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1. BEVEZETES

A Fo6ldon 1évo biomassza tobb mint 80%-at a novények adjak, ami becslések szerint
C mennyiségben 450 gigatonnat jelent® (Bar-on et al, 2018). Csak Magyarorszagon az évente
Gijratermel3dd biomassza mennyisége 105-110 millié tonna (Réczey Istvinné Csorba K.,2012)%. A
ndvényi sejtek szdraz tomegét szinte teljes mértékben a sejtfaluk teszi ki, ami harom {6
komponensbdl all: 40-50% celluldz, 15-25% hemicelluloz és 20-25% lignin, ill. 5-10%-ban
egyéb sejtalkotok®. (4bel M., 2016). A harom f6 komponens egységét hivjak lignocelluléznak.

A lignocelluléz a Foldon legyakrabban el6fordulé polimer, emellett jelentds
megujulo szénforras. Mivel az egész Foldon megtalalhato, kézenfekvo alapanyag lehet olyan
ipari termékek elballitasahoz, mint a biolizemanyag vagy biomiianyagok, amelyek
napjainkban, illetve az elmult évtizedekben egyre nagyobb figyelmet kapnak. A Fold
fenntarthatosagaért aggddok rengeteg pénzt €s energiat aldoznak a hagyomanyos, fosszilis
forrasbol késziildé mianyagok kivaltasara. Ezek a mianyagok az Otvenes években sokat
javitottak ugyan az ¢lelmiszerek csomagoldsi, taroldsi moddszerein, dm szemétként a
kornyezetbe keriilve rendkiviil kdrosak, miutan nem képesek lebomlani, és mar mindenhol
jelen vannak* (internet1) Az Eurépai Unié pl. kiilon platformot hozott 1étre annak érdekében,
hogy névelje a biolizemanyagok felhasznalasat (Eurdpai Biolizemanyagok Technologiai
Platform) Ma az ilyen termékek gyartasahoz az egyre draguld és mennyiségében
folyamatosan csokkend koolaj-szarmazékokat hasznaljak. Az ezt kivaltani képes
lignocelluloznak nemcsak mint nyersanyagnak van jelentdsége. A természetes lebontd
folyamatait tanulmanyozva a tudomany 11j enzimrendszereket tudott atvenni és alkalmazni a

technoldgidban.



Példaként lehet felhozni a papiripart, aminek az érdeklédését mar a mult évtizedben
felkeltették a cellulitikus enzimek. A papir fehéritéséhez a hagyomanyos moddszer a
kloroldatok hasznalata, melynek melléktermékei a toxikus, perzisztens és bioakkumulaciora
hajlamos szerves klorvegyiiletek, melyek kezelése koltséges és nagyfoku koriiltekintést
igényel. Xilanaz enzim hasznalataval kivalthatéak a klor alapu fehéritési eljarasok, ami

kevesebb koltséggel, kevesebb kornyezeti drtalommal és jobb minéséggel parosul.® (internet2)

A textiliparban is elGszeretettel alkalmaznak cellulaz enzimeket a pamutrostok
utokezelésére, hogy kivaltsdk a vegyszer- és energiaigényes eljarasokat. A celluldzok
eltavolitjak a rovid rostokat, simava és fényesebbé teszik az anyagot, novelik a nedvszivo

képességet, mindezt kornyezetbarat modon.® (Kuhad et al, 2011)

A mezégazdasag teriiletén is alkalmaznak xilanazt a takarmanyok el6kezelésére, valamint

cellulazokat mint mososzer adalék.’ (Sevella B.,2012)

Az élelmiszeriparban a xilan hidrolizisével allitanak eld xilo-oligoszacharidokat, amiket
széles korben hasznalnak tobbek kozott prebiotikus, antioxidans és antikarcinogén hatasaik

miatt.® (L. Kaprelyants, 2017)

Ahhoz, hogy a lignocelluldzban rejlé lehetéségeket a lehetd legjobban kihasznaljuk, arra van
szlikség, hogy atfogdan megismerjiik a felépitését és lebontd folyamatait, és megtalaljuk a
hasznélatukra legalkalmasabb eszkozoket. Ezek az eszk6zok lehetnek a baktériumok és
gombak, vagy enzimjeik. A fentebb emlitett teriileteken mar most alkalmaznak hemicellulaz
¢és cellulaz enzimeket, mas teriileten még kiforratlan a moddszer, de 0j enzimek és
mikroorganizmusok feltarasa mindkét esetben olyan ujitasokhoz vezethet, ami az ipar
szamara kedvezObb termelési kornyezetet kinal, akar olyan modokon is, amire ma még nem

is gondolnank.

Munkam soran papirhulladékon €16 mikroba kozdsségbdl izolalt baktériumokat szeretnék

jellemezni, tenyészthetdségiik, valamint xilan- és cellul6zbontd képességiik alapjan.



2. CELKITUZES

Munkam célkitlizése papirhulladékon €16 mikrobak6zdsség feltarasa és telepek izolalasa.
Lehet6ség szerint olyan baktériumokat keresek, amik képesek a poliszacharidok
fejlodéséhez. Az izolalt telepek genetikai vizsgalataival 0 taxonok felfedezésére is

lehetdség adodik, amivel bovithetdek a jelenlegi torzsgytijtemények.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A lignocellul6z-bontas ipari jelentésége

Korabban az ipar szdmara a hemicellul6z lebontasa vagy eltavolitasa, csak ugy, mint
a ligniné, azért volt fontos, hogy feltarjak és hozzaférhetévé tegyék a celluldzt, ami
potencialis nyersanyag a bioetanol fermentaciohoz. Ilyenkor kiilonb6z6 el6kezeléseket
végeznek az anyagon, ennek formaja lehet fizikai, kémiai vagy bioldgiai alapu, illetve akar
ezek egyiittes alkalmazasa is. A fizikai modszerek altalaban a nyers rostok apritasat, majd
vizes hokezelését jelentik. Ekkor a lignin és hemicellul6z tobbsége oldatba keriil, az eljaras
hatasfokat noveli, ha ligos vagy savas katalizatort alkalmazunk. A sav a hemicelluloz, a lug
a lignin oldatba keriilését noveli. A fizikai moddszereknek altaldban magas az

energiakoltsége. A kémiai eljarasok koltséghatékonyabbak, de kevésbé specifikusak,

kevésbé kontrollalt a termékképzddés és tobb karos melléktermékekkel jarhatnak.

HMF - hidroxi-metil-furfurol

GVL - gamma-valerolakton Hp

H&/Energia
Aromak

1. abra: Példa a lignocelluloz lebontasaval nyerhetd termékekre

Midta felismerték, hogy a lignocelluléz alapi biomassza kozel 300 vegytilet
prekurzora lehet® (internet) a tudomany maéshogy kozeliti meg ezt a vilagszerte béségesen
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eléforduld alapanyagot. Mig a hemicelluloz és celluloz egyidejii feldolgozasa, példaul
pirolizis, gyors ¢és egyszerti felhasznalast kinal, kiilon-kiilon valo feldolgozéasuk lehetdséget
ad arra, hogy specifikusan, egyéni tulajdonsagukat figyelembe véve hasznositsuk éket. A
hemicellul6z monoszacharidjait hasznalni energiatermelésre vagy tovabb alakitani mas
vegyiiletté mig a celluldz fizikai és kémiai tulajdonsagait szem el6tt tartva azt a papiriparban

alkalmazni, hatékonyabb megoldasnak tiinik.

