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Il. Bevezetés

Foldink népességének gyarapodasa az emberiségiafelbagznalasanak folyamatos
novekedésére és a kornyezetlink szennyezésérassalatan. Az energia kinyerése jelenleg
a legnagyobb meértékben fosszilis energiahordozokbdénik, ami szamos, kozvetlendl,
vagy kozvetetten az életiinkre gyakorolt negativekii@zménnyel jar. Egyrésitrezeket a
készleteket teljesen kimeritjik (Schultz, 2005) ragzt| felhasznalasuk kovetkeztében az
Uveghazhatasu gazok tovabb novekednek (HO6k andy, T2013). Ezek legsulyosabb
velejaréja pedig a globalis felmelegedés, dihiszamos tovabbi —szélseges idjarasi
jelenségek; fajok kihalasa, nefishonos (invaziv) fajok megjelenése stb. — kdvetlkagm
szarmaztathatd. Egydekjelzés szerint 2100-ra tébb nagyvaros, koztukid,okioto6 is viz
ala kertlhet. A kornyezetvédelmi szemponton tal asstilis energiahordozok &ranak
folyamatos ndvekedése is arra iranyitja a figyelkeiinhogy megujulé forrasbol@llithato
alternativ energiahordozok utan kutassunk. Alafereta nap-, a szél-, a viz-, a geotermikus
energia és a biomassza tartozik a megujuldé  enenglahdk  kozé

(http://www.vpmthane.org/publication-aenergysourltefnate _energy ebook.pdf (http://www.ener-

supply.eu/downloads/ENER_handbook_hu)pdf Az  Europai  Kornyezetvédelmi  Ugynokség

elérejelzése alapjan 2030-ban a bioldgiai uUtorbakitott energiahordozok a teljes

energiaigény 15-16 szazalékat fedezhetilp://www.eea.europa.eu/publications/eea_repoi620.
Egyre nagyobb jeleiségiuk van azoknak a biotechnologiai megoldasokmadtyek egy
tiszta, megujulé energiahordoz6 a hidrogérakitasat teszik lehévé. A hidrogént ma mar
nagyon sokan a j@v energiahordozogjaként tartjak szamon (Zuttel et &010).
Leglényegesebb tulajdonsaga, hogy égése soran Okdgarviz keletkezik. Sokféle
energiaforrasbol  ééllithatd, igy hozzajarulhat az energetika ellashsaganak
noveléséhez. A hidrogén ipari Iéptékben, cellultap@ hulladékbdl a felhasznélas helyén
megtermelhét, megszuntetve ezéltal a fosszilis energiahord@okiellemz
energiacentralizaciot. Szamos célra felhasznalkrat@utoipar,irhajozas, mobiltelefonok,
laptopok energiaforrasai - és ezek kore egyraibljabb ipardgak megjelenését vonva maga
utan. Fajlagos tbmegre vett energiatartalma nagyoiibt a hagyomanyos tGzemanyagoké,
ami azt jelenti, hogy adott tomighidrogéniél tébb energiat lehet kinyerni, mint

ugyanakkora tomedgszenldl (http://www.kvab.be/downloads/lezingen/hydrogen_gpearrier.pdf. A

hidrogén edallitdsa, attol fliggen, hogy milyen energidt hasznalnak fel hozz4, n&n
egyértelniien kdrnyezetbarat. Viszont, ha megujulé energiagmkbol termeltetjik (Cheng




et al., 2011) az megfelel a z6ld ipar kbvetelméngszerének. A jelenlegi biolizemanyag
kivant hulladék biomasszat nem szikséges sem ifemkaem pedig kémiailag @dezelni,
tovabba ha egyetlen reaktortérben, egyszerre tigténeg a cellul6z lebontasahoz szilkséges
celluldaz enzimek termelése, a cukrositas és a pektdletve hex6zok fermentacioja. Ezt a
CBP-nek (Consolidated Bioprocessing), vagy DMC-iiBkect Microbial Conversion) is
nevezett stratégiat tartjak a kutatok a legkdltsé@konyabbnak (Lynd et al., 2005; Olson et
al., 2012; Talluri et al., 2013). Hazanknak kedvemlottsagai vannak arra, hogy celluléz
alapanyagu hulladékokbol allitsunkéebiohidrogént, tovabba |éteznek olyan baktérium
torzsek, melyek rendelkeznek mind a cellul6z baitég, mind a hidrogéen @llitasahoz
szilkséges enzimrendszerrel, igy tobb aldpvetitétel is adott ahhoz, hogy egy az
eddigieknél jéval hatékonyabb hidrogéntermelésbsitdunk meg.




I1l. Irodalmi attekintés

1. A novényi sejtfal legbbb alkotoelemei
1.1 Celluloz

A celluléz a legnagyobb mennyiségbetfetduld névényi biomassza, amely a természetben
szinte kizar6lag a névényi sejtfalban taldlhatd neegovény szarazsulyanak akar 40-50 %-at
adva (Wyman et al., 2005). Linearis poliszachantgly a szintézise helyén, a Golgi
apparatusban tobb szaz, vagy tobb tiz@zed kotéssel kapcsolddd glikoz egysegipul

fel. Szerkezetét tekintve a legkisebb sl egysége a cellobiéz, melyben a glikdz
monomerek egymashoz képest 180°-kal elforgatvaekkbdnek el (Horn et al., 2012). A
parallel lefutasu cellul6zlancok kozott H-hidakves der Waals ék, a lancon belll pedig
H-kotések biztositjdk a nagyfoku stabilitAst és demettséget a szupramolekularis
szerkezetben (Somerville et al.,2004). Azon régm&lyekben az intermolekularis H-k6tések
nagy szamban figyelhdk meg, rendezett, kristdlyos szerkezettel rendekdez E
,,Kristalyos” jelled@ tartomanyok mellett olyan részek is talalhatok edlutbzban, ahol a
lancmolekulak rendezetlendl oszlanak el, ezek axoy# részek, melyek kevéshé ellenalléak
a kémiai, illetve enzimes bontassal szemben. Adlyiss regié négy féle (I-1V) szerkezetet
vehet fel (Nishiyama, 2009), melyek kdzul a celuldordul eb a természetben. A rendezett
és rendezetlen részek kozott folyamatos atmenetAvandvenyeken kivil néhany allat — az
ocean aljan élszifonosok — és baktérium (agrobaktérium, acetighmhn, Sarcina) is képes
cellulézt eballitani (Lynd et al.,, 2002). A cellul6z rostokglésebb szerkezeti elemei a
micellumok, amelyek tovabbi nagyobb egységekké, rofitrillumokka szerveédnek,
veégezetul ezek sokasaga alkot egy (makro) fibridut. abra).

Nagylatészog rontgen- és kislatdoszég neutronsugarzassal 6sszekapcsolt kulonféle
spektroszkopiai modszerek azt mutatjdk, hogy legolalg valoszifiséggel 36 egyedi
celluléz lanc alkot egy mikrofibrillumot, melyek istézise a plazmamembranban
elhelyezked — széarazfoldi novények, zold algak esetében razatbaku, vagy celluléz
eléallitd baktériumok és a legtobb alga esetében rimeAhelyezkedés— celluldz szintaz
komplexben torténik (Crowell et al., 2010; Fernandeal., 2011).
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1. 4bra: Celluldz strukturaja

(http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryesvd.cfm)

1.2 Hemicellul6z

A hemicellul6z kifejezés egy dgjt6fogalom, a magