % celluloz
tartalma minta esetén viszont a CO, felszabadulds elmarad az 1,0 (m/V) %-os mintaktol,
ami tobb tényezd eredménye is lehet. Egyrészt a magas celluloz tartalom altal biztositott

nagy feliiletre esé mikroorganizmusok szama alacsony, tehat az inokulummal bevitt
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mikroorganizmus mennyiség kitapaddsdhoz sziikséges feliiletet mar az 1,0 (m/V) %
mennyiségli celluloz is biztositja, igy a celluléz mennyiségének ndvelése nem parosul
nagyobb mértékii cellul6z bontdssal. Mésrészt a 2,0 (m/V) % celluldz tartalom olyan sok
szlirdpapir tartalmat jelent, hogy szinte szilard fazisu fermentaciordl beszélhetiink.

A mért eredmények (15. dbra) alapjan megallapithato, hogy a szubsztrat mennyiségének
novelése egy bizonyos mértékig fokozza az anyagcsere aktivitasat (1,0 (m/V) %), viszont

az ett0l magasabb celluloztartalom mar nem eredményez hatékonyabb cellulézbontast.
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V. Eredménvek értékelése

A celluldz bontas optimalis koriilményeinek meghatarozasahoz elvégzett kisérletek
eredményeit Osszevetve - amelyek az anyagcserére (CO, termelés) vonatkoztak -
megallapithatd, hogy az altalam izolalt CI torzs szélesebb hémérséklettartomanyban (27 -
40°C) képes szaporodni. 30-37°C kozott hasonld aktivitassal bontja a celluldzt (IV.3.
fejezet 7. abra), ezért az irodalmi adatokra timaszkodva a tovabbi kisérleteimhez 37°C-ot
alkalmaztam.

Meghataroztam, hogy a cellulézbont6 térzs milyen kiindulasi pH esetén szaporodik
optimalisan. Kiilonb6z6 pH értékii tapfolyadékokra oltottam le a Cl-ot, és a semleges
kémhatas mellett tapasztaltam a legintenzivebb anyagcserét. Igy a tovabbiakban a semleges
kémhatast tapoldatot tekintettem a CI szdmara optimalisnak (IV.4.2. 9. abra).

A pontos ¢és hatékony munkdhoz elengedhetetlen a cellulozbontd torzs fajszintii
meghatarozasa, melyet a 16S rDNS szekvencia analizise alapjan hataroztam meg. Az elsd
eredmények szerint az altalam izoldlt CI Paracoccus pantotrophus, ami egy nitrogén
asszimilaciojaban résztvevo, fakultativ anaerob faj, melyrdl még senki nem irta le, hogy
képes a cellulozt, mint szénforrast felhasznalni. Ezért eme meglepd eredményt kétkedve
fogadtam, és egy kisérlet Gsszedllitdsaval (IV. 4. 1-es pont 8-as abrdjanak megfeleléen)
ellendriztem valdban képes-e ez a torzs celluléz bontasra. A kisérlet eredményei alapjan
megallapithatd, hogy a P. pantotrophus 6nmagaban nem képes a cellulozt bontani, hiszen
ha valoban a cellul6zon, mint egyedi szénforrason megéld mikroorganizmus lett volna,
akkor képes lett volna a cellulézon szaporodni egyéb szénforras hidnyaban. Ugyanezt az
eredmeényt erdsitette meg a pozitiv kontrollal elvégzett kisérlet is, a P. pantotrophus DSMZ
2944 torzs nem volt képes sem aerob, sem anaerob korilmények kozott a celluloz
bontdsara. Anaerob mddon, csak celluloz szénforrést tartalmazo tapon a P. pantotrophus
minden bizonnyal a valddi cellulézbonté altal termelt metabolitokon tudott talélni. Aerob
korilmények kozott, a glikdzt tartalmazd tdpoldatban a P. pantotrophus szaporodott, a
cellulozbont6 térzs pedig inaktiv volt, vagy elpusztult. A fenti kisérlet eredménye alapjan
sziikséges a cellulozbontd torzs tovabbi vizsgalata, melynek sordn nemcsak a
folyadékfazisbol, hanem a sziirépapir felszinérdl is veszek mintat az azonositashoz.

Annak érdekében, hogy a P. pantotrophus mentes koriilmények kozott jellemezzem a
celluloz bontd torzset, a nitrogénforrast NHsNOj; -rol (NH4),SO4-ra cseréltem, melyet a P.
pantotrophus nem képes végso elektronakceptorként felhasznédlni. Semleges kémhatast
minimdl tapfolyadékban 37°C-on inkubdlt mintdk GC segitségével végrehajtott

légtéranalizisének eredménye szerint az 5. napra a teljes légtér csupan 0,5 V/V %-a volt

36



CO; ¢és 0,5 V/V%-a volt Hy. A kontrollként hasznalt P. pantotrophus torzs sehol sem
mutatott anyagcsere aktivitast, és nem is szaporodott az alkalmazott tapoldatokban. A
fentiek alapjan tehat kijelenthetd, hogy a CI torzs nem Paracoccus sp., viszont a celluloz
bontasat eldsegiti a Paracoccus sp.

A cellulézbont6 izolatumomat tobbszor atoltottam NH4NO; helyett (NH4),SO4 —ot
tartalmazé tapfolyadékra (melyet a P. pantotrophus nem képes felhasznalni, mint végsd
elektronakceptort), ezzel reményeink szerint sikeriilt tiszta cellulézbontd tenyészetet
eldallitanom. Ennek azonositasa folyamatban van.