A hemicellul6z kémiai eltdvolitasanak gyakori modszere a hig savas eldkezelés,
amivel magas xil6z hozam érhet6 el. Hatranya viszont, hogy a savas kornyezetben a xil6z
tovabb hidrolizdlédhat furfurolld, valamint huminok is képzddhetnek. Savkatalizalt
hidrolizissel a celluléz is bonthatd, bar ebben az esetben a hemicelluloznal magasabb
koncentracio6 sziikséges. Egy masik eljaras soran a cellul6zt magas hémérsékleten kezelik
hig savval, ami soran a cellulozt atalakitjdk levulin savva és hangyasavva, kihagyva az
intermedier gliikozt és hidroxi-metil-furfurolt (HMF)(S. G Wettstein, D.M. Alonso, E. Giirbiiz, J.
A. Dumesic, 2012). A hemicellul6zok lebontasabol nyerhet6 monoszacharidok koziil az egyik
legnagyobb jelentdségli a xildz, ami a xilitol és etanol gyartas alapanyaga is, azonban
fermentacidja egyeldére nehezebben kivitelezhet, mint a celluléz bontdsdbdl szarmazod
gliikéz fermentécioja. A furfurol egy masik xiloz atalakitasaval eldallithatd vegyiilet, amit
olajfinomitasban, gyogyszeriparban, miianyagiparban ¢és agrokémiai iparban hasznalnak,

xiloz alapu gyartasa azonban még limitalt hatékonysagall. (P. Bajpai, 2014)

A lignocelluloz sokrétii, Osszetett nyersanyag, de a kutatasa nem csak alapanyag
mivolta miatt volt érdekes az ipar szamara. Ahogy a lebontasdban részt vevd enzimeket

jellemezték, ugy épiiltek be sorra a mai iparagak alkalmazésaba.

Az ¢élelmiszeriparban, €s a siitdiparban egyre elterjedtebb a lakkazok ¢€s xilanazok
alkalmazéasa (mas enzimek, példaul lipaz és amilazok mellett) a gyiimdlcslevek és tésztak

allaganak javitasara.

Az allati takarmanyok enzimes eldkezelésével javithatd azok emészthetdsége és tapértéke,
ezzel emelve az allatok életmindségét és még az ellatas koltségeit is csokkentheti. A
monogasztrikus (egygyomrt) allatok (pl.: baromfi, sertés, 16, nyl) nehezebben emésztik
meg a magas celluloz és hemicellul6z tartalmu takarményt. A xilanaz és B-glilkanaz lebontja

a nehezen emészhetd novényi részeket, igy az allatok jobban tudjak hasznositani.



A papiriparban talan a legjellemzdbb a hemicelluldzok és ligninbont6 enzimek alkalmazasa.
A hemicelluldz és lignin lebontasaval ndvelik a pépértékét mint alapanyag, a lakkaz enzimes
fehérités pedig csokkenti, akar ki is valthatja a klorvegyiiletek hasznalatat, redukalva a

keletkez6 szennyviz kdrosanyag tartalmat.

A textilipar nagy mennyiségli festéket alkalmaz a textileken, illetve vegyszert azok
szintelenitésére. Az ezekkel a folyamatokkal jard szennyviz kezelésére a jelenlegi eljarasok
nem nyujtanak hatékony és gazdasagos megoldast. Lakkaz enzimekkel a gyakran egészségre
¢s kornyezetre is karos festékmaradékok artalmatlanithatoak, emellett a textil fehéritésére is
alternativat nyjtanak. A mososzerekben 1évé enzimek lehasitjak a sériilt pamutszalakat és

javitjak a textil szinét. Az egyik ilyen tipusu enzim csoport a cellulazok?. (Couto et al, 2006),
(Singh et al, 2016)

Lakkazokat sikeresen alkalmaztak a toxikus policiklikus aromds szénhidrogének (PAH)
lebontasara bioremediacidos céllal, de folynak kutatdsok kozmetikai céllal vald
hasznalatukra, illetve a nanobiotechnologidban is mint bioszenzorok detektora®® (S.R.Couto,

J.L. Toca Herrera, 2006).

3.2 Alignocelluléz eléfordulasa

Minden novény sejtfala lignocellulozbol all, ami azt jelenti, hogy ahol ndévényi
biomassza talalhato, ott lignocelluléz is van. De nem kell az erdékig menni, hogy novényi
biomasszat talaljunk. Magyarorszdgon évente nagyjabol 30 millié tonna mezdgazdasagi
hulladék (példaul kukoricaszar, fanyesedék, szalma), illetve 980 000 tonna papirhulladék
keletkezik, ami mind hasznosithatd a lignocelluldzt feldolgozoipar szamara®* (internet).

Lignocellul6z tartalmukat az 1. tablazat tartalmazza.



1. tablazat:
Lignocellul6z tartalmu nyersanyagoKk (forrdas: Dr. Csernus O. 2021, MATE)

Nyersanyagok | Celluléz (%) | Hemicelluléz (%) | Lignin (%)
Fa apriték 40-50 20-30 20-25
Papiripari pulpok
.szulfitos" 55-60 25-30 15-20
.fehéritett" 80-85 10-15 %1
Mezdgazdasagi
melléktermékek 15-20
kukorica 40-45 35-40 15-20
szalma 25-30 25-30 20-25
bagasz 30-35 30-35
Kommunalis
hulladék 30-35 20-25 5
Tozeg 15-20 20-25 10-15

3.3  Alignocelluloz felépitése

A lignocelluloz egy kémiailag ¢és mikrobiologiailag is ellendlld, fizikai
megterheléssel szemben is stabil vegyiilet. Ellenallésaga a szerkezetében, alkotdinak
Osszetettségében és komplex Osszekapcsolodasukban rejlik, ami alapvetéen megneheziti az
enzimek hozzaférését. A lignocelluloz hirom f6 komponensbdl all, amiknek aranya
novényenként valtozo, de altalanossagban a sejtfalak 40-50% cellulozbol, 20-40%
hemicellul6zbo6l és 20-30% ligninbdl allnak.

A celluloz D-glikéz egységekbdl B-1-4 kotésekkel alkotott linearis polimer,
legkisebb szerkezeti egysége a két gliikoz altal alkotott cellobidz. A cellulézlancok hidrogén
kotésekkel kapcsolddnak 6ssze, mikrofibrillumokat alkotva, amiben 36 molekula fut egyiitt.
A mikrofibrillumok kristalyszerkezete egy kémiailag stabil, vizoldhatatlan makromulekulat
hoz létre. A magas gliikoz tartalma, Foldon valé eléforduldasa és mennyisége kivaloan
alkalmassa teszi etanol fermentacios alapanyagnak®®. (4bel M, 2016.)

A hemicellul6zok cukor monomerekbdl, pentézokbol és hexdzokbol allo térhalos

heteropolimerek. Pentozok k6zott a xildz és arabindz, hexozok kozott a glikkoz és mannoz a



legjelentdsebb, de gliikuronsav és galakturonsav is részt vesz a felépitésiikben. A celluldzzal
szemben szerkezetiik térhalds, sok oldallancuknak koszonhetden reaktivabb vegytiletek.
Elnevezésiik az Oket felépité f6 cukor molekulardl szdrmazik. A hemicellulozok kozé
tartozik a xilan, mannan, glukan, arabinan és galaktan. A természetben a hemicelluléoz ritkan
all csak egyfajta monomerbdl. Jellemzden Osszetett szerkezetek, amelyek egynél tobb
polimerbdl 4llnak, ezek leggyakrabban gliikuronoxilanok, arabinogliikuronoxilanok,
glikomanndnok, arabinogalaktanok és galaktoglukomannanok. Hidrogén hid kotésekkel
kapcsolodik a celluldzhoz, igy stabilizalva a sejtfal vazat. A leggyakoribb hemicelluléz a

xilan, aminek vazat D-xiléz monomerek teszik ki'®. (P.Bajpai, 2014) (Megyeri G, 2019)

A lignin szintén térhalds polimer, aminek feladata, hogy novelje a sejt szilardsagat és
hidroféb tulajdonsaganak koszonhetéen megakadalyozza a viz adszorpcidjat a sejtbe.
Szerkezetét tekintve polifenolos polimer, Osszetétele még azonos novények kozott is
eltérhet, de alapvetden harom alkotdeleme van: parakumaril-alkoholok, koniferil-alkoholok

és szinapil-alkoholok.

lignocellul6z . e
OW%OMH%

HO OH

2. 4dbra A lignocellul6z felépitése’

Sforras: http://wwwold.bayzoltan.hu/files/uploaded/Cz%C3%A99g%C3%A9ny-

Zsuzsanna_termikus_modszerek.pdf



http://wwwold.bayzoltan.hu/files/uploaded/Cz%C3%A9g%C3%A9ny-
http://wwwold.bayzoltan.hu/files/uploaded/Cz%C3%A9g%C3%A9ny-

3.4 Alignocellul6z enzimatikus bontasa a természetben

3.4.1 Lingocellul6z-bonté mikroorganizmusok

A ndvényi biomassza lebontasat a természetben baktériumok és gombak végzik,
tropusi  terlileteken fontos szerepiik van a termeszeknek, akik cellulitikus
mikroorganizmusokkal élnek szimbiozisban. A kérédzok bélrendszerében szintén talalhatd
nagyszamu cellulozbontd6 mikroba, f6leg baktérium. Cellulitikus organizmusok barhol
eléfordulhatnak, ahol nagyobb mennyiségli ndvényi biomassza taldlhatd. Ilyenkor
legtobbszor vegyes populaciokban vannak jelen maés, cellulézbontod aktivitdssal nem
rendelkez6 fajokkal. Ilyen kornyezetben a celluléz teljesen lebomlik széndioxidra €s vizre
aerob, széndioxidra, metanra és vizre anaerob kdrnyezetben!’ (P.Béguin, J-P. Aubert, 1993). A
folyamatban résztvevé mikroorganizmusok jellemz6 képvisel6i a kiillonb6z6 konidiumos
gombak, amelyek a magas lignin tartalmu fakat is képesek hasznositani, enzimrendszeriik
megismerésével mar régota foglalkozik a tudomany. A gombak mellett rengeteg cellulitikus
baktériumokat is azonositottak, legismertebb képvisel6jiik kozé tartoznak a Cellulomonas,
Pseudomonas, Thermomonospora és a Microbispora nemzetség tagjai. Kevés ismert
mikroorganizmus van, ami a celluléz teljes lebontdsdhoz sziikséges enzimkészlettel
rendelkezik, ugyanakkor sok fajt talalni, ami részleges cellulaz rendszerrel bir', (P.Béguin, J-
P. Aubert, 1993) Ebbdl valdsziniisithetd, hogy ezek a baktériumok kozdsséget alkotva,
fajonként vagy torzsenként kiilon-kiilon a sajat enzimiikkel vesznek részt a celluldz

lebontasaban.

Az aerob lebontas helyszine tobbnyire a talajfelszin, ahol a biomassza
felhalmozodik. Egy alaposan attanulmanyozott lignocellul6z-bonté kdrnyezet a komposzt.
A komposztok kezdeti fazisaban mezofil mikrobdk kezdik a lebontast, majd a hdmérséklet
emelkedésével a termofil baktériumok fokozatosan atveszik a fszerepet, a lignocelluléz-
bontés jelentds része ebben a fazisban torténik. A komposztok ¢€s altaldban a talajfelszin
baktérium populacioja igen valtozatos és gazdag, de a fajok kozotti kdlcsonhatdsok pontos
megértése még ad feladatot a tudomany szamara, mert a részt vevé mikrobaknak csak
nagyon kis hanyada tenyésztheté és tanulmanyozhat6®. (D.B.Wilson, 2011) A legtdbb aerob
lignocelluléz-bontdé mikroorganizmus a sejtfalon kiviilre valasztja ki az enzimjét, mert a
vizoldhatatlan cellulozt nem tudjdk a sejtmembranon keresztil a sejten beliilre
transzportalni?’. (D.B.Wilson, 2008) Valdszinii, hogy a kdzdsség szintii lignocelluléz-bontis

ezeknek az extracellularis, szabad enzimeknek koszonhetéen jon létre. Ez a tudas


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8117466/

megkdnnyiti az azonositasukat, mivel nem kell sejtfeltarast végezniink, hogy teszteljiik az
enzim aktivitdsukat. Az ilyen extracellularis cellulazoknak tobb tipusa ismert, a celluloz
lebontasara mindegyik kiilonb6z6 cellulazt valaszt ki, kiilonlegességiik, hogy mindegyik
sajat szénhidrat-k6té modullal rendelkezik (CBM). (Wilson,2008)

Anaerob lebontias tobbnyire novényevok bélrendszerében, tragyaban,
szennyviztelepeken torténik. Jellemzd celluloz- és xilanbontd baktérium az anaerob
Fibrobacter succinogenes, illetve a Ruminococcus nemzetség tagjail. (P.Béguin,J-P.Aubert,
1993) Anaerob kornyezetben a gliikdz hasznositasabol 1ényegesen kevesebb energia
szarmazik, mint aerob kdrnyezetben. Mig az utdbbi esetben egy mol gliikoz lebontésabol 38
ATP szintetizalodik, anaerob uton csupan 2-3 ATP nyerheté. Hogy ezt az energetikai
hatranyt lekiizdjék, a baktériumok kifejlesztettek egy kiilonleges eszkozt: a celluloszomat.
A celluloszoma egy igen jol szervezett, magas hatasfoku sejtfelszini enzimrendszer.
Hatékonysaga abban rejlik, hogy szamos enzimet képes egyszerre egy helyen alkalmazni,
jelentésen felgyorsitva a lebontasi folyamatokat. Az elsé celluloszomat a termofil
Acetivibrio thermocellus (korabban Clostridium termocellum) baktériumban fedezték fel, és
kés6bbi vizsgalatok kimutattak, hogy enzim komplexe 63 kiillonb6zé enzimet tartalmaz,
koztiik cellulazokat €s hemicellulazokat. Minden celluloszémaval rendelkezé baktérium
celluloszoma rendszere megegyezik abban, hogy rendkiviil sok, kiilonb6z6 enzimet foglal
magaba. Hogy miért van szilikség ennyi enzim egyiittes hasznalatara? Erre a szubsztrat,
vagyis a novényi sejtfal komplexitasa és valtozatos Osszetettsége lehet a valasz, hiszen mind
a lignin, mind a hemicelluloz is tobbféle alkotobol tevodhet Gssze, lebontasukhoz hasonld

diverzitassal és sokszintiséggel rendelkezd enzimrendszerek sziikségesek??.(internet, internet)

Az erddk Okoszisztémajaban és a tdpanyagok korforgdsdban fontos szerepet
jatszanak a szaprofita gombak, amik extracellularis enzimek széles valasztékat képesek
eldallitani, hogy még a magas lignin tartalmt, keményebb fakat is alkotoira bontsak és
hasznositsak. Hogy a lignocelluloz fizikai és kémiai védelmét lekiizdjék, a gombak kétféle
enzimrendszert hasznalnak: intra- és extracellularisat. Az extracellularis enzimeket tovabb
bonthatjuk a hidrolazokra - amik a poliszacharidok lebontasat végzik -, illetve a lignin- és
fenolgytlriik oxidativ lebontasaért felelds enzimekre. A lignocelluléz-bont6 gombdékat
Osszefoglaldo néven fakorhaszté vagy xilofdg gombdknak hivjdk. A xilofag gombaknak

harom tipusat kategorizaltak, mindegyik kiilon lebont6 stratégidval dolgozik.

Az egyik tipus az ugynevezett ,,soft-rot” gombak, jellemzdéen a tomlésgombak

torzsébe tartoznak, azon beliil az Aspergillus és Neurospora nemzetségbe. Lakkaz és
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peroxidaz enzimekkel modositjak a lignin szerkezetét, a fak puhulasat és elsotétedését

okozva. A masik két csoporthoz képest keveset tudni lignocellul6z-bont6 folyamataikrol.

A ,brown-rot” elnevezésii gombak a bazidiumos gombak tdrzsébe tartoznak,
elnevezésiik onnan fakad, hogy gylimélesok és fak barnas szinli rothadasat okozzak. A
cellulozt és hemicelluldzt is jo hatékonysaggal bontjak, a lignint ellenben nem képesek

hasznositani, minimalisan tudjak csak mddositani.

