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1.BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A ndvényi biomassza a F6ldon a legnagyobb mennyiségben elérhetd, megujuld eréforras. A
lignocellul6z biomassza jelentds részét a novényi sejtfal teszi ki, amely f6 feladata a sejtek
védelme és a sejt strukturajanak megérzése. A névényi sejtek szaraztomegének tipikus

szazalékos aranya: 35-50% celluloz, 20-35% hemicelluléz és 5-30% lignin.

Az éghajlat valtozas egy globalis problémat jelent. Az atmoszféraban talalhaté szén-dioxid
(CO2) tartalom 1750 ota 43%-kal emelkedett. Ebben a drasztikus valtozasban kiemelkedd
szerepe van a fosszilis tlizeldanyagok tulzott felhasznalasnak és a nagymértékli erddirtdsnak
(Raud et al., 2019). Ujabb statisztikik szerint a globalis lignocellul6z biomassza éves
keletkezése koriilbeliil 181,5 millidrd tonna, amelybdl csak 8,2 milliard tonna kertil
felhasznalasra kiilonboz6 alkalmazasi teriileteken (Singh et al., 2022). A fosszilis
tlizel6anyagok egyre novekvo koltségei és a szén-dioxid kibocsatasuk karos kornyezeti hatasai
miatt, egyre nagyobb igény mutatkozik a koltséghatékonyabb, és egyben kornyezetbarat
biolizemanyagforrasok alkalmazasdra, amelyek megoldasként szolgdlhatnak a globalis
felmelegedés csokkentésére. A lignocelluloz biomassza mezdgazdasagi ¢és erdészeti
maradvanyokbol, szerves szilard, faipari, valamint cellul6z tartalmu hulladékokbol szarmazik.
A biomassza atalakitdsa altalaban egy tobblépcsds feldolgozasi folyamatot igényel, amely
magaba foglalja az el6kezelést (mechanikai, kémiai vagy bioldgiai), enzimatikus hidrolizist és

a fermentacios folyamatokat (Mujtaba et al., 2023; Anwar et al., 2014).

A lignocellul6z alapt biomassza fenntarthaté lebontasa hidrolizis révén, lignocellulolitikus
enzimek segitségével megy végbe, amelyeket a biolizemanyag gyartas mellett, kiilonbozo
alkalmazasokban is fel lehet haszndlni, mint példaul papiripar, élelmiszeripar, textilipar,

mezdgazdasag és hulladékkezelés.

A papiriparban az oxidativ enzimek, lignin-peroxidazok (LiP), mangan-peroxidazok (MnP),
hibrid-peroxidazok (VP) és lakkazok jelentOs szerepet toltenek be a bioldgiai fehéritésben, igy
helyettesitve a kloralapt fehéritést. A papir- és celluléziparban egyre ismertebb a ,,biopulping”
alkalmazéasa. A ,)biopulping” folyamata sordn a ligninbontdé mikrobdkkal kezelt fakéreg

lagyabba valik, ami erésebb papirt eredményez (Chukwuma et al., 2020).

Az élelmiszeriparban a lignocellulolitikus enzimeket széles korben hasznaljak fel, mint példaul

a gyimolcs- és zoldséglevek feldolgozasa, valamint a novényi olajfeldolgozas soran, tovabba
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a boraszatban, a sorfézésben és a stitdiparban. Jelenleg kiilonboz6 enzimatikus kezeléseket
alkalmaznak a modern gyiimoles- ¢és zoldségfeldolgozasban, mivel a cellulazok,
hemicellulazok és pektinazok kivaloan alkalmazhatdak a folyamatok optimalizalasara (Toushik

etal., 2017).

A textiliparban tobbnyire a szintetikus rostok haszndlata az elterjedt, amelyek termelése
kornyezetszennyezéshez vezet. Ennek kovetkeztében egyre nagyobb érdeklddés mutatkozik a
kornyezetbarat novényi rostok felhasznalasa irant, ilyen példaul a pamut, juta és a len. A
cellulazok a nedves textilfeldolgozasban sikeresen alkalmazott enzimek, amelyeket a

pamutrostok utokezelésére alkalmaznak (Verma és Dwivedi, 2014; Kuhad et al., 2011).

A mezdgazdasag teriiletén is alkalmazzak a celluldz, hemicellulaz és pektinaz enzimeket,
amelyek a novények novekedésének fokozasaban és betegségeik megel6zésében jatszanak
szerepet. A cellulaz enzimeket a talaj mindségének javitasara is alkalmazzak. A kiilonboz6
cellulolitikus gombak, mint példaul az Aspergillus, Chaetomium ¢és Trichoderma igéretes

eredményeket mutattak a vizsgalatok soran (Kuhad et al., 2011).

A hulladékként jelentkezd ndvényi biomassza feldolgozasanak problémajara adhat valaszt a
lignocelluloz bontésra képes baktériumok biotechnoldgiai alkalmazasa. A munkdm célja egy
1j, eddig ismeretlen baktérium fajhoz tartozo torzs jellemzése, amely a késdbbiekben a névényi
biomassza hasznositasat célzd biotechnoldgiai eljaras alapja lehet. A jellemzés soran célul
tiztem ki egy korabban izolalt, lignocelluloz bontd torzs alapvetd tulajdonsagainak
meghatarozasat, mint példaul a kornyezeti optimumait, morfologiai bélyegeit, valamint az

anyagcsere tulajdonsagait.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1.A lignocelluloz felépitése

A novényi biomassza az emberiség szamara hozzaférhetd legmeghatarozobb megujulo
szénforras. A lignocelluléz egy Osszetett kompozit szerkezet, amely elsdsorban harom
biopolimerbdl all, ligninbdl, cellul6zbol és hemicellulozbol. Az 1.4bran lathaté a lignocelluléz
szerkezeti felépitése. A lignin a lignocellul6z mésodik leggazdagabb polimer frakcioja. A lignin
egy nagy molekulatomegii, oldhatatlan polimer, amely fenil-propan alegységekbdl épiil fel. A
fenil-propan alegységek kovalensen kotddnek a hemicellul6zhoz, és ennek eredményeképpen
létrejovo matrixba agyazddnak bele a celluléz mikroszalak (Smith, 2019; Toth, 2016). A 6
alkotéelemei a harom fenil-propan szarmazék, a p-kumar-alkohol, a koniferil-alkohol és a
szinapil-alkohol. A lignin polimerben ezek a fenil-propan szarmazékok tovabb modosulnak
p-hidroxifenil, guaiacil és sziringil csoportokkd. Ezen alkotéelemekbdl képzddik, az enzim
katalizalt polimerizacids reakcioban szabdlytalan szerkezetii lignin halozat. Szerepe a ndvényi
sejtfal erdsitésében ¢és a kiillonb6zd mikrobioldgiai behatdsokkal szembeni védelem

biztositasaban van.

1. abra: A lignocelluloz szerkezeti felépitése

(Forras: Makk, 2017)

Celluloz

Hemicellulézok
(foként xilan)

Lignin

A ndvényi sejtfal 6 alkoto eleme a celluldz. A cellobidz a gliikan lancok szerkezeti ismétlédo
egysége a cellulozban. A cellobioz két B-1,4 kotéssel kapcsolodd glikkdéz molekula dimerje,
amelyben a gliikoz molekulak 180°-kal elfordulnak (Réczey, 2012). Ez ellentétben all mas
gliikan polimerekkel, példaul az a-1,4-gliikannal (keményitd), és a B-1,3-gliikannal (kal6z), ahol



a gliikkoz az ismétlodo egység. A glikkan lanc egy hosszu, lancszerii szerkezetet alkot, melyet
Van der Waals erék, valamint az intra- és intermolekuldris hidrogénkotések stabilizalnak.
Ennek eredményeként a gliikkan lancok szabalyos kristalyos elrendezést alkotnak, mely vizben
oldhatatlan és ellendll a kiilonb6z6 kémiai behatasokkal szemben. A természetben a celluloz
sosem fordul el6 egyetlen lancként, hanem a szintézis pillanatatol kezdve mikrofibrillumokban
létezik, amely a celluléz szélak egyre vastagabb, rendezett szerkezetli kristalyos kotegei. A
gliikan lanc hossza koriilbeliil 2000-t61 tobb mint 25000 gliikoz egységig terjed. A természetben
a celluloz leggyakoribb kristalyos formaja a celluloz I, amely metastabil és irreverzibilisen
atalakithatdo egy masik kristilyos allapotba, a celluloz II-be, amely a legstabilabb ismert
allomorf. A celluloz 1 parhuzamos gliikdn lancokkal és erés intramolekularis
hidrogénkotésekkel rendelkezik. A Valonia macrophysa nevii 6rias tengeri alga szintetizalja a
celluloz I-et, amely a legmagasabb kristalyszerkezettel rendelkezik. A természetben a celluloz
I két kristalyos szuballomorfban létezik, cellul6z Ia-ban és IB-ban. A celluloz II ritkan fordul
elé a természetben. A celluloz II gliikan lancok antiparallel iranyban helyezkednek el,
valésziniileg a lanc felcsavarodasanak eredményeként. Mas celluloz allomorfok, példaul a
celluloz III és IV ismertek, de ritkan vagy sosem fordulnak el6 a természetben. Minden celluléz
allomorfot a jellegzetes rontgen- vagy elektron-diffrakcios mintazata alapjan lehet azonositani
( Brown et al., 1996).

A hemicelluléz a masodik leggyakrabban el6forduld természetes polimer a celluloz utan a
ndvényi sejtfalban. A celluldz a ndvényi sejtfalnak a dominans szerkezeti poliszacharidja, egy
lineéris B-1,4-D gliikapiranozid polimer. A hemicellulozokat keresztkapcsolodo glikanoknak is
nevezik, és ugy vélik, hogy szerepet jatszanak a ndvényi sejtfal nyujtdsaban és modositasanak
szabalyozasaban. A hemicellul6zok a celluldz szalak kozotti kolesonhatasokra erdteljes hatast
gyakorolnak, és jelentds szerepiik van a celluloz lancok és a lignin 6sszekdottetésében (Wyman
et al.,, 2005). A hemicellulozok elagazd szerkezeti heteropolimerek amelyek 6t gyakori
Osszetételll csoportbol allnak, melyek a xildnok, mannéanok, B-gliikdnok, xilogliikanok,

valamint az arabinogalaktanok (Smith, 2019).

A xilan a legelterjedtebb hemicelluléz a ndvényi sejtfalban, altalaban a teljes ndvényi
biomassza koriilbeliil 1/3-4at teszi ki. A xilanok B-1,4 kotést xildz gerinceel és kiilonb6zo
mellékcsoportokkal rendelkeznek. A xilan specifikus valtozatat az oldallancok Osszetétele €s

kapcsolatai hatdrozzdk meg. Az oldallancokat altaldban az O, és/vagy Os pozicidkhoz



kapcsoljak, és tartalmazhatnak gliikkuronsavat, 4-O-metil-gliikuronsavat, L-arabinofuranozt,

xilozt és acetilcsoportokat. Az oldallancok tipusa és szintje az adott novénytol fligg.

A mannan egy B-1,4-glikozidos kotésekkel kapcsolodo linearis heteropolimer. A szerkezete, és
igy a lebomlasa is nagyon hasonlo a cellul6zhoz, mindkett6 lineéris B-1,4 kotésekkel kapcsolt
monoszacharid polimer. A mannan polimer elagazasokat tartalmazhat, melyekben foként
glikéz ¢és galaktéz monomerek taldlhatéak, igy glikomannant, galaktomannant &s

galaktogliikomannédnokat kaphatunk az eldgazasokat felépité monomerek szamatol fliggden.

A ndvényi biomasszaban uralkodé celluloz mellett két masik B-gliikan jatszik fontos szerepet
a novényi sejtfal szerkezetében és miikodésében. A B-glikkan és a xilogliikdn szerkezetileg
hasonloak a cellul6zhoz, mivel B-kapcsolt gliikkdz gerincen alapulnak. Mindkét szerkezet részt
vesz a celluloz matrix rendszerének tamogatasaban és keresztkdtésében, hidrogénkotéses
kolcsonhatasok révén a celluldézzal, mas hemi-cellulozokkal és pektinekkel (Wyman et al.,

2005).

Az arabinodz és galaktdz egységekbdl felépiild arabinogalaktan sokkal kisebb aranyban fordul

elé a novényi sejtfalban, mint a xildn vagy a mannan (To6th, 2016).

2.2. A lignocelluloz enzimatikus bontasa

2.2.1. Lignocelluloz-bonté mikroorganizmusok

A cellulolitikus mikroorganizmusok rendkiviil valtozatos taxonoémiai csoportokban
fordulnak el6. A ndvényi biomassza lebontdsat végz0 mikroorganizmusok tobbsége az
eubaktériumok és a gombak kozé tartozik, de anaerob cellulézbontd protozoonokat is
azonositottak. Cellulolitikus mikroorganizmusok barhol eléfordulnak, ahol celluléz alapu
hulladék halmozodik fel. Ebben az esetben vegyes populacidkban fordulnak eld, amelyekben
cellulolitikus és nem- cellulolitikus fajok egyarant jelen vannak. Ez a kérnyezet vezet a celluloz
teljes lebontdsdhoz, amely sordn aerob koriilmények kozott szén-dioxidda és vizzé alakul at,

anaerob koriilmények kozott pedig szén-dioxidda, metannd és vizzé.

Az aerob lebontas tobbnyire a talaj felsd rétegén megy végbe, ahol a cellul6z hulladékok
felhalmozdodnak. Ezek koziil a fa az a komponens, amelyet a magas lignintartalma miatt, a

cellulolitikus mikroorganizmusok a leglassabban tiamadnak meg. A lignin teljes lebontasa egy
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olyan oxidativ folyamat, amelyre kevés mikroorganizmus képes. A folyamatban tobbnyire
kiilonb6zé konidiumos gombéak vesznek részt. A lignin teljes lebontdsdhoz sziikséges
enzimkészlettel rendelkezik példaul a fehér rothadasti gomba (Phanerochaete chrysosporium).
Sokféle szervezet, kiillondsen az Actinomycetes, a lignin részleges lebontasara képes csak. A
gombak mellett tobb cellulolitikus talajbaktériumot is azonositottak, mint példaul a

Cellulomonas, Pseudomonas, Thermomonospora és Microbispora nemzetség tagjait.

Az anaerob lebontas foként a novényevok bélrendszerében, komposztban, tragyaban és
szennyvizkezel® tizemek iszapjaiban van jelen. Az anaerob cellulolitikus szervezetek a
taplalkozasi lanc egyéb mikroorganizmusai szdmara elénydsek, mivel megakadalyozzak az
ecetsav okozta savasodast, és eltavolitjak a felesleges hidrogént. A polimer szénhidratok
atalakitasa metdnra ¢és szén-dioxidra egy tobblépcsds folyamat. Elsd 1épésben a gliikozt, amely
a cellul6zbol szarmazik, cellulolitikus és kapcsolt szacharolitikus szervezetek erjesztik, igy
hidrogént, szén-dioxidot és kiilonb6z6 szerves vegylileteket, beleértve savakat és alkoholokat
termelve. Mésodik 1épésben ezeket a vegyiileteket ecetsavra és szén-dioxidra alakitjak at. Ez a
1épés lehet termodinamikailag kedvez6tlen, kivéve, ha a hidrogén részleges nyomasa nagyon
alacsony szinten van. A felesleges redukdld ekvivalenseket ezért olyan megfeleld
akceptorokhoz kell atvinni, mint a szulfat vagy a szén-dioxid. A szulfatot a szulfat redukalok
hidrogén-szulfidda csokkentik. A szén-dioXidot ecetsavva alakitjak az acetogének, és metanna
a metanogének. Végso 1épésben pedig az ecetsavat a metanogének metanna és szén-dioxidda

alakitjak at (Béguin-Aubert, 1994).

A szaprofita gombak a magas hatékonysagl enzimatikus rendszeriiknek koszonhetden a
lignocellulozt nagy aranyban tartalmazo nyersanyagok lebontésara is képesek. A gombak, két
fajta lebontasi rendszerrel rendelkeznek: intracellularis, amely a kiils6 sejtfallal mitkddik
egylitt, és az extracellularis, amelynek a poliszacharid lebontdsaban van kiemelked6 szerepe.
Széles korti extracellularis enzimeket termelnek, amelyeknek két tipusa ismert, a hidrolitikus,
amely a poliszacharid lebontasat végzi, és az oxidativ, amely a lignint bontja és felnyitja a
fenilgytiriket. A lignocelluléz-bontd gombakat masnéven xilofdg gombaknak nevezziik.
Harom csoportja ismert, amelyek kiilonb6zé lebontasi mechanizmusokkal bontjak le a
lignocellulozt, az tgynevezett ,,white-rot” gombak, ,brown-rot” gombdk és a ,,soft-rot”

gombak.



A fehér-rothadast ,,white-rot” gombak az Osszes lignocelluléz Osszetevdjének lebontasara
képesek, a lignint, cellulozt és a hemicellulozt is bontjak. A leghatékonyabb lignin bontasra
képesek a harom emlitett tipus kozil. A lignin bontds hatékonysaga a kiilonleges
enzimrendszeriiknek kdszonhetd, amely a teljes lignin mineralizacidjara képes (Andlar et al.,

2018).

A barna-rothadasu ,,brown-rot” gombak a cellulozt és hemicellulozt jo1 tudjak bontani, azonban
a lignint lehetdség szerint tudjak modositani, bontani azonban nem tudjak. Ezek a gombak a fas
biomassza ¢és a faalapu szerkezetekben talalhatok meg. Tanulmanyok szerint a ,,brown-rot”
gombak a ,,white-rot” gombakbodl szarmaztak, amikor tobb olyan esszencidlis gént veszitettek

el, amelyek a lignocellul6z lebontasaért felelosek.

A lagy rothadasu ,,soft-rot” gombak bontasi mechanizmusat két tipusra osztottak. Az elsd tipus
szerint a hifak masodlagos sejtfalakat attorve jellegzetes tiregeket képeznek. A masodik tipus
hasonloan tamad, mint a tomlésgombak ¢és a fehér-rothadasti vagy masnéven ,,white-rot”
gombak, és ez a folyamat a fa sejtfalanak elvékonyodasahoz vezet (Sista Kameshwar és Qin,
2018).

2.2.2. Ligninmddosité enzimek

A lignin enzimatikus lebontasat elsésorban gombak végzik, azonban vannak olyan
baktérium csoportok, amelyek képesek a lignin részleges lebontasara. A szarazfoldi szén szinte
teljes egészében lignifikalt poliszacharidokbol vagy magabol ligninbdl all, és a biodegradaciora
ellenalld lenne, ha nem lennének ligninolitikus mikroorganizmusok. Ezek a szervezetek
nagyrészt magasabbrendli gombak, amelyek tobbnyire a korhadd fakban taldlhatok meg. A
lignin lebontdsa problémat jelent ezeknek a gombdknak, mivel a lignin egy fenilpropan
alegységekbol felépiilé heterogén és amorf polimer, amely nem hidrolizalhato. A gombak
ligninolizis mechanizmusa a nyolcvanas évek elején lett ismert, amikor, bizonyos
extracellularisan termeldd6 gombaperoxidazokat fedeztek fel, amelyek a plomier lignin
oxidativ reakciojat katalizal6 nem specifikus fehérjék. A lignolitikus peroxidaz enzimek hem
prosztetikus csoporttal mitkodnek, alacsony pH optimummal rendelkeznek, hidrogén-peroxid
és egyéb mediatorok kdzremiikodésével bontjak le a lignint. Négy f6 tipusa ismert: lignin-

peroxidazok (LiP), mangan-peroxidazok (MnP), hibrid-peroxidazok (VP), valamint a polifenol



oxidazok ko6zé tartozé lakkazok (Hammel et al., 1993). A ligninbontd enzimeket a 2.abra

szemlélteti.