Az irodalmi adatokra tdmaszkodva a benddben a cellul6zbontdé mikroorganizmusok

egy csoportja ugy képes a leghatékonyabb modon a celluldoz biomasszat atalakitani, hogy
kitapad a névényi rostokra és glikokalyx réteget képez maga koré. Ehhez viszont megfeleld
nagysagu feliilet sziikkséges. A mikrokristdlyos celluloz szlirOparirra cserélése
kovetkeztében a dolgozat IV.5.1. fejezetének 11-es abrajan jol latszik, hogy az izoldtum
képes volt a szlirOpapirt, mint szénforrast hasznositani, anyagcsere melléktermékként CO,
—ot és Hy-t eldallitva. 5 napos inkubacidt kovetden a légtér kozel 5,0 (V/V) %-a H, és 5,5
(V/V) %-a pedig CO; volt. Ezek az értékek jelentdsen meghaladtak a mikrokristalyos
cellulézon mért értekeket (IV.5.1. fejezet 9. dbra: Az 5. napra a teljes 1égtérnek csupéan 0,5
(V/V) %-a volt CO; ¢és 0,5 % (V/V) % volt H,) tehat a feltételezésiink beigazolodott, a
jobb anyagcseréhez sziikséges a mikroorganizmusok szamara a nagyobb feliilet, melyre ki
tudnak tapadni.
A sejtek anyagcseréjiik folyamdn a cellulézt hidrolizaljak, intermedierként gliikkdzt
szabaditanak fel, melybdl szerves savakat képesek eldallitani. A szerves savtermelést
igazolo kisérleteim eredményei alapjan megallapitottam, hogy 30, 33, illetve 37°C-on is
képes a CI ecetsavat, tejsavat, illetve egy eddig nem meghatarozott szerves savat termelni
(IV.5.1.1. 14. abra). A HPLC mérés alapjan, az ecetsav mar 30°C-on is megjelenik a
mintdkban, viszont magasabb hOmérsékleten (33, 37°C) hamarabb beindul az ecetsav
termelése. a tejsav koncentracidja 30°C-on magasabb, mint 33 és 37°C-on, ami
valdsziniileg az alacsonyabb hdmérséklet kovetkeztében késdbb beinduld anyagcsere
eredménye.

A celluléz (szlirOpapir) és ezaltal a felillet nagysaga hatdssal van a CI
anyagcser¢jére. Az eredmények alapjan megallapithaté (IV.5.1.2. fejezet 15.4bra), hogy a
mértékét (1(m/V)%), viszont az ett6l magasabb koncentraci6, mar nem eredményez

hatékonyabb cellul6z bontast.
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VL. Osszefoglalas

A Gorzsai husiizembdl szarmazoé szarvasmarha gyomortartalom fiziologias
sooldatban torténd felvétele utan mikroszkop €s GC segitségével igazoltam, hogy a

bendd mikrofloraja laboratoriumi koriillmények kozott fenntarthato.

A szarvasmarha gyomortartalombol tobblépcsds szelekciot kovetden sikeresen
izolaltam olyan baktériumot, mely képes kizarolagos szénforrasként csak cellulozt
tartalmazd minimdl taptalajt tartalmazé agarlemezen ¢és tapfolyadékon

fennmaradni, és szaporodni.

Mikrokristalyos cellulozt (1m/V %) tartalmazé minimal tapfolyadékon a torzsem

30 és 40°C kozott kozel azonos modon viselkedik.

Kimutattam, hogy a torzsem képes a mikrokristalyos celluléz bontasa soran H-t

termelni.

Fajszinten meghataroztam a 16S rDNS génszekvencia alapjan a cellul6zbontd
izolatumot, melynek eredményeképpen azt kaptam, hogy az altalam izolalt torzs
Paracoccus pantotrophus. Az utdlagos kisérletekbdl kidertilt, hogy a P.
pantotrophus 6nmagaban nem képes a cellul6z bontasara, viszont jelenléte fokozza

a CI celluloz bont6 hatékonysagat.

Minimal tdpoldatomban az NH4NO; (NH4),SO4-ra torténd cseréjének koszonhetden

sikeresen novesztettem P. pantotrophus mentes cellulozbonto kulttrat.

Kimutattam, hogy a CI cellul6zbontd torzs képes H,-t eldallitani a sziirpapir
bontasa soran is joval nagyobb mennyiségben, mint mikrokristalyos celluloz
szénforrason. Ez a kisérlet megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a paraméterek
(esetiinkben a kitapadasi feliilet) megfeleld beallitasa jelentdsen befolyésolja a

sejtek anyagcseréjét.

Igazoltam, hogy 30-37°C kozott az izolalt térzs nem mutat jelentds eltérést az
anyagcsere folyamatok sordn felszabaduld termékek tekintetében sziirépapir
szénforrason. A kiilonb6z6 hdmérsékleteken csak az anyagcsere fellendiilésében

tapasztalhat6 kiilonbség.

A cellulézmennyiség novelésének eredményeként elmondhato, hogy egy bizonyos

mértekig - 1 (m/V) % - ndvelve a szubsztrat koncentraciot, fokozhato az

novelése nem eredményez hatékonyabb cellulézbontast.
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