A xilofag gombak harmadik csoportjat az ugynevezett ,,white-rot” gombak
alkotjak, ezek rendelkeznek a leghatékonyabb enzimkészlettel a hdrom tipus koziil. A
cellulozt, hemicellulozt és a lignint is képesek lebontani, ligninolitikus enzimjeikkel a
lignin teljes mineralizaciojat elvégzik? (internet).
(https://www.nature.com/articles/nrmicro.2016.164, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15487947/)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6999254/)

3.4.2 A lignocellul6z-bontas enzimjei
Ligninmoédosité enzimek

A lignin enzimatikus lebontasa eltér a lignocelluloz tobbi alkotdjatol, mert
hidrolitikusan nem tamadhato, valtozatos kotésekkel rendelkezik. A lebontasat végzo
enzimekrdl elmondhatd, hogy extracellularisan termelddd, oxidativ reakciokat katalizald
nem specifikus fehérjék. Az egyik csoportjuk a peroxidazok, amik hidrogén-peroxid és
egyéb mediator kozremiikodésével oxidaljak a lignint. A lignin peroxidaz (LiP) magas
redox-potenciallal és alacsony pH optimummal bird, erés oxidald szer, ami a lignin nem
fenolos egységeinek bontasaban vesz részt veratryl alkohol mint mediator jelenlétében. A
mangan peroxidazok (MnP) a fenolos és nem fenolos egységek oxidalasaban is részt
vesznek, mediatorként Mn?* ionokat hasznalva. A peroxiddzok harmadik tipusa a hibrid

peroxidaz (VP), ami a LiP és MnP katalitikus aktivitasaval is rendelkezik.

crer

tartozo, réz tartalmt lakkazok. A molekuléris oxigént négy elektronos redukcidval vizzé
redukaljdk mikozben szamos fenolos €s nem fenolos csoport oxidalasat elvégzik. A
lakkazokat gombdkban és baktériumokban is taldltak mar, a ndvényekben a lignin

szintézisében vesznek részt.
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A ligninbont6 organizmusok legismertebb képviseldi a gombak, de tobb baktérium
fajnal is talaltak lakkaz (Bacillus subtilis, Thermus thermophilus, Streptomyces nemzetség)

¢s peroxidaz (Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces nemzetség) aktivitast.
Hidrolazok

A hidrolazok az enzimek harmadik csoportja, egyszeres kotések hasitasat végzik
viz jelenlétében. Jellemzden a C-O, C-N, O-P és C-C kozti kotéseket hidrolizaljak. Mivel a
celluloz és a hemicellulézok gerincét cukor molekulék alkotjak, a lignocellul6z lebontadsaban

leginkabb a glikozid hidroldzok vesznek részt.

A glikozid hidrolazok vagy glikoziddzok a glikozidos kotéseket hasitjak
szénhidratok kozott vagy egy szénhidrat és nem szénhidrat szdrmazék kozott. Az enzim
csoportnak tobb mint 100 csaladjat definidltak, osztalyozasuk aminosav szekvencia alapjan
torténik. A reakciok mechanizmusa alapjan beszélhetiink invertaldé ¢és megtartd
glikozidazrol,  attol  fliggden, megvaltoztatja-e ~a  reakcid a  szénhidrat

i6jat®*.(internet) A glikozidazok kozé tartoznak tobbek kozott a cellulazok és

hemicellulazok.

A cellulazok a celluléz B-1, 4-glikozidos kotését hidrolizaljak, gliikozt, két
glikozbol allo cellobidzt és cello-oligoszacharidokat —eléallitva. Harom  tipusat
kiilonboztetjiik meg: endogliikanazok, exoglitkanazok és -gliikkozidazok. ahogy azt a 2. abra

is mutatja.

crer

B-1,4-glikozidos kotés hasitasaval. Ezutdn az exogliikandzok az endogliikanaz altal
létrehozott redukald €és nem redukald végekrdl hasitanak le cellobioz részeket. A
felszabaditott dimereket ezutdn a B-gliikozidaz lebontja két gliikkdzra. A celluléz teljes

lebontasahoz a harom enzim egyiittes mitkddése sziikséges.

12



Kristaly régid Amorf régio Kristaly régio

exoglikanaz lehasitiaa . exogliikanaz lehasitja a
NR. nem redukilé C ) D-gluksz cellobiézt NR végrol cellobiozt R végrdl
R. redukalo = _slikozida e
s . #G | B-glukozidaz @ endogliikanaz
cellobidz - litikus poliszacharid - celiobiss debiropans
monooxigenaz

OO

cellotrioz

3. dbra: Celluldz enzimatikus lebontdsa (Andlar et al, 2018)

A hemicellul6zok kémilag sokszinii és heterogén biopolimerek, ezért nem meglepd,
ha a hemicelluldzok hasonld divezitdssal rendelkeznek. A hemicellulézt alkotd f6
heteropolimerek a xilan, mannan, galaktan és arabinan, valamint D-xil6z, D-manno6z, D-
galaktoz és L-arabin6z. Mivel a kisérletem fokuszpontja a xilan €s cellul6z bontason van, az
alabbi értekezés a xilanra koncentralodik. A xilan strukturdjanak gerincét leginkabb az 6t
szénatomos D-xil6z monomerek adjak, lebontasaban szamos hidrolitikus enzim vesz részt:
B-xiloziddz, p-1,4-endoxilandz, acetil-xilan-észteraz, arabindz, alfa-gliikuronidaz,
ferulinsav-észteraz ¢és p-kumarsav-észteraz. Ezen enzimek egyiittmiikodése végzi a xilan

lebontasat kiilon allo cukor egységekké.

Az endo-1,4-B-xilanazok a legfontosabb xilan-bonté enzimek. Ezek az enzimek hasitjak a
glikozidos kotéseket a xilan gerincében, csokkentve annak polimerizacios fokat. A hidrolizis
leggyakoribb termékei a B-D-xilopiranozil oligomerek de ezek mono-, di- és triszacharidjai
is megjelenhetnek. Végtermékek alapjan két tipusba sorolhatjuk az endoxilanazokat: eldgazo
¢s nem-elagaz6. Kiilonbség, hogy az elagazo6 tipus képes az arabinoxilan elagazasokat

tamadni, felszabaditva ezzel arabinozt, a nem-eldgazé pedig nem képes erre.

B-xilozidazokat baktériumok és gombak enzim készletében is kimutattak mar, feladatuk a

xilooligoszacharidok és a xilobidz hidrolizise xildézza. Aktivitasuk a xilobioz felé a
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legnagyobb, a xilooligoszacharidoknal aktivitdsuk a lanchossz ndvekedésével csokken,

illetve xiloz jelenléte termékgatlast okoz.

A xilan acetilcsoportjai sztérikus gatlassal csokkenthetik az endoxilanazok hozzaférését a
polimer gerincéhez, megakadalyozva annak hasitasat. Eppen ezért a hemicelluléz bontasnak
fontos résztvevdi az acetil-xilan észterazok, amik eltavolitjak az acetilcsoportot az acetil-

xilan B-D-xilopiranozil szarmazékokrol.

Az arabinazok szubsztratjai az arabinanok, arabinoxilanok €s arabinogalaktanok, ahonnan
hidrolizaljak ezek a-L-arabinofuranozil-csoportjat. Exo és endo tipusuk is ismert, bar a

legtobb vizsgalt enzim koziiliikk exo-aktivitassal rendelkezett.