2. abra: Ligninbont6 enzimek
(Forras: Internet 8.)
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Az elsé tipus a lignin-peroxidazok (LiP) amelyek, magas redox potenciallal rendelkez6 erds
oxidalo hatassal rendelkeznek, a nem-fenolos lignin egységeket bontjak le, akar a polimer 90%-
at is. Ezek az enzimek a veratril alkohol mediator segitségével bontjak le a nem-fenolos lignin
egységeket. A masodik tipus a mangan-peroxidazok (MnP), a fenolos és nem-fenolos lignin
egységek oxidacios folyamataiban is részt vesznek és Mn?* iont hasznalnak mediatorként. A
harmadik tipus a hibrid-peroxidazok (VP), amelyek nemrégiben keriiltek leirasra a Pleurotus
¢s mas gombakban, mint a peroxidaz enzimek harmadik tipusa, amely kombinalja a LiP és MnP
tulajdonsagait, illetve a novényi és mikrobidlis peroxidazok katalitikus tulajdonséagait, amelyek

a fenolos vegyiiletek oxidalasaért felelosek (Martinez et al., 2005).

A lakkéazok a tobbszords réz oxidaz (MCO) enzimcsaladba tartoznak. Ezeket az enzimeket
kiilonféle gombak, novények, rovarok €s baktériumok allitjak eld. A lakkazok altal katalizalt
reakciok magukban foglaljdk a monomerek polimerizaciojat, a polimerek lebontasat és a
fenolos vegyiiletek oxidacigjat. A szerves anyagok oxidacidja kozben az oxigént négy
elektronos redukcioval vizze redukaljak. A lakkazok medidtorok alkalmazasaval képesek nem-
fenolos vegyiileteket is oxidalni, amelyek oxidacids-redukcios cikluson mennek keresztiil, igy

az elektronokat a nem-fenolos vegyiilet és az enzim kozott tovabbitjak. Ezeket a lakkaz



mediator rendszereket (LMS) szamos folyamatban hasznaltdk, beleértve a celluloz

delignifikaciot és a szerves szennyezOddések oxidacigjat.

A baktériumok altal eléallitott lakkazokat magas homérsékleti tolerancia és magas aktivitas
jellemzi semleges vagy lugos koriilmények kozott, mig a gombak altal termelt lakkazok
altalaban savas pH érték mellett mikddnek. Tobb baktériumban is leirtak mar lakkazokat,
példaul a Bacillus subtilis, Streptomyces coelicolor, Thermus thermophilus nemzetség tagjainal
(Reiss et al., 2011). A baktériumok mellett szamos gombanal is azonositottak a lakkaz enzimet,
Ascomycetes, Deutreomycetes és Basisomycetes csoportokban, kiilonésen a ,,white-rot”

gombakban, amelyek részt vesznek a lignin anyagcseréjében (Brijwani et al., 2010).

A szénhidratok mono-, di-, oligo- és poliszacharidok formajaban, egyediilallo szerepet
jatszanak a természetben. A szénhidratokat bontd enzimek a glikozid hidrolazok (GH)
csoportjaba tartoznak. Ezek az enzimek glikozidos kotést hasitanak két szénhidrat kozott, vagy
egy szénhidrat és egy nem szénhidrat kozott. 1991-ben bevezetésre keriilt az aminosav-
szekvencia hasonlosagokon alapulo glikozid hidrolazok osztalyozasa (Henrissat-Davies, 1997).
Napjainkban a CAZY (carbohydrate-active enzymes) adatbazisban folyamatosan feltoltésre
keriilnek az 0j hidrolaz enzimek. A glikozid hidrolazokat aszerint is megkiilonboztethetjiik,

crer

alapjan ismeriink megtarté és invertalo glikozidazokat (Internet 1).

A cellulézbonté mikroorganizmusoknak az oldhatatlan celluléz hidrolizalasahoz és
metabolizalasdhoz extracellularis cellulazokat kell termelniiik. A cellulaz a glikozid hidrolazok
csoportjaba tartozik, a celluloz B-1,4-glikozidos kotését hidrolizdlja. A celluldzrendszerek
Osszetevdit eldszor katalitikus miikodésiik modja alapjan osztalyoztak, majd késdbb szerkezeti
tulajdonsagaik alapjan is. Harom tipusii enzimatikus aktivitast kiilonboztetiink meg,
endogliikanazok, exogliikandzok és a B-gliikozidazok. Az endogliikanazok a cellul6z amorf
régiojdhoz kotddnek, és véletlenszerlien kapcsolddnak polimer lanchoz, amelyen beliil, a
gliikozok kozotti B-1,4-glikozidos kotést bontja le. Az exoglitkandzok a cellul6z poliszacharid
lanc redukalé vagy nem redukald végén folyamatosan miikddnek, gliikozt vagy cellobidzt
szabaditanak fel f6 termékként. A B-gliikkozidazok a termékként megjelent cellodextrineket és

cellobidézt bontjak le glikd6z monomerekre (Lynd et al., 2002). A celluléz enzimatikus

bontasanak folyamatat a 3.4bra mutatja be.



3. abra: Cellul6z enzimatikus bontasa
(Forras: Internet 9.)
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A hemicelluldzok heterogén felépitésii nagy kémiai diverzitdst mutatdé biopolimerek. A
hemicellulazok katalitikus moduljai vagy glikozid hidrolazok (GH-k), amelyek hidrolizaljak a
glikozidos kotéseket, vagy szénhidrat észterazok (CE-k), amelyek az acetat vagy ferulsav
mellékcsoporthoz tartozd észterkotéseket hidrolizaljak. A hemicelluldéz lebontisa szamos
kihivast jelenthet a mikroorganizmusok szamara. A polimer nagy molekulatomegii vagy
oldhatatlan, vagy a cellulozzal és a ligninnel tarsul. A hemicellul6z szerkezete is rendkiviil
valtozo, €s bar a kiilonb6z06 kémiai kotések tény eges szdma korlatozott, kiilonbozo szerkezeti
kornyezetekben jelen lehetnek. A hemicelluloz {6 heteropolimerjei a xilan, mannan, galaktan
¢s arabinan, illetve a D-xiloz, D-mannéz, D-galaktéz és L-arabindz. A 4.4bran lathato a

hemicellul6z enzimatikus bontdsanak folyamata.
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4, abra: Hemicelluloz enzimatikus bontasa
(Forras: Internet 10.)
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A leggyakoribb hemicellul6z a Xilan, amely linearis B-1,4-kotésti D-xiloz alaplancbol all. A
xilandzok a xiloz egységekben 1évo B-1,4-kotéseket hasitjak, rovid xilo-oligoszacharidokra. A
B-xiloziddzok exo-tipustt glikozidazok, amelyek xilooligoszacharidokat és xilobidzt
hidrolizalnak egyetlen xil6z egységgé. A legtobb ismert xilandz a GH10-es és GH11-es
csalddokhoz tartozik, és tovabbi xilanaz gén talalhaté a GH5-0s, GH8-as és GH43-as csaladok
kozott. A xilanaz szubsztratok esetén altalaban a 4-O-metil-gliikuronsav és az arabinofuran6z

oldalldncok jelenléte gatolja a xilan kotddését és hidrolizisét.

A B-mannandz szintén -1,4-kotéseket bont le mannan alapti hemicellul6zokban, révid manno-
oligoszacharidokat szabaditanak fel. A B-mannanazok a GHS5-6s és GH26-os csaladokba
tartoznak, és tovabbi B-mannozidazok talalhatok a GH1, GH2 és GH5-6s csaladokban.

Az o-L-arabinofuranozidazok ¢és az o-L-arabinandzok az arabinofuranozil tartalmua
hemicellul6zok hidrolizacidjaért felelosek. A GH csaladokban is megtalalhatok GH3, GH43,
GHS51, GH54 és GH62. Ezek koziil néhany enzim széles szubsztratspecificitast mutat. Vannak,
amelyek O-5, O-2 és/vagy O-3 csoporthoz kapcsol6dd arabinofuranozil csoportot hasitanak le,
valamint vannak olyanok is, amelyek szubsztratjai O-2 és O-3 duplan szubsztitualt xilozt

tartalmaznak.
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Az a-D-gliikuronidazok a gliikkuronoxilan €s az arabinogliikurono-xilan polimerekben bontjak
a 4-O-metil-D-gliikkuronsav oldallancanak az a-1,2-glikozidos kotéseit. A GH67-es csaladban

talalhatok meg.

A hemicellul6z bontdsaban részt vesznek az €szterazok is, amelyek kozil a legismertebbek az
acetil észterazok és a feruloil észterazok. Az acetil észterazok hidrolizaljak a xil6z oldallancain
1évo acetil csoportokat. A feruloil észterazok hidrolizaljak az arabindz egységek és a ferulsav
kozotti észter kotést. Ez az észter kotés részt vesz a xilan keresztkapcsolasaban a ligninhez

(Shallom és Shoham, 2003).

2.3. Baktériumok meghatarozasa és jellemzése
Antonie van Leeuwenhoek 1674-ben valdszintileg eldszor figyelt meg protozoonokat, majd
n¢hany évvel késObb baktériumokat is sikeriilt megvizsgalnia. Kiilonb6z6 forrasokbol,

esOvizbdl, tavakbol, emberi szajiiregbdl és bélbdl is sikeriilt allati egysejtiieket izoldlnia

(Internet 2).

A prokaridta rendszertan elengedhetetlen eleme a torzs jellemzése. Mind az 0j keletii, mind a
hagyomanyos modszerek fontos szerepet toltenek be egy torzs hovatartozasanak
megallapitdsdhoz egy taxonon belill. Ismert taxon esetén egy tesztkészlet hasznalataval
meghatarozhatd, hogy egy adott torzs tagja-e egy meglévd taxonnak. Olyan torzs vagy
torzscsoport esetén, amelyeket Gjonnan fedeznek fel, teljeskorti jellemzést kell adni. Ennek a
jellemzésnek a célja, hogy a ,,Bacteriological Code” (1990-es revizid) altal meghatérozott

hierarchikus keretbe beilleszkedjen, valamint, hogy leirdst adjon a taxonrol.

A fenotipus jellemz6i kozé tartozik a sejttipusa, telep morfoldgiaja, anyagesere folyamatok és
szubsztrat hasznositdsa, enzimreakciok, valamint a ndvekedéshez sziikséges kornyezeti
tényezOk, a pH és homérséklet optimum meghatarozadsa. Azonban ez a meghatarozas nem
elegendd, ugyanis az organizmusok fenotipikus jellemzésének részét képezik a kiilonbozo
kemotaxondmiai tulajdonsagok is, melyet gyakran nem sorolnak a fenotipus paraméterei kozé.

Altalaban a sejt kémiai 0sszetételét vizsgaljak a kemotaxondomiai modszerek alkalmazasa soran.

A morfolégiai, fizioldgiai €s biokémiai tulajdonsagok vizsgalata a prokariotak jellemzésének

legrégebbi eszkozei. Ezen tulajdonsagok vizsgdlata sordn meg tudjuk hatdrozni a
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sporaképzddést (amennyiben az adott faj esetében megfigyelhet), flagellumok
elhelyezkedését, mozgékonysagot, intracelluldris struktarak felépitését fénymikroszkop
segitségével, a szilard feliileteken novekedd telepek alakjat és méretét, valamint a kolonia

formajanak egyéb jellemzdit és a sejtek anyaganak pigmentaltsagat (Tindall et al., 2010).

Kemotaxonomiai vizsgalatokkal az é161ények biokémiai tulajdonsagait tudjuk meghatarozni. A
citoplazma membran zsirsavak vizsgalatakor a szénlanc hosszusaga, a metilcsoport és a kettds
kotés elhelyezkedése, illetve a foszfolipid-zsirsav Osszetétele mind a nemzetségre utalod
tulajdonsagok. A baktérium fajok megkiilonboztethetéek a jelenlévd zsirsavak mennyisége
alapjan. A 1égzési kionok az elektrontranszportlinc mobilis elektron- és protonszallitd
molekulai, amelyek koziil a menakinonoknak és ubikinonoknak van kemotaxondmiai
szempontbol jelentdsége. A polaris lipidek a citoplazma membran alkotoi, amelyek azon
molekuldk heterogén csoportjait képviselik, amelyekben a lipidhez kovalens kotéssel egy
hidrofil csoport kapcsolddik. Ezek a molekuldk szintén fontos taxondmiai jelentdséggel birnak.
A bakterialis sejtfal peptidoglikanbol épiil fel, melynek gerincét B-1,4-glikozidos kotések
kapcsoljak 0ssze, €¢s N-acetilglikozamin és N-acetil muraminsav egységekbdl allnak. A
peptidoglikan a baktérium szerkezetében fontos szerepet tolt be, a sejfal merevsége, alakja és
az ozmotikus nyomassal valo ellenallasért is felelés. Taxondmiai szempontbol a legjelent6sebb,
a muraminsavrol lelogd oligopeptid lancok aminosav Gsszetétele. A MALDI-TOF (Matrix-
Assisted  Laser  Desorption/lonization- Time  off  Flight-Mass  Spectrometry)
tomegspektrometria soran intakt-sejt elemzéseket alkalmaznak a faj, csoport vagy nemzetség

azonositasahoz (Toth E., 2020).

A taxonomia és az 6kologia teriiletén egyarant kulcsfontossagl szerepet tolt be a 16S rRNS
génszekvencidkban tarolt informacid. A génszekvencidk vizsgalatanak alapja, az izolatumok
génjének bazissorrend meghatarozasa, mely feltétleniil sziikséges az 1j fajok leirasahoz. A 16S
rRNS génszekvencia segitségével torténd prokaridta izolatumok meghatarozasanak folyamata
tobb 1épést is tartalmaz. Az elsd a hasonlosdg keresés, amely a nyilvanos adatbazisokban
talalhato nukleotid szekvencidk kozotti hasonlosdgot mutatja meg. A masodik az azonositott
tipus torzsekhez tartoz6 szekvenciak visszakeresését teszi lehetévé. A harmadik az izolatum és
a filogenetikailag szomszédos tipus torzsek kozotti nukleotid hasonlosagi értékeket szamitja ki.
A negyedik pedig a filogenetikai elemzést végzi el. Azonban ez az eljaras magas taxonémiai
ismeretet igényel és iddigényes folyamat (Chun et al., 2007). Ezért az j baktérium fajok tipus

torzsének szekvenciajat nyilvanosan hozzaférhetd adatbazisba fel kell tolteni, ahol az j
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szekvencia és az ahhoz kapcsolddo ismert fajok szekvencidjanak 6sszehasonlitasa térténik. Ha
egy 0j baktérium faj tipus térzsének a szekvenciaja 97% vagy annal nagyobb szazalékban mutat
hasonlosagot az adatbazisban 1év6 ismert faj szekvenciajaval akkor, tovabbi genotipikus ¢és
fenotipikus elemzésre van sziikség, hogy a vizsgalt torzset 0j fajként irhassuk le. Gyakran
eléfordul, hogy a 16S rRNS génszekvenciak alacsony mindségiliek a nyilvanos adatbazisokban,
ezért ellendrzott adatbazisokat érdemes hasznalni, mint a SILVA, a Living Tree Project és az
EzTaxon. A genetikai analizis elengedhetetlen vizsgalatai a DNS G+C aranyanak
meghatarozasa, a DNS-DNS (DDH) hibridizacio, teljes genom szekvenalasok és a nukleinsav
ujjlenyomat technika (Logan et al., 2009). A DNS G+C tartalmanak meghatarozasa taxonomiai
szempontbol hasznos paraméter, és fontos eldfeltétele a DNS-DNS hibridizécionak. A DNS
G+C arany tartalma ha egyezik vagy nem szignifikans mértékben tér el egymastol, akkor
feltételezhetd az azonossag, azonban vannak kivételek is, kiilondsen az obligat intracellularis
parazitak (Tindall et al., 2010). A DNS-DNS hibridizacio nélkiilozhetetlen a fajleirasok
esetében, ha az 0j és az azzal legkozelebbi rokonsagban allo baktérium faj 16S rRNS
génszekvenciai 97% vagy annal nagyobb egyezést mutatnak. A hibrid DNS és homolog kettds
szal kozotti hibrid hdstabilitds (DTm) kiilonbségek mérvadoak lehetnek taxonomiai
szempontbol, ezért fontos a DTm kiszamitasa. A DNS-DNS hibridizacioval kapott 70% vagy
annal nagyobb érték esetén azonos fajrol beszélhetnénk, azonban nem szabad mereven
alkalmazni ezt a kiiszobértéket, hiszen, ha két torzs kozotti 70% alatti rokonsagi értéket kapunk,
akkor nem lehet automatikusan Uigy értelmezni, hogy kiilonb6z6 fajokhoz tartoznak, illetve az
ellenkezd esetben kapott rokonsagi érték, pedig Onmagiban nem tekinthetd elegendd
bizonyitéknak egy uj faj elismeréséhez. A nukleinsav ujjlenyomat modszerének szamos fajtaja
ismert, amplifikalt fragment hossz polimorfizmus (AFLP), makro-restrikcios elemzésre pulzald
térerdsségli gélelektroforézis (PFGE), random amplifikalt polimorf DNS (RAPD), repetitiv
szekvencia alapu-PCR (REP-PCR) valamint ribotipizalas (Logan et al., 2009). Az AFLP
technika elénye a tobbi nukleinsav ujjlenyomat modszerekkel szemben a teljes genom
polimorfizmusénak ellendrzésére vald képesség €s a reprodukalhatosdga. Az AFLP az Osszes
DNS mintéra alkalmazhat6, ezaltal egy univerzalis DNS ujjlenyomatolési rendszert képez. Egy
olyan molekularis technika, amely a teljes genomikus DNS-b6l a genomikus DNS
hasznalja. A DNS fragmentumok alapjan, a molekularis genetikai polimorfizmusok jelenlétére
vagy hianyara kovetkeztethetiink, amelyeket a genomikus DNS restrikcidja és amplifikéacidja
utan talalunk (Paun és Schonswetter, 2012). A pulzald mezdvel torténd gélelektroforézist

(PFGE) a “harmadik generacidos molekularis megkozelitésnek™” tekintik a baktériumok
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tipizalasadra. A harmadik generacidés molekularis analizishez agardz gélelektroforézisre van
szlikség az enzimmel korlatozott plazmid vagy genom DNS-fragmentumok szétvalasztasahoz.
Mivel a baktérium genomok mérete 2-4 Mbp, a pulzald elektroforézis lehetévé teszi a
kiilonb6zd méretli DNS-fragmentumok tisztabb szétvalasztasat, ami jobb tipizalast és a vizsgalt

baktériumok klonjanak hozzarendelését eredményezi (Neoh et al., 2019) (5.abra).

5. abra: Taxondmiai leiras folyamata
(Forras: Téth E., 2020)
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3.ALKALMAZOTT MODSZEREK

A vizsgalataimat a Magyar Agar- és Elettudoméanyi Egyetem Biomérndki és Erjedésipari

Technoldgia Tanszékén végeztem.

Az altalam vizsgalt baktériumtorzs egy szelektiv hulladékgytijté teleprdl szarmazd, tobb mint
egy évig 4 °C-on tarolt papirmintabol keriilt izolalasra korabban egy hallgatotarsam (Laszlo,

2022) altal, célzottan lignocelluldz-degradald mikroorganizmusok azonositasa érdekében.

3.1 Fenotipusos karakterizalas

3.1.1 Taptalaj preferencia

Luria Bertani (LB) tapleves:

Az LB broth (Miller) a mikrobioldgiai kutatdsokban ¢és laboratériumi munkakban a
leggyakrabban hasznalt baktériumtenyészté kozeg. Az 1. tablazat szemlélteti a taptalaj
elkészitéséhez sziikséges adatokat. A natrium-klorid a megfeleld izotonias kornyezetet
biztositja a taptalajban, mennyisége a teny€szteni kivant baktériumok érzékenységének
fliggvényében valtozhat. A fehérje hidrolizatumként ismert tripton, a baktériumok
novekedéséhez sziikséges tapanyagokat, aminosavakat és peptideket szolgaltatja, mig az
¢lesztokivonat tobbnyire ismeretlen szerves vegyiileteket tartalmaz. Az LB kozeg pH-értéke
altalaban 7,0 koril van, enyhén valtozhat a konkrét Osszetételtdl és elokészitéstdl fliggden

(Ezraty et al., 2014).

1. Tablazat: LB broth (Miller) taptalaj elkészitéséhez sziikséges komponensek és mennyiségiik

(Forras: Internet 3.)

Reagensek Koncentracio (g/1)
Tripton 10g
Elesztokivonat S5¢g
Natrium-klorid 10g
Viz 1000 ml
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Tryptic soy broth (kazeinpepton-szojapepton bouillon):

A tryptic soy broth (TSB) egy tdpanyagban gazdag kozeg, amely kiilondsen az aerob és
fakultativ anaerob baktériumok ndvekedését tamogatja. A tripton, aminosavak €s peptidek, mig
a szoOjabab pepton fehérje forrds a baktériumok szamara. A natrium-klorid a taptalaj
ozmolalitdsdnak fenntartdsdban jatszik szerepet. A gliikdéz, a baktériumok megfeleld
novekedéséhez sziikséges energiaforrast biztositja. Az optimalis pH fenntartdsa fontos a
mikroorganizmusok szaporodasahoz, ezért a kétkomponensii kalium-foszfat pufferként szolgal
a megfeleld pH-érték szabalyozasaban (Internet 4). A 2. tablazatban a taptalaj elkészitéséhez

szlikséges adatokat tiintettem fel.

2. Tablazat: Tryptic soy broth taptalaj elkészitéséhez sziikséges komponensek és mennyiségiik

(Forras: Internet 4.)

Reagensek Koncentracio (g/1)
Tripton 17¢g
Széjabab pepton 3g
Natrium-klorid 5¢g
Gliikoz 25¢g
Kalium-foszfat 25¢g
Viz 1000 ml

Agar-agar:

A bakteriologiai agar olyan specidlis taptalaj, amelyet kisebb tengeri moszatok (voros algak)
sejtfalabol nyernek ki. A ,, Gracilaria” és a , Gelidiaceae” fajok sejtfalabdl szarmazik.
Természetes formdjaban az agar két komponensbdl all, agar6zbol és agaropektinbdl. Az agroz
galaktdz és anhidro-galaktdz egységekbdl felépiild linearis poliszacharid, amely egy gélképzd
komponens, az agaropektin pedig az agar elagazd, nem gélesedd dsszetevdje (Internet 5). A 3.

tablazatban feltiintettem a taptalaj 0sszetevoit, szazalékos ardnyban megadva.
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3. Tablazat: A bakterioldgiai agar 6sszetevoi szazalékban megadva

(Forras: Internet 5.)

R2A agar:

Az R2A agart tobbnyire heterotr6f mikroorganizmusok tenyésztésére hasznaljak, kiilonosen
azokra, amelyek a kornyezetben alacsonyabb tipanyagtartalmti kdrnyezetben €élnek. Az R2A
agar OsszetevOi kozé tartozik az élesztkivonat, amely, mint vitamin forrds van jelen a
tapkozegben. A protedz-pepton és kazein hidrolizdtum aminosavakat, nitrogént, szénhidrogént
¢s asvanyi anyagokat szolgaltatnak a szervezetek novekedéséhez. A dikalium-hidrogén-foszfat
a kozeg ozmotikus egyensulyanak fenntartasaért felelds. A magnézium-szulfat a kétértékii
kationok és szulfat forrdsa, mig a natrium-piruvat noveli a stresszelt sejtek helyreallitdsat. Az

agar a taptalaj szilarditasaért felelés (Internet 6). Az R2A taptalaj elkészitésé¢hez sziikséges

Reagensek Koncentracioé (%)
Agaroz 70
Agaropektin 30

adatokat a 4. tdblazat mutatja be.

4. Tablazat:
(Forréas: Internet 6)

Az  R2A  taptalaj elkészitéséhez  sziikséges
Komponensek Koncentracio (g/l)
Klesztékivonat 0,5¢g
Protedz pepton 0,5¢g
Kazein hidrolizatum 0,5¢g
Gliikoz 0,5¢g
Oldhato keményito 0,5¢g
Dikalium-hidrogén-foszfat 03¢g
Magnézium-szulfat 0,024 g
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Natrium-piruvat 03g

Agar-agar 150¢g

Viz 1000 ml

A taptalajokat 120 °C-on 1,1 bar nyomason 20 percig autokldvoztam.

3.1.2 Gram teszt

A Gram teszt egy gyorsan kivitelezhetd teszt, amely 3%-os KOH oldat segitségével képes
megkiilonboztetni a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium sejteket. A Gram-negativ
sejtfalat képes a 3%-o0s KOH feloldani, mig a Gram-pozitiv sejtfal nem oldodik fel (Dash-és
Payyappilli, 2016).

Teszt menete
1. Egy csepp 3%-os vizes KOH oldatot cseppentettem a targylemezre.

2. Steril oltokacs segitségével egy nagyobb mennyiséget emeltem ki a

baktériumtenyészetbdl.

3. Majd alaposan 6sszekevertem a sejteket és a KOH oldatot a targylemezen, kb 1,5 cm

atmérdji teriileten.

4. Ha a baktérium-KOH szuszpenzi6 jelentdsen viszkdzus vagy zselés allagot ér el, 5 és
60 masodperc kozott, akkor az izolatum Gram-negativ. Ha nincs zselésedés, akkor az
1zolatum Gram-pozitiv. A viszkozitds meghatdrozasanak legjobb modja, ha az oltokacs
segitségével kb 1 cm-re felemeljiik a kapott szuszpenzidét a targylemeztol és

megvizsgaljuk annak allagat (Buck, 1982).

3.1.3 Oxidaz teszt

Az oxidaz probat a Diagnostics s.r.0. gyartoi protokoll alapjan végeztem. Az oxidadz teszt a
baktériumok altal termelt citokrom-oxidaz enzim jelenlétének kimutatasara szolgal. Az enzim
kimutatasa szinreakcioval torténik: a tesztcsik reagens zondjaban a tetrametil-fenilén diamin

nevll mesterséges elektron-donor oxidalédik a citokrom-oxiddz enzim hatasara, ennek
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eredményeként kék szin jelenik meg. Ez a szinvaltozas jelzi, hogy a vizsgalt baktérium

citokrém-oxidaz pozitiv, tehat rendelkezik az adott enzimmel.

Teszt menete

1. Egy csepp oxiddz reagenst (tetrametil-fenilén diamin) cseppentettem az oxidaz

tesztcsikra.

2. Friss tenyészetbdl egy milanyag palcaval mintat vettem és a tesztcsik reagens zoéndjaba

dorzsoltem.

3. Azonnal leolvastam a reakciot.

3.1.4 Katalaz teszt

Néhany baktériumcsoport képes kataldz enzimet termelni, amely eldsegiti a sejtek
méregtelenitését azaltal, hogy a hidrogén-peroxid (H20:) baktériumdld hatasat semlegesiti; a

kataldz enzim katalizalja a H.O: vizzé és oxigénné torténd lebontasat (Nicholls, 2012).

Teszt menete
1. Ateszt soran egy csepp 30%-os hidrogén-peroxidot cseppentettem a targylemezre.

2. Steril oltokacs segitségével a baktériumtenyészetbdl egy lathatdé mennyiségll

baktériumtelepet vettem ki.
3. Atargylemezen a baktériumtelepet €s a hidrogén-peroxidot dsszekevertem.

4. Az eredményt azonnal leolvastam.

3.1.5 Anyagcsere tesztek (API)

API 50 CH teszt

Az API 50 CH tesztet a Biomérieux REF 50 300 gyartoi protokoll alapjan végeztem.

Az AX-9 baktériumtorzs metabolikus képességeinek feltérképezése céljabol az API 50 CH

tesztrendszert alkalmaztam, amely lehetdséget biztosit a mikroorganizmus szénhidrat-

anyagcseréjének részletes elemzésére. A rendszer 49 kiilonb6zd szénhidrat és poliszacharid

fermentacids profiljat vizsgéalja szinreakcid alapjan, kiegészitve egy negativ kontrollal. A

vizsgalathoz a torzset eloszor R2A taptalajon tenyésztettem, majd steril API CHB/E
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médiumban szuszpendaltam, a gyartoi protokoll szerint (Biomérieux). A mikrotalcak minden
rekeszébe 50 pL szuszpenzidt adagoltam, majd 30 °C-on, 48 oran keresztiil inkubaltam. Ebben
az esetben azért hasznaltunk API 50 CHB/E médiumot, mert ez alkalmas a Bacillus és rokon
nemek azonositasara. Az inkubaci6 alatt a fermentacio lathatéva valik a csében szinvaltozas
altal, amelyet az anaerob savtermelés valt ki és a taptalajban jelenlévd pH-indikator mutat ki.
Az API CHBJE tapkozeg elkészitéséhez sziikséges komponenseket és mennyiségeit az

5.tablazatban mutatom be.

5. Tablazat: Az APl CHB/E tapkozeg -elkészitéséhez sziikséges komponensek ¢és

mennyiségei (Forras: Biomérieux)

Reagensek Koncentracio (g/l)
Ammonium-szulfat 2g
Elesztékivonat 0,5¢g
Tripton lg
Dinatrium-foszfat 322 ¢
Kalium-foszfat 0,12 ¢
Nyomelemek oldata 10 ml
Fenolvoros (indikator) 0,17 g
Desztillalt viz 1000 ml

3.2 Molekularis mikrobiologiai modszerek

3.2.1 DNS izolalas

A DNS kivonast a Qiagen altal forgalmazott DNeasy Ultra Clean Microbial Kittel végeztem a
gyartoi protokoll alapjan.
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1.

2.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

A -20 °C -on tarolt AX-9 baktériumot tartalmaz6é biomasszabol oltokacsnyi

mennyiséget vettem ki, majd a centrifuga cs6 aljara helyeztem.

A biomasszat 300 pl PowerBead oldattal 6vatosan szuszpendaltam, majd 2 ml-es

PowerBead csdbe pipettaztam a szuszpenzidt, majd vortexeltem.

Ezt kdvetden hozzaadtam 50 ul Solution SL oldatot, ami SDS-t, egy anionos detergenst
tartalmaz. Az SDS segiti a sejtlizist azaltal, hogy lebontja a zsirsavakat és lipideket a

mikroorganizmusok sejtmembranjaban.

Ezutan vizszintesen rogzitettem a PowerBead csoveket a MO BIO Vortex csOtartojaban

¢s 10 percig maximalis sebességgel vortexeltem.

A csoveket ezutan 10 000 g sebességen 30 masodpercig szobahdmérsékleten

centrifugaltam.
Ezutan atpipettaztam kb. 300-350 pl feliiluszot egy iires gytijtdcsobe.

100 pl Solution IRS oldatot adtam a feliiliszéhoz, majd a csoveket 5 masodpercig

vortexeltem. Ezt kdvetden 4 °C-on 5 percig inkubaltam.

Kovetkezd 1épésként a csoveket 10 000 g sebességen 1 percig szobahdmérsékleten
centrifugaltam. A pellet kivételével a feliiluszo teljes térfogatat egy tiszta 2 ml térfogata

gyljtéesdbe pipettaztam.
A feliiluszohoz 900 pl Solution SB oldatot adtam és 5 masodpercig vortexeltem.

700 pl mennyiséget pipettdztam az MB Spincsébe ¢és 10000 g sebességen 30
masodpercig szobahdmérsékleten centrifugaltam. Az atfolyt folyadékot kiontdttem, és
hozzaadtam a maradék feliiluszot az MB Spincs6hdz €s ismét centrifugaltam 10 000 g

sebességen 30 masodpercig szobahdmérsekleten.

Ezutan 300 pl Solution CB oldatot adtam hozzd és szobahdmérsékleten 10 000 g

sebességen 30 masodpercig centrifugaltam.

A szlirén atfolyt folyadékot kiontdttem, majd tovabbi 1 percig centrifugaltam 10 000 g

sebességen.
A szlrdt egy tiszta 2 ml térfogata gytlijtdcsObe helyeztem.
A fehér szlirémembran kozepére 50 pl Solution EB oldatot pipettaztam.

Ezt kdvetden 10 000 g sebességen 30 masodpercig szobahdmérsékleten centrifugaltam.
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16. A sziir6t eltavolitottam a 2 ml-es gyljtocsobol. A gyiijtécsdben 1évo DNS mar készen

allt a tovabbi vizsgalatokhoz.

17. A DNS-t a fagyasztoba helyeztem -20 °C-on .

3.2.2 DNS koncentracio mérés

A DNS tisztitast kovetden, Thermo Scientific Nanodrop One® spektrofotométer segitségével

........

hullamhosszon torténd abszorpcidoval mérjiik (Internet 7). Standard alkalmazéasok esetén az alsod

2,0 ng/ul, a fels6 detektalasi hatar pedig 27,5 ng/ul.

A nukleinsav mérésének menete:

1. Akezdéképernyon kivalasztottam dsDNS-t.
2. Mérés eldtt nullazast végeztem a muiszervakkal.

3. Ezt kovetden 2 pl mintat pipettdztam a minta felviteli feliiletre és lemértem a mintat.

crer

tablazatban felsorolt komponensek felhasznéalasaval. A PCR reakcid egy kezdeti denaturacids
1épéssel kezdddott, amely soran a DNS-szélak szétvalasa érdekében a mintat 98 °C-on 5 percig
inkubaltam. Ezutan a ciklusok 32 alkalommal ismétlédtek, ahol minden ciklus harom fo
1épésbdl allt. Eloszor a DNS denaturacidja tortént meg 94 °C-on (30 mésodperc), majd a
primerek kotdédése a célszekvencidkhoz (anellacio) 52 °C-on (30 mésodperc), végso 1épéskeént
az j szalak meghosszabbitasa tortént a DNS-polimeraz altal (extenzid) 72 °C-on (1 perc). A

ciklusok utan egy végsd extenzios 1épés kovetkezett 72 °C-on (10 perc).
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6. Tablazat: A PCR reakcidhoz sziikséges komponensek és mennyiségiik (Forras: sajat munka)

Reagensek Mennyiség
DNS templat 2 ul
Forward primer (27F) 0,5 pul
Reverse primer (1492R) 0,5 ul

dNTP mix (dATP, dTTP, dCTP, 10 pl

dGTP)

10x PCR puffer 5ul
Taq DNS-polimeraz 0,2 ul
Desztillalt viz 31,8 ul
Osszesen 50 ul

3.2.4 Agaroz gélelektroforézis

Az agar6z gélelektroforézis a nagyobb méretli DNS fragmentumok elvéalasztasara és
identifikalasara alkalmas modszer. Az agardz ismétlédé agarobidéz (L- és D-galaktoz)
alkotoegységekbdl 4ll. A hidrogén kotésekkel kapcesolodd agardz polimerek térhalds
gélszerkezetet képeznek, €s annak porusméretei hatirozzak meg a gél molekularis
tulajdonsagait. A negativ toltésti DNS neutralis pH mellett az elektromos térben a pozitiv toltési
anod felé vandorol. A DNS-nek egységes toltés és tomegaranya van, ezért a gélelektroforézis a
DNS fragmenteket tigy vélasztja el, hogy az altaluk megtett tdvolsag forditottan aranyos a
molekulatomegiik logaritmusaval. A DNS mérete megszabja annak vandorlasi sebességét,
hiszen a kisebb DNS darabok gyorsabban haladnak at a gél porusain, mint a nagyobbak. A
DNS-hez aspecifikusan k6tddd, interkaldlo festékek alkalmazasaval tessziik lathatova a DNS
terméket UV fény alatt. [lyen festék példaul az etidium-bromid, akridin-narancs és a sybr-green
(Lee et al., 2012). A 7. tdblazatban az agardz gél készitéshez sziikséges anyagok vannak

feltiintetve.
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7. Tablazat: Az agardz gél készités soran felhasznalt anyagok (Forras: sajat munka)

Reagensek Mennyiség
1x TBE puffer 25 ml
(Tris-borat-EDTA puffer)
Agaroz 0,25¢g
SYBR Safe 2ul

TBE puffer elkészitése

1.

Els6 1épésként elkészitettem a 10x TBE puffert 1000 ml térfogatra vonatkoztatva.
Kimértem 800 ml desztillalt vizet egy nagy f6zOpoharba, majd az alabbi komponensek
megfeleld6 mennyiségét hozzdadtam és oldodasig kevertem: 10,78 g TRIS bazis; 5,5 g
borsav és 0,74 g EDTA, majd 1000 ml desztillalt vizzel toltottem fel.

Hasznalat el6tt 1x koncentracidra higitottam gy, hogy a kapott 10x TBE pufferbdl 10

ml-t kimértem, majd 90 ml desztillalt vizet adtam hozza.

3. Utolsé 1épéskeént 25 ml-t kimértem méréhenger segitségével a kapott oldatbol.

A o¢él készités menete

1.

Osszedllitottam a futtatd talcat. A gélontd formédkat a helyiikre illesztettem, majd a
rogzitd csavar segitségével folyasmentesen lezartam €s a talcakat vizszintes feliiletre
helyeztem, hogy a gél egyenletesen tudjon megszilardulni. Végiil mintafelvivo fésiiket

is elhelyeztem a talcdban, hogy a minta zsebek kialakuljanak.

Erlenmeyer lombikba 0,25 g agar6zt mértem, majd hozzaadtam 25 ml 1x TBE puffert,
ezt kovetden pedig mikrohullamu siitdben felmelegitettem gyakori kevergetés mellett
annyira, hogy egy vizszer(i, attetsz0 €s agardz-szemcséket nem tartalmazd oldatot

kapjak.

Miutan a gél lehiilt annyira, hogy kézzel foghaté legyen az lombik, alaposan
Osszekevertem, hozzdadtam a SYBR Safe DNS festéket majd buborékmentesen a

futtato talcaba ontottem. Az agar6z gél 20-30 perc alatt megszilardult.
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4. A gélt a futtatod kadba helyeztem és ontéttem ré annyi 1x TBE puffert, hogy az kb. 1-2

mm-es rétegben fedje a gélt.

5. Ovatosan eltavolitottam a fésiit a gélbél, ugy, hogy a minta felvitelére szolgalé zsebek

ne sériiljenek.

Mintak felvétele

1. Az 6todik zsebbe 5 pl DNS molekula markert vittem fel (SM0331).

2. A kapott mintakbol 5 pl -t elkevertem 2 pl tolt6 pufferrel (30 v/v % glicerin, 0,25 mM
bromfenolkék), majd az igy kapott mintakat 6vatosan a maradék zsebekbe rétegeztem a

folyadék felszin ala.
3. Az elektroforézist 90 V fesziiltségen 20 percig végeztem.