Az a-gliikuroniddzok a xiléz és D-gliikuronik sav vagy metil-éter csoportja kozti a-1,2-
glikozidos kotés hidrolizisét végzik. A ferulinsav-€szteraz az arabinoz és ferulik-sav kozti,

mig a p-kumarsav-észterdz az arabindz és p-kumérsav kozti észter kotést hasitjak.?.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6999254/y (Chukwuma,2020)
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4. abra Peroxiddz (bal) és lakkdz (jobb) lignin bontdsa (Chukwuma, 2020)

3.4.3 Lignocellul6z-bontd enzimrendszerek

Bar a celluloszomak kivételes hatékonysagrol tesznek tanubizonysagot, a
természetben mégis nagyon ritka, hogy egy mikroorganizmus egyediil rendelkezne a

lignocelluléz teljes lebontasahoz sziikséges enzimkészlettel. Még az A. termocellus sem
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képes a hemicelluldzok egyik tipikus alkot6 elemének, a pent6zok hasznositasara. Egy 2022-
es kutatasban Na Wang és tarsai a termofil Thermoclostridium stercorarium és az A.
termocellus cellulitikus enzim rendszerét vizsgaltak. A T. stercoraium tenyésztheté volt
xilan, gliikoz, xildz, arabindz, fruktodz, galaktéz, manndz és ribdz alapu taptalajon is, az A.
termocellus viszont nem. A két torzs kozos tenyészetének vizsgalata soran a két mikroba
kozott szinergens kolcsonhatast fedeztek fel, ami gyorsabb celluloz hidrolizist és jobb
celluloz-etanol konverzidt eredményezett, mint mikor egyenként vizsgaltak Oket. Az
enzimek kozti szinergens kolcsonhatasnak tobb valtozatat is megfigyelték. Egy exogliikandz
a lancvégek hidrolizisét gyorsabban végezte, ha vele parhuzamosan miikodott egy
endogliikandz, ami biztositotta a szabad lancvégeket. Ilyesfajta egylittmikodést lathatunk
cellulozbontd és hemicellulézbontd enzimek kozott is, ahol a hemicellulozok lebontasaval
vagy atalakitasaval a cellulitikus enzimek hozzaférhetnek a cellulozhoz. Egy masik tipust
kooperaciora lehet jo példa, mikor a B-glikozidaz az exogliikanazok altal felszabaditott
cellobioz lebontdsdval meggitolja annak felhalmozodéasat, csokkentve a termékgatlas
kovetkeztében fellépd inhibiciot, ezzel tulajdonképpen stabilizalja az exogliikanazok

aktivitasat®®. (Na Wang et al, 2022); (https://www.nature.com/articles/nrmicro.2016.164.,)

A hemicellulazok egyiittes mitkddése sziikséges ahhoz, hogy a hemicellulézt teljes
egészében monoszacharidjaira és cukorsavjaira bontsdk. A xilan hidrolizise kdzben, az
enzimek kozti szinergizmusra jo példa a xilan lancbont6 és funkcios csoportjait lehasitd
enzimek mukodése. Az acetil-xilan-észteraz és az endoxilanazok egyiittmiikodése az
acetilalt xilan lebontas hatékonysagat ndvelte. Az acetil-xilan-észteraz lehasitja a xilan acetil
csoportjat, ami igy hozza férhetévé valik az endoxilandz szamdra. Ezzel egyiddben, az

endoxilanaz révidebb polimer lancokat allit elé, ami az észterazok aktivitasat noveli?’.

(Pratima Bajpai, 2014)
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3.5 Mikrobék izolalasa, jellemzése, azonositasuk menete
3.5.1 Mikrobak izolalasa

1932-ben Razumov volt talan az els6, aki édesvizi mikrobak tanulmanyozasa kozben
azt tapasztalta, hogy a baktériumok kozvetlen mikroszkopos vizsgalata és lemezes
telepszamlalas eredménye kozott jelentds kiilonbség mutatkozik meg?®. (Staley, Konopka, 1985)
Erre a jelenségre kezdtek el igy hivatkozni, hogy ,, The great plate count anomaly”, miszerint
a mikroorganizmusok alig 1%-a tenyészthet6 laboratoriumi koriilmények kozott. Ennek a
jelenségnek a legvalosziniibb oka, hogy a lemezes tenyészetek nem imitaljak megfeleld
szinten a kornyezeti viszonyokat (példaul hémérséklet, pH, tapanyagok koncentracioja). De
mas tényezOknek is fontos szerepe lehet egy mikroba reprodukcids hajlanddsagaban,
példaul, hogy bizonyos fajok csak kozosségekben vagy egy szintrof partner jelenlétében
képesek szaporodni®. (Borsodi et al, 2013)

A hagyomanyos tenyésztés altaldnosan elfogadott modszere, hogy a mintabol,
ahonnan a mikrobat izolalni szeretnénk, egy higitési sort készitlink, majd annak tagjait kiilon
Petri csészékben, a célnak megfeleld taptalajra szélesztjiik. Ezzel a modszerrel
meghatarozhaté a telepképzo egység (TKE, [egység/ml] vagy [egység/g]). A lemezekrol
ezutan kivalaszthatunk telepeket, amiket esetleg tovabbi szélesztéssel kiilon is izolalni
szeretnénk. Ha alacsony mikroba szdmra szamitunk, alkalmazhatunk dusitast. Ekkor a
mintat egy elére megtervezett taplevesbe oltjuk, majd inkubaljuk, ezutan készitiink higitasi
sort €s szélesztést. Ebben az esetben nem szdmolhatunk csiraszamot, mivel a tépleveses
inkubalassal mar technikailag szelektaltuk a baktériumokat. Varhatéan alacsony vagy
bizonytalan telepszam esetén érdemes minél hosszabb inkubacids idével tervezni, hogy a
kozegbdl izolalt mintak esetén alkalmazhato a pur-habos modszer. A mintat poliuretan-hab
kockakhoz (PUF) rogzitik, majd ezeket a kockakat fedik be az agaros taptalajjal. Inkubaciod

utan a kockakat homogenizaljak és higitjak, mieldtt taptalajra szélesztenék.

Taptalaj 6sszeallitasnal fontos szempont, hogy biztositsuk a telepek novekedéséhez
szlikséges makro- és mikroelemeket. A baktériumok szdmara sziikséges makroelemek 98%-
at a kovetkezok 10 elem teszi ki: C, O, H, N, S, P, K, Mg, Fe, Ca... Ezekre féleg a szerves

anyagok felépitéséhez van sziikség, valamint enzimek kofaktoraként. A mikroelemek és
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egyéb nyomelemek f6leg enzimalkotoként (pl.: Co, Cu, Mo, Zn) vannak jelen, valamint a

sejtlégzés segitését (Fe, Mn) szolgaljak® (Dr.Téth Erika, 2020).

A papir Osszetevéi megegyeznek a ndvényi rostok Osszetevoivel, azzal a
kiilonbséggel, hogy a lignint a fehérités soran eltavolitjak a papirbdl, igy altalanossagban
kijelenthetjiik, hogy a papirokat celluléoz rostok és hemicellulozok alkotjak. Mivel a
baktériumok tenyésztését papirhulladékrol fogom végezni, olyan taptalajokra lesz
sziikségem, ami figyelembe veszi az izolatumok korabbi ,.él6helyét” és megfeleld alapot
nyujt a xilan- és cellulozbontasra képes telepek megjelenéséhez. Az egyik f6 szempont a
szénforras kivalasztasa, mivel ez az a tulajdonsag, amivel szelektalhatjuk a megjelend
telepeket a téma szempontjabol fontos mikroorganizmusokra. A karboximetil-celluloz
(CMC) a celluldz egy karboximetil-étere, amit mesterséges uton allitanak eld, tobbek kozott
celluldz termelé mikroorganizmusok detektaldsara. El6nye a nativ cellulozzal szemben,
hogy vizoldhato és kevesebb inkubécids idével is vizsgalhaté eredménnyel szolgalhat®:,
(Hankin&Anagnostakis, 1977) A xilan kézenfekvd szénforrasnak tiinik xilandzok vizsgalatara,
alacsony koncentracié mellett vizoldhatd, ebbdl kifolydlag alkalmazhato taptalajok
készités¢hez. A kisérletemnél szerettem volna, ha minél tobb telep koziil tudnék valasztani
majd, amiket tovabbi szélesztéssel izolalhatok, illetve nem alapvetdé célom extremofil
baktériumok vizsgélata, igy kozel semleges pH szint lenne a célravezetd. Az inkubalési
homérséklet meghatarozasaval a termofil és pszichrofil baktériumok szelektalhatoak.
JelentOségiik abbol fakad, hogy széls6séges kornyezetben él6 mikroorganizmusoknak
altalaban az enzimkészlete is alkalmazkodott a kiilsé tényezOkhdz. Az ipari enzimeknél

gyakran eldny példaul, ha magas (> ~50°C) hémérsékleten van az enzimaktivitds optimuma.

3.5.2 Baktériumok jellemzése és azonositasa

Bar Antoni van Leeuwenhoek - az emberiség torténelmében elséként - mar az 1670-
es években sikeresen lencse végre kapott protozoakat, felfedezésétdl még nem kapott
szarnyra a mikrobioldgia, a baktériumok nagy volumenii tanulményozéasa a 19. szazad
végeéig varatott magara. Ekkorra a tudosok mar sikeresen tenyészettek mikrobdkat agar
lemezeken, megkiilonboztetésiik €s jellemzésiik tisztan kiilsd markerek, vagyis morfologia
alapjan tortént: alak, méret, szin, mozgas, telep allaga, spora képzés mivolta. Gram-festést

mar alkalmaztak, de még csak a telepek jobb lathatdsdga miatt. Késébb szelektiv és
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differencialo taptalajokat is elkezdtek haszndlni, hogy anyagcsere folyamataik alapjan is
kategorizdlhassadk a mikrobakat. Szubsztrat felhaszndlds tesztelésére a mai napig
alkalmaznak olyan 96 lyukt lemezeket, aminél mindegyik mas szén és/vagy nitrogén forrast

tartalmaz, az eredményeket pedig szinreakcié jelzi (APl teszt)® (Jennifer Tsang, 2020,
https://asm.org/Articles/2020/February/ldentifying-Bacteria-Through-Look,-Growth,-Stain)

A morfoldgia és a biokémiai tesztek, ahogy egyre tobb fajt kiilonitettek el, egy 1d6
utan nem voltak elégségesek, raadasul a mikroszkopos megfigyelések helytelen
eredményhez is vezethettek, mivel a kiils6 jellemzok a taptalaj Gsszetételétdl fiiggden €s
fajon beliil is valtozhatnak. A modern rendszertanban ezért az 0j taxonok azonositasat a

fenotipus, kemotaxonomia €és genotaxonomia kozos vizsgalataval végzik.

A fenotipus tulajdonsagai k6z¢ tartozik a telep morfologiaja, anyagcsere folyamatai
€s szubsztrat hasznositds, enzimreakcidk, valamint a novekedéshez sziikséges kiilsd

tényezok, mint hdmérséklet, pH optimum vagy sé koncentracio.

Bar gyakran kiilon targyaljak, a fenotipusba tartoznak a kemotaxondémiai
tulajdonsagok is, aminek vizsgalatakor a mikroorganizmus kémiai Gsszetételét tarjak fel.
Altaldban a DNS vizsgalatok megerdsitésére alkalmazzak, de 1Uj taxonok leirasakor
elengedhetetlen eszkdz. A baktériumok sejtfala peptidoglikdnt tartalmaz, aminek egyik f6
alkot6ja a muraminsav. A muraminsavrél lelogo oligopeptid lancok aminosav Gsszetétele
nemzetség specifikus, taxonomiailag fontos informacio. A 1€gzési kinonok a légzési
elektrontranszportlanc fontos részei, sokféle eléfordulasuk jo csoportositasi szempontot
adnak nem csak a baktériumok, de a gombak jellemzésére is. A citoplazma membran zsirsav
Osszetételének vizsgalatakor a szénlancok hossza, a metilcsoport €és kettdskotés helye ad

nemzetségre jellemzo relevans informaciot.

Napjainkban a legmeghataroz6bb mddszer, amire a taxonomusok tamaszkodhatnak,
a génszekvencidk elemzése, aminek alapja az izoldtumok génjének bazissorrend
meghatarozasa. A modszer torténete 1977-ig nyul vissza, mikor Woese és munkatarsai a 16S
rRNS génnek az elemzésével fogalmaztdk meg, hogy a prokariotak tovabb bonthatéak
baktériumokra és archedkra. A kovetkez6 mérfoldkovet a PCR eljaras kidolgozasa jelentette
(1980-as évek) Az uj fajok, torzsek szama ezek utan robbanasszertien néni kezdett. A 16S
rRNS azota is kiemelt szerepet jatszik a taxondmidban, harom tulajdonsaganak

koszonhetden:

e szinte minden baktériumban jelen van,
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e funkcidja idével nem valtozott, tehat egy relativ konzervativ régio,
e mérete (1500 bp) megfeleléen alkalmazhato informatikai célokra® (Janda and Abbott,
2007). Itt érdemes lehet megemliteni, hogy eukariotdk esetében a 28S rRNS,

gombaknal a 18S rRNS vizsgalata a célravezetd.

Hogy egy baktériumot azonositsunk, a gén szekvencigjat Ossze kell vetni a
nemzetkozi adatbazisok adataival, erre szamos online elérhetd génbank létezik, ahol
lehetdség van az aminosav sorrend paronkénti, illetve tobbszords szekvencia illesztésre iS.
A legnagyobb génbankok kozé tartozik az amerikai NCBI, a japan DDBJ, és az eurdpai
EMBL. Stackebrandt és Goebel 1994-ben 97% feletti egyezésnél huzta meg a hatart,
ahonnan két fajt azonosnak lehet tekinteni prokariotak esetében. Késébb Stackebrandt és
Ebers 2006-ban egy még magasabb hatart (98,7-99%) ajanlott 3*(Chun et al, 2007). Ha 97%
feletti egyezés van a vizsgalt és egy validalt faj 16S rRNS szakaszan, érdemes tovabbi
vizsgalatokat végezni a kérdéses szekvencian. Az ilyen ,hatareseteknél” bevett modszer a
DNS-DNS hibridizaciés (DDH) médszer. A DDH alapelve, hogy két egyedbdl (példaul az
Uj torzs és a feltételezett fajanak a tipustdrzsébdl) szdrmazd kétszalit DNS-t denaturaljak
magas hémérsékleten, majd okozatosan lehlitve a komplementer szalak ujra annellalnak.
Minél tobb egyszala DNS marad a folyamat végére, annal tobb az eltérés az egyedek kozott.
A szalak hibridizaciojat szazalékosan adjak meg. A DDH-val elért 70%-0s vagy nagyobb
egyezést altalaban faji szinti egyezésnek konyvelik el. (Tindall, 2010) Mara mar a
hibridizacios eljarast szinte teljesen hattérbe szoritotta a teljes genom szekvenalds, amivel
pontosabb paronkénti Osszehasonlitds végezhetd, valamint egyes gének jelentléte vagy

hidnya is megallapithat6. A hibridizaciot manapsag mar digitalisan végzik.

Relevans informacioval szolgalhat a DNS guanin + citozin aranya, amit tobbek
kozott DDH eldvizsgalatra hasznalnak. A G+C arany egyezése tobbé-kevésbé stabil alapot
ad azonossag vagy homologia feltételezéséhez, de eléfordulnak kivételek, példaul az obligat
intracellularis parazitak esetében. Megjegyzendé még, hogy el6fordulhat 100%-0s egyezés
két kiilonbozd faj kozott is, hiszen a bazissorrend etté] még teljesen eltérhet.® (Tindall, 2010;

Dr.Téth E., 2020)
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5. abra Taxondmiai leivas folyamata (forrds: Dr. Toth Erika, 2020)

20



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Uj baktériumtorzsek izolalasa

A kezdeti minta egy szelektiv hulladékgytijté teleprdl szarmazo papirdarab volt. A

minta 4°C-on volt tarolva tobb mint egy évig, mieltt feldolgoztam volna.