A gél vizsgalata

A futtatast kovetden a gélt UV transzilluminatorral megvilagitva, a Slite 200W GelDoc tipusu

géldokumentacids rendszerrel rogzitettem a mintak képét.
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4 KISRELETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Fenotipusos karakterizalas

4.1.1 Taptalaj preferencia és telep morfologia vizsgalata

Kutatomunkam kezdetén az izolalt baktériumot Nutrient, R2A, LB és TSA tdpagarokra
szélesztettem, majd vizsgaltam a telepképzésiiket 30°C-on torténd inkubalds soran. 24 oOrds
inkubaciot kovetden még nem volt megfigyelhetd jol koriilhatarolhatéd telepképzddés, ami a
feltételezhetden lassabb fajlagos szaporodési sebességre és hosszabb lag-fazisra utal. 48 o6raval
a beoltas utan azonban az R2A taptalajon mar jol lathatd szabalyos sz€lli, nyalkas textaraja,
tarsult, ami gyakran megfigyelhetd jellemz6 egyes Gram-pozitiv, biofilmképzd baktériumoknal
(Sutherland, 2001). A tenyésztés eredményeit a 6. dbra szemlélteti, amely az elsé és masodik
napon megjelend kolonidk fejlédését mutatja be. A kiilonbozoé taptalajokon megfigyelt
novekedési mintazat alapjan az AX-9 baktérium az R2A taptalajon mutatta a legaktivabb
koloniaképzést. A TSA (Tryptic Soy Agar) taptalajon a ndvekedés jelentdsen csokkent,
ugyanakkor a telepek morfologidja megmaradt: sarga, sima felszinii, kisebb atmérdjli, mint
R2A-n (Atlas, 2010). A Nutrient Agar szintén sarga, szabalyos sz¢lii telepek képzddését
eredményezte, azonban a novekedési intenzitas kozepesnek bizonyult. Erdekesség, hogy LB
taptalajon az AX-9 telepei narancssarga pigmentaciot mutattak, amely flavonoidok jelenlétére
utalhat a taptalaj Osszetételében, vagy pigmentképzési valaszreakciora az eltérd szénforrasokra
(Sutthiwong et al., 2014). Az R2A taptalaj cellulozbonté baktériumok szamara kiilondsen
kedvezd kornyezetet biztosit, mivel a tapanyagok alacsonyabb koncentracioja csokkenti a
versenyképességbdl adodo szelektiv nyomast, igy a lassabban ndvekvd, szervesanyag-bontd
baktériumok, mint az AX-9, hatékonyabban érvényesiilhetnek (Reasoner és Geldreich, 1985).
Ezenkiviil a cellulozbontas enzimatikus hatékonysaga erésen pH-fiiggd; az AX-9 esetében is
feltételezhetd, hogy az optimalis bontési aktivitas csak bizonyos pH-tartomanyban érvényesiil
(Lynd et al., 2002). A kapott eredményeket Osszevetve a szakirodalomban leirtakkal: a
Microbacterium sp. Leaf288 esetében a legjobb novekedést a PP-medium (DSMZ Medium
513) biztositotta 28 °C-on torténd inkubdlas mellett (Internet 11). Bar a telepmorfologiarol

részletes leirds nem all rendelkezésre erre a torzsre vonatkozoan, a Microbacterium nemzetség
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2012), ami alapjan feltételezhetd, hogy a Leaf288 torzs is ehhez hasonld telepmorfologiat
mutat. Ezzel szemben az AX-9 torzs esetében az R2A taptalajon egyértelmiien megfigyelhetd
volt a tokképzddéssel jard, nyalkés felszinli kolonidk kialakuldsa, ami jelentds morfologiai
kiilonbségre utalhat a két baktérium kozott. Ez a kiilonbség a torzsek eltérd exopoliszacharid-

termelésére €s anyagcsere-Utvonalaira is visszavezethetd lehet (Sutherland, 2001).

6. abra: Az AX-9 torzs tenyészetek kiilonboz6 tapkozegeken az elsé (A) és a masodik (B)
nap

(Forras: sajat munka)

R2A Nutrient LB TSA R2A Nutrient LB TSA
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4.1.2 Homérséklet optimum meghatarozas

Az AX-9 torzs novekedési hdmérséklet-optimumanak meghatarozasa céljabdl a baktériumot 5
és 50 °C kozotti homérséklettartomanyban vizsgaltam, 5 °C-os [épéskozokkel, harom
parhuzamos leoltassal, R2A agaron végzett inkubaci6 mellett. Az R2A taptalaj alkalmazasat az
indokolta, hogy ezen a téptalajon korabban a legintenzivebb novekedést mutatta az AX-9

izolatum. A kiilonb6z6 hémérsékleten kapott eredményeket a 8.tablazat és a 7.abra szemlélteti.

8. Tablazat: A kiillonb6z6 homérsékleten (5-50 °C) kapott értékek, (+) szaporodott a

baktérium, (-) nem szaporodott a baktérium (Forras: Sajat munka)

Homérséklet (°C) Szaporodas
5 -
10
15
20
25
30
35
40 -
45 -
50 -

e S S

Az eredmények alapjan az AX-9 baktériumtorzs 10-35 °C kozott képes volt szaporodni, mig
40 °C felett mar nem mutatott ndvekedést. A legintenzivebb novekedést 10 °C-on figyeltem
meg, ami arra utal, hogy a torzs hidegtlird (pszichrotréf) tulajdonsdgokat mutat, vagy legalabbis
alacsony homeérsékleten is jol adaptalodik (Madigan et al., 2021). A 16S rRNS génalapu
filogenetikai vizsgalatok alapjdn az AX-9 legkodzelebbi rokonanak a Microbacterium sp.
Leaf288 torzs tekinthetd. A BacDive adatbazis adatai szerint ez a torzs a legintenzivebb
novekedést 28 °C-on, PP (DSMZ Medium 513) taptalajon mutatja, ami egyértelmiien a mezofil
tartomanyba esik. A Leaf288 torzs hdmérsékleti optimuma tehat jol elkiilonithetd az AX-9

torzsétdl, amely alacsonyabb hémérsékleten is hatékony novekedést mutatott.
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7. abra: Az AX-9 torzs R2A téaptalajon készitett tenyészetek homérséklet optimum
meghatarozasa (5,10,15,20,25,30,35,40,45,50 °C) (Forras: Sajat munka)

4.1.3 API 50 CH teszt

Az AX-9 torzs szénhidrat-anyagcseréjének részletes elemzését AP1 50 CH teszttel végeztem.
Az API 50 CH kittel végzett vizsgdlat soran megfigyeltem az AX-9 éaltal hasznositott
szénhidratokat, amelyet szinreakcio kisért (8.4bra). A hasznositott szénhidratok esetén, az
eredeti piros szinii oldat sargara valtozott a sav képzddés miatt, mig az eszkulin bontas esetében
fekete szinreakcid lépett fel. A vizsgalat eredményei alapjan az AX-9 torzs tobbféle
monoszacharidot, diszacharidot és néhany komplexebb szénhidratot is képes volt fermentalni
(9.tablazat). Az eredmények arra utalnak, hogy a torzs rendelkezik aktiv szénhidrattranszport-

¢s -lebontd utvonalakkal, tobbek kozott a L-arabindz, D-glikoz, D-fruktéz, D-maltéz, D-

cellobidz és eszkulin hasznositasa révén.




9. Tablazat: Az AX-9 baktérium altal hasznositott és nem hasznositott szénhidratok 48 o6ra

eltelte utdn. A hasznositott szénhidratok (+), a nem hasznositott szénhidratok (-) jeloléssel

vannak ellatva

(Forrés: Sajat munka, Biomérieux protokoll alapjan)

API50 CH
18. D-mannit 34. D-melezit6z
0. Kontroll - +
19. D-szorbitol 35. D-raffinéz
1. Glicerin - -
o 20. metil-a-D- 36. Keményitd
2. Eritrit - ) ) - )
mannopiranozid 37. Glikogén
3. D-arabin6z -
21. Metil-a-D- 38. Xilit
4. L-arabin6z + -
glukopiranozid 39. Gentiobioz
5. D-riboz -
22. N-acetil- 40. D-turan6z
6. D-xil6z + _ - .
glukézamin 41. D-lix6z
7. L-xil6z -
. 23. Amigdalin 42. D-tagatoz
8. D-adonit - +
24. Arbutin 43. D-fukoz
9. metil-p-D- - +
o ‘ 25. Eszkulin 44. L-fukoz
xilopiranozid +
26. Szalicin 45. D-arabit
10. D-galaktoz | + { +
27. D-cellobidz 46. L-arabit
11. D-gluko6z + +
28. D-maltoz 47. Kélium-glukonat
12. D-frukt6z + +
29. D-laktoz 48. Kalium-2-ketoglukonat
13. D-mann6z | + -
30. D-melibi6z 49. Kélium-5-ketoglukonat
14. L-szorboz - -
31. D-szachar6z
15. L-ramnéz + -
32. D-trehaloz
16. Dulcit - -
33. Inulin
17. Inozit - +




4.1.4 Oxidaz teszt

Az oxidaz teszt soran a tesztcsik reagens zénajaban megjelend kék szin a citokrom-c-oxidaz
enzim jelenlétére utal a vizsgalt baktériumtdrzsben. A vizsgélat sordn az altalam elemzett
baktérium esetében a reagens zonaban szinvaltozds nem volt megfigyelhetd, igy a teszt
eredménye negativnak bizonyult, ami a citokrém-c-oxid4z enzim hianyara utal. Az oxidaz teszt

eredménye a 9.4bran figyelhetd meg.

9. abra: Negativ oxidaz teszt eredménye

(Forras: Sajat munka)

4.1.5 Gram teszt

A Gram teszt a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium sejtek megkiilonbdztetésére szolgal.
A KOH-préoba soran a Gram-negativ baktériumsejtek sejtfala feloldédik a kalium-hidroxid
oldatban, ennek kdvetkeztében viszkozus, nytlos, zselészerli szuszpenzio képzddik, amelybdl
az oltokacs segitségével szal huzhato. Ezzel szemben Gram-pozitiv baktériumok esetén a sejtfal
nem oldddik, igy nem alakul ki ilyen allagt szuszpenzio, és szalképzddés sem figyelheté meg.
Az altalam vizsgalt baktérium nem mutatott pozitiv reakciot a KOH-oldatra, tehat a proba
eredménye negativ volt, amely Gram-pozitiv sejtfalszerkezetre utal. A vizsgalat eredménye a

10. abran lathato.
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10. abra: Negativ Gram teszt eredménye

(Forras: Sajat munka)

4.1.6 Katalaz teszt

A katalaz teszt célja a baktériumok kataldz enzimtermeld képességének kimutatasa. A katalaz
enzim jelenlétére a hidrogén-peroxid hozzaadasa utan megjelend oxigéngaz buborékok utalnak,
amelyek a H.O: bontasa soran keletkeznek. Pozitiv reakcid esetén intenziv buborékképzddés
figyelhet6 meg, mig negativ eredmény esetén nem torténik észlelhetd valtozas. A vizsgalat
soran az altalam tanulményozott baktériumtorzs pozitiv katalaz teszteredményt mutatott, tehat

képes a katalaz enzim szintézisére. A teszt eredménye a 11. abran lathato.