A papirdarabot (2,65g) Stomacher Classic gépbe tettem 23,859 pepton oldattal (9g
NaCl; 1 g pepton; 1000 ml desztillalt viz). A kapott oldatb6l decimalis higitasi sort
készitettem a késObbi szélesztéshez. A taptalajok alapja egy minimal tapoldat volt (0,5 g
¢lesztd kivonat; 0,5 g pepton; 1 g NaNO3; 1 g K2HPO4; 3 g NaCl; 0,5 g MgCl,; 1000 ml
desztillalt viz; pH 7,5), szilarditd6 anyagnak agardzt és gelrite-t, szénforrdsnak CMC-t és
xilant hasznaltam. A taptalajokat 6sszetevok alapjan roviditésekkel lattam el: AX (agaroz-
xilan), AC (agardz-celluloz), GX (gelrite-xilan), GC (gelrite-celluldz). Mindegyik tipust
taptalajhoz 200-200 ml oldatot készitettem, majd autoklavoztam (20 perc; 120°C; 1,1 atm).

Mindegyik taptalaj tipusbol négy lemezt 6ntéttem, majd egy napra hiitébe tettem
pihenni, hogy késdbb az esetleg keletkezd para ne mossa le a telepeket. Késébbi taptalaj

készitéseknél is kdvettem ezt a gyakorlatot.

A mintabol késziilt higitasi sor két tagjat (10™*; 10”°) hasznaltam szélesztéshez, 100
ul szuszpenziot oltottam mindegyik lemezre. Mindegyik taptalaj tipusbol kettére 107,
kettére 10 higitasa minta keriilt, majd az azonosoknak egyik felét szobahdmérsékleten

(RT), masik felét 15°C-on inkubaltam négy napig.

A 16 lemezrdl kivalasztottam olyan telepeket, amik kell0képpen elhatarolodtak a
szomszédos telepektdl, illetve azokat, amik koriil mar most megfigyelhetd volt egy tisztulasi
zona. A kivalasztott telepeket ugyanolyan, korabban elkészitett taptalajokra oltottam at,

amilyenen az els6 szélesztést kovetéen néttek ki.
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6. dbra A kezdeti minta feldolgozas utan a Stomacher zacskoban. Balra a
higitasi sor
A tisztitd szélesztést megismételtem, taptalajonként 10-15 telepet izolaltam. A
lemezeket sorszammal lattam el, illetve a késobb izolalt telepeket morfologiai

tulajdonsagukrol elnevezve dokumentaltam. A végsd lemezszam 50 volt.

A telepek bankolasdhoz és a késdbbi DNS izolalashoz folyadéktenyészetet
készitettem, ehhez lombikonként 20 ml TSB (17 g kazein pepton; 3 g szdja pepton; 2,5 g D-
gliikkéz; 5 g NaCl; 2,5 g KoHPO4; 1000 ml desztillalt viz; pH 7,5) taplevest mértem Gssze. A
folyadéktenyészethez kaccsal leszedtem a lemezekrdl az oltasi vonal lehetdleg utolso telepét,
figyelve, hogy az azon kiviil es6 telepeket elkeriiljem, majd belekevertem a lombikba. A
lombikokat szobahémérsékleten razattam egy hétig. A TSB-ben kinétt folyadékkultirakbol
850 pl-t eppendorf csében, 43%, 850 ul glicerol oldattal taroltam -80°C-on fagyasztva.

4.2 Hidrolitikus aktivitas tesztelése

Kovetkezd 1épésként a hidrolizis teszthez készitettem taptalajokat xildn és agaroz
felhasznalasaval. A taptalajok kozepére atoltottam egyesével a telepeket, és 1 hétig
szobahOmérsékleten inkubaltam Oket. Ez id6 alatt ijabb 50 lemezt 6ntottem, ezattal cellulozt

¢s agarozt hasznalva, ezeken megismételtem az atoltast.

A hidrolizis tesztet festéssel végeztem. Az eljaras alapja, hogy a festék a

poliszacharidokhoz kotédik, ami igy a lemosas utan is lathatd. Amennyiben a mikroba
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lebontja a poliszacharidokat maga kortil, a festék lemosodik, és megjelenik egy tisztulasi
zona. Az egy hetes lemezeken el0szOr korberajzoltam a telepeket, mert a festés soran

lemosodhatnak.

Festéknek 0,3% kongd vords oldatot hasznaltam. A lemezekre annyi festéket
ontdttem, hogy teljesen elfedje a telepeket, majd fél ordig finoman razattam. Ezalatt NaCl
oldatot (1,5 I; 1M) készitettem a lemosashoz. A festékes razatas utan a lemezeket egyszer
atmostam NaCl oldattal, majd ujbol sooldatot ontéttem rajuk, és 1 napig razattam. Ezutan
eltavolitottam a folyadékot a lemezekrdl, és megmértem a tisztuldsi zonak méretét a telep
sz¢létdl a zonak hataraig. A folyamatot megismételtem a celluldzos agar lemezeken is, és az

eredményeket egy tablazatban rogzitettem.

4.3 Torzsek identifikalasa

4.3.1 DNS izolalas

A folyadéktenyészetekbdl eppendorf csdbe 1600 pl folyadéktenyészetet pipettdztam
mindegyik kultirdbol, majd centrifugalas utdn (140.000 RPM; 1 perc) eltavolitottam a
feliiliszot, €és -4°C-on taroltam a késobbi sejtfeltarashoz. Azoknak a telepeknek, amik nem
néttek ki TSB folyadékban, 0jabb taplevest készitettem a taptalajuknak megfeleld

alapanyagokbdl, azzal a valtoztatassal, hogy cellul6z helyett keményitét hasznaltam.

A -20°C-on, centrifuga csovekben tarolt telepekbdl DNS izolalo kit segitségével, az ahhoz
tartozo leirasnak megfelel6en izolaltam a sejtek genomi DNS-¢ét. Hogy biztos lehessek az
izolalas sikerességében, a kinyert termékeket agardz gélelektroforézis segitségével
ellendriztem (1%-os agardz gél). Az eredmények, vagyis az UV fény alatt megjelend savok
erdsségétdl fliggden allapitottam meg a PCR mixbe keriil6 templat mennyiségét. A PCR
mixben a 16S rRNS gén sokszorositasdhoz sziikséges primereket hasznaltam (27F és 1492R
primerpar). A folyamat idéigénye €s a mintak mennyiségét figyelembe véve, egyszerre 8-12
minta DNS izolalasat végeztem. A PCR termékeket 4jbol ellendriztem gélelektroforézissel,

a sikertelen eseteket megismételtem.

4.3.2 Szekvenalas

A Dbaktériumok azonositasdhoz a genomi DNS 16S rRNS génjét kellett

megszekvendlnom. Az izolalt mikrobak koziil kivalasztottam 10, a hidrolizis teszten jo
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bontasi képességet mutatd, morfologiailag lehetdleg jol elkiilonithetd baktériumot. A
kivalasztott baktériumok PCR termékét a szekvenalds eldtt meg kellett tisztitani a PCR
reagenseit6l. A tisztitast Macherey-Nagel: NucleoSpin kittel végeztem, a hozza tartozo
leirasnak megfelelden. A kivalasztott PCR termékek az alabbi jeldlésii tenyészetekhez

tartoztak: AX5, AX7, AX9, AX10, GC2, GC7, GX6, SN1, HN2, FS

A szekvenalast a MATE Molekularis Okoldgia Tanszék tanszékvezetdje Tancsics
Andras végezte el nekiink barati szivességbdl. Az eljarast a Sanger modszerrel csinalta. A
szekvenalassal kapott szekvenciakat az EZBioCloud® adatbazisaba toltdttem fel majd itt

végeztem az analizist programmal.
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5. EREDMENYEK

Négy nap elteltével megszamoltam a telepeket mindegyik lemezen, majd ebbdl
kiszamoltam a tényleges telepképz0 egységet a szélesztett minta higitasi fokaval korrigalva.

Az eredményeket a 2. tablazat tartalmazza:

2. tablazat Telepszamlalas eredménye

GC RT 15°C GX RT 15°C
10 1,B*107 3,5*106 10 1,7*107 g*105
10°% 1,14*10¢ 3*105 10°% 5,4*107 2*10°
AC RT 15°C AX RT 15°C
104 2,25+107 B=10® 10 2,6+107 2,4=10F
10°% 4,1*10°7 6*108 10°% 5,1*107 1*108

Az eredmények az eredeti lemezeken megfigyelt valds telepszamokat tartalmazzak.
Szobahémérsékleten inkubalt lemezeken egyértelmiien tobb telep volt megfigyelhetd mint
15°C-on. Gelrite tartalmt talajokon tobb telep képzddott 15°C-on mint az agardzos
taptalajokon, illetve a CMC szénforrasos talajokon is tobb telep képzddott ezen a
homérsekleten, mint a xildnon. Taldn érdemes itt megemliteni, hogy a xilanos taptalajok
tejszeriibbek voltak, igy konnyebben észrevehetd volt, ha egy telep koriil tisztulasi zona

alakult ki.

A hidrolizis teszten leginkdbb az agardéz gélen, xilan szénforrassal készitett
lemezeken nott telepek mutattak jo bontasi képességet. Az agardz géllel és CMC-vel késziilt

taptalajokrol izolalt mikrobak nem mutattak cellul6zbonté aktivitast.
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7. abra: AX 8 jelolésii minta az elso (bal oldalt) és masodik (jobb oldalt) tisztito szélesztést kovetden

8. dabra Jol lathato tisztuldasi zona a hidrolizis teszt utdan
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A 12, agar6z - xilan alapt taptalajon tenyésztett baktérium koziil 8 mutatott xilandz

aktivitast, 5 pedig cellul6z bontd képességet. Az AX 10-es baktérium koriil volt

megfigyelheté mind koziil a legnagyobb tisztulasi zona xilanos és cellulozos taptalajon is.

3. tablazat Agaroz - xilan alapu taptalajokrol izolalt mikrobdk|
tisztulasi zondja

Xilan Celluléz
AX1
AX 2
AX3
AX 4
AX5 2mm
AX 6
AX 6,5
AX7 4 mm
AX 8
AX9 6 mm
AX 10 14 mm
AX 11 9 mm

A gelrite — xilan alapt taptalajokon kin6tt baktériumok koziil csupan 2 tudta a xilant

valdban lebontani, a GX 1 koriil egy alig 1 mm sugart zona volt lathat6 cellulozos talajon.

4. tablazat Hidrolizis teszt eredménye. Gelrite - xilan alapu
taptalajokrol izolalt mikrobdk tisztuldsi zondja

Xilan Celluloz
GX1 1 mm

GX 2
GX3
GX 4
GX5
GX 6
GX7
GX8
GX9
GX 10
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A gelrite - cellul6z alapu taptalajokon a GC 2-es telep xilan és celluldz bontast is mutatott,

illetve masik két izolatum koriil is megfigyelhetd volt cellulaz aktivitas.

5. tablazat Hidrolizis teszt eredménye. Gelrite - celluloz
alapu taptalajrol izolalt mikrobak tisztulasi zondja
Xilan Celluloz
GC1
GC3
GC4
GC5 2mm
GC6
GC7 9 mm
GC38
GC9
GC 10
GC11

Az utolag izolalt telepek eleve azért lettek kivalasztva, mert latszolag az elsd leoltds utan
(bar a tobbihez képest késdébb) mar megjelent koriilottiik tisztulasi zona. Egy kivételével

mindegyik j6 bontd képességet mutatott.

6. tablazat Hidrolizis teszt eredménye. Utdlag izolalt
mikrobak tisztulasi zondja

Xilan Celluloz
SN 1 9 mm
SN 2 7 mm
SN 3 10 mm
HN 1 11 mm
HN 2 9 mm
FS
Piros
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A 9. 4bran lathat6 eredmények tobbsége elég meggy6zd, magas szazalékos egyezést mutat

az adatbazis bizonyos taxonjaival. A talalatok kozott latni Streptomyces illetve

Cellulomonas nemzetség tagjait, amiket a szakirodalom mar korabban is leirt mint celluloz

¢s xilan bont6 mikrobdk. Az SN 1 és GC 2 azonositasahoz tovabbi vizsgalatok

sziikségesek, esetleg hosszabb szekvenciak hasznalata. Az AX 9 az adatbazis egy leirt

taxonjaval sem sikeriilt azonositani, igy érdemes tovabbi genetikai vizsgalatoknak alavetni,

mert lehet még le nem irt fajhoz tartozik.

O B

O Tasks

(] E ANDRAS_SN1

O E ANDRAS_HN2

(] E ANDRAS_GX6

O E ANDRAS_GC7

(] E ANDRAS_GC2
O E ANDRAS_FS
O E ANDRAS_AX10
(] E ANDRAS_AX9

O E ANDRAS_AX?

(] E ANDRAS_AX5

Name

Top-hit taxon

Cellulomonas humilata

Cellulomonas humilata

Staphylococcus aureus subsp. aureus

Streptomyces pratensis

Flavobacterium chilense

Streptomyces setonii

Microbacterium aurum

LMNI_s

Herbiconiux solani

Sphingomonas faucium

Top-hit strain ~ Similarity (%)
ATCC 25174 97.85
ATCC 25174 99.75

DSM 20231

ch24 99.40

LMG 26360 7.53

NRRL ISP-5322 100.00

KACC 15219 98.76

Leaf288 97.27

NBRC 106740

Search

Top-hit taxonomy

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Cellulo
meonadales;Cellulomonadaceae;Cellulomonas

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Cellulo
monadales;Cellulomonadaceae;Cellulomonas

Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Staphylo
coccaceae;Staphylococcus;Staphylococcus a
ureus

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Strepto
mycetales;Streptomycetaceae;Streptomyces

Bacteria;Bacteroidetes;Flavobacteriia;Flavoba
cteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Strepto
mycetales;Streptomycetaceae;Streptomyces

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Microb
acteriales;Microbacteriaceae;Microbacterium

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Microb
acteriales;Microbacteriaceae;Microbacterium

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Microb
acteriales;Microbacteriaceae;Herbiconiux

Bacteria;Proteobacteria;Alphaprotecbacteria;
Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphi
ngobium

9. dbra: Az azonositas eredménye

Completeness (%)

58.5

55.8
54.1

58.9
56.5
55.4
35.2
54.0

53.1

57.9
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6. OSSZEFOGLALO

A ndvényi biomassza jelenlegi felhasznaldsa csak toredéke annak, amekkora
potenciallal rendelkezik, akar mint energiahordoz6, akar mint prekurzor alapanyag, pedig
hatalmas mennyiségben termelddik évente vilagszerte. A lignocelluloz lebontasédban részt
vevd mikrobak és enzimek egyre nagyobb jelentdséget kapnak, ahogy a technologia keresi
az iparban alkalmazott kémiai eljarasok alternativait. A cellulitikus és hemicellulitikus
rendszerek résztvevdinek megismerése az elsé 1€pések egyike a kornyezettudatosabb ¢és
kiméletesebb modszerek kifejlesztéséhez, amik tobbsége jelenleg még nem veszi fel a

versenyt a most haszndlatban 1évo eljarasok koltséghatékonysagaval.

A dolgozatomban papirhulladékrol izolaltam baktérium telepeket és hidrolizis teszt
soran vizsgaltam celluloz €s xilan bontd képességiiket, majd a 16S rRNS alapjan
azonositottam koziiliik tiz telepet. Eredményeim remélhetéleg j6 alapot nytjtanak majd a

lignocellulitikus baktériumok és enzimeik tovabbi vizsgéalatara.
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Elsé sorban szeretném megkoszonni konzulensemnek, dr. Téth Akosnak a szakmai
utmutatasait és segitségnyujtasat a kisérletek és a dolgozat készitése kdzben egyarant, de
legféképpen tiirelmét, amivel akkor is megtisztelt, mikor nehézségek meriiltek fel a munka
folyaman. K6sz6nom sok éves tapasztalaton alapul6 tanicsait, amik nélkiil ez a dolgozat
nem johetett volna létre. Szeretném tovabba megkdszonni a MATE Molekularis Okologia
Tansz¢ék tanszékvezetdjének, Tancsis Andrasnak, hogy az altalunk kiildott mintak
szekvenalasat elvégezte, és ezzel segitette a dolgozat 1étrejottét. Végso soron kdszondom

csaladomnak az utolso percig tartd tdmogatasukat.
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