11. abra: Pozitiv katalaz teszt eredménye

(Forras: Sajat munka)
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4.2 Molekularis mikrobiologiai modszerek

4.2.1 Az izolalt DNS NanoDroppal torténo vizsgalata

Az izolatumbdl a DNS kivonast a Qiagen altal forgalmazott DNeasy Ultra Clean Microbial
Kittel végeztem a gyartoi protokoll alapjan.

crer

vizsgaltam a dsDNA (double-stranded DNA) alkalmazés hasznalatdval, amely automatikusan
megjeleniti a mintdk UV-abszorbancia spektrumat, valamint kiszamitja a koncentraciot és a

tisztasagi aranyokat (Internet 7). Az eredményeket a 10.tablazat foglalja 6ssze.

10. Tablazat: AX-9 nukleinsav koncentréacioja €s tisztasagi mutatoi

(Forras: Sajat munka)

" Nukleinsav Minéségi mutato Minéségi mutato
koncentracio ng/ pl A260/A280 arany A260/A230 arany
1 102,4 1,87 1,99

A mérés alapjan a minta nukleinsav-koncentracidja 102,4 ng/uL volt, amit a 260 nm
hullamhosszon mért abszorbancia alapjan hatarozott meg a késziilék. A DNS tisztasagat
jellemzd A260/A280 arany 1,87 volt, amely nagyon kozel all a kettds szalia DNS-re jellemz6
idedlis értékhez (~1,8), igy a minta gyakorlatilag fehérje- és fenolszennyezéstél mentesnek
tekinthetd (Wilfinger et al., 1997). Az A260/A230 arany 1,99-et mutatott, amely az elfogadott
1,8-2,2-es tartomanyba esik. Ez arra utal, hogy a minta nem tartalmaz jelentdsebb mennyiségii
olyan szennyezd anyagokat, mint példaul szénhidratok, fenolok, guanidinium sok vagy egyéb
szerves oldoszerek, amelyek az A230 nm-nél mutatnak abszorbanciat (Manchester, 1996). Ezen
paraméterek alapjan a DNS-minta j6 mindséglinek ¢és tisztdnak mindsithetd, amely alkalmas
tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatokra. A vizsgéalt DNS-r6l kapott eredményt a 12.4bra

mutatja be.
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12. abra: Az AX-9 torzsbdl izolalt DNS UV-spektruma és tisztasagi mutatoi NanoDrop
méréssel

(Forras: Sajat munka)

4.2.2 A gél vizsgalata

Az UV fény hatdséara lathatova valnak a gélben 1évé DNS zsebek. A molekulatomeget ugy
tudjuk meghatarozni, hogy a DNS mintdkkal parhuzamosan, egy ismert hossziisagh DNS-
toredékekbdl allo kalibracidos mintat futtatunk, igy a DNS mintdk hosszat a ,,DNS-1étra”
hosszéhoz tudjuk viszonyitani. Az 6todik zsebben talalhaté a 21 fragmentumbol allo SM0331
DNS [étra. A fragmentumok méretei 100 bp-t6l 10000 bp-ig terjednek. A 1étra harom kiemelt
referenciasavot tartalmaz: 600 bp, 1000 bp és 3500 bp. Az els6 €s a masodik mintaban a 16s
gén PCR termék talalhat6, amelyek a DNS Iétra 1500 bp és 2000 bp fragmentjei kozé esnek. A
16s gén PCR termékek hossza 6sszhangban van a gén vart hosszéaval, amely tipikusan kb.1465
bp baktériumok esetében. Megallapithato, hogy szennyezettségtdl mentes, éles sdvok lathatok
mindkét esetben. A harmadik zsebben a negativ kontroll talalhato, nincs szennyezettségre utald
jel. A negyedik zseb tartalmazza a torzslinkbol izolalt AX-9 genomi DNS-t, amelynek mérete
genomi DNS-re jellemzden nagy, €s azt mutatja, hogy a DNS nem fragmentalodott. A kapott

gélfotot a 13.4bra mutatja be.
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13. abra: A kapott gélfotd az AX-9 16s gén PCR termékekrdl, valamint a genomi a DNS-r6l
(Forrés: Sajat munka)

1. és 2. zseb 3.zseb 4.zseb 5.zseb
(16s PCR termék) Negativ kontroll AX-9 genomi DNS  DNS létra (SM0331)

o d
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kovetkeztetések

Kutatdsom célja egy eddig nem jellemzett baktériumfajhoz tartozo torzs részletes fenotipusos
¢s molekularis szintii jellemzése volt. A vizsgalatok sordn egy korabban izolalt, lignocellul6oz-
bontd képességgel rendelkezd baktériumtérzs kdrnyezeti optimumait, morfoldgiai jellemzdit,
valamint anyagcsere-aktivitasat elemeztem.

Molekularis biologiai modszerek koziil polimeraz lancreakciot (PCR) és gélelektroforézist
alkalmaztam a 16S riboszomalis RNS gén amplifikdlasara, amely eldzetes alapot nyujtott a

torzs filogenetikai azonositasahoz.

Javaslatok

e Abaktérium faj jellemzése alapokat szolgaltathat olyan késdbbi vizsgalatokhoz, melyek
a baktérium ipari felhasznéalasara, valamint kedvez6 tulajdonsagainak alkalmazésaira
iranyulnak. A felhasznalési lehetdségek feltérképezésével képet kaphatunk arrdl, hogy
mely iparagak, milyen célra tudndk a sajat javukra forditani a mikroorganizmus pozitiv
tulajdonsagait

e A baktérium faj pozitiv tulajdonsagai mellett javaslom a kedvezdtlen vagy karos
tulajdonsagainak vizsgalatat, valamint az ipari felhasznalas esetében a baktérium
hasznalataval jar6 veszélyforrasok analizalasat

e Az 0 faj genetikai feltérképezésével lehetdség nyilhat a hasznos tulajdonsagainak
atvitelére mas mikroorganizmusokba kiilonb6z6 génklonozasi technikék segitségével.
fgy megvaldsitva egy biztonsdgosan felhasznalhato mikroorganizmust mely

rendelkezik olyan kedvezd tulajdonsaggal, mint példaul a cellul6zbontas.
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5.0SSZEFOGLALAS

A lignocelluloz biomassza a legmeghatirozobb mennyiségben el6forduld megtajuld
nyersanyag forrds, amely ligninbdl, cellulézbdl és hemicellul6zbdl épiil fel. A folyamatosan
ujratermel6dd biomassza szamos elénnyel rendelkezik a fosszilis energiaforrasokkal szemben.
A hulladékként jelentkezO novényi biomassza felhasznalasanak egyik lehetséges iranya a
lignocelluloz bontasara képes mikroorganizmusok alkalmazéasa kiilonb6z6 biotechnologiai
folyamatok soran. Napjainkban egyre elterjedtebb a biolizemanyagok és biomiianyagok, illetve
kiilonboz6 ipari termékek eldallitdsa a biomassza forrasokbol. A megfeleld enzimrendszerrel
rendelkez0 mikroorganizmusok alkalmazasa eredményt hozhat az ilyen termékek gyartasa
soran, igy az j mikroorganizmusok jellemzése és leirdsa szélesitheti azt az alapot, amire a
gyakorlati megoldasokat épiteni lehet. A kutatasom célja a hulladékként jelentkez6 ndvényi

biomassza vagy melléktermék hasznositasa volt.

A munkam sordn egy Ujonnan izolalt, eddig ismeretlen baktérium fajhoz tartozoé lignocelluléz
bont6d torzset jellemeztem, €s meghatdroztam alapvetd tulajdonsagait. A taxonomia és az
okologia teriiletén egyarant kulcsfontossagi szerepet tolt be a 16S rRNS génszekvencidkban
tarolt informécio. A génszekvencidk vizsgalatanak alapja, az izolatumok génjének bazissorrend
meghatarozasa, hiszen feltétlentil sziikséges az 0j fajok leirdsdhoz. Ha egy 0j baktérium faj tipus
torzsének a szekvencidja 97% vagy anndl nagyobb szdzalékban mutat hasonlosagot az
adatbazisban 1év0 ismert faj szekvenciijaval akkor, tovabbi genotipikus és fenotipikus
elemzésre van sziikség, hogy a vizsgalt torzset 0j fajként irhassuk le. Az AX9 jelli izolatumot
egy hallgatétarsam nemcsak izoldlta, hanem annak részleges szekvenalasat is elvégezte. A 16S
rRNS gén részleges szekvenciaanalizise alapjan az izolatum a Microbacterium nemzetségbe
sorolhato, és a 97%-o0s szekvenciahomologia egy eddig nem leirt faj jelenlétére utal, igy az AX9
potencialisan 0j faj jeldltnek tekinthetd. A taxonomiai besorolds pontositasa érdekében tovabbi
vizsgalatokat végeztem, amelyek sordan a PCR-amplifikdcio és agaroz gélelektroforézis
sikeresen megvaldsult. Bar a 16S rRNS gén teljes szekvencidjanak meghatarozasa a
megalapozott filogenetikai besorolashoz elengedhetetlen lenne, ez jelenleg csak mint

potencialis lehetdség all rendelkezésre.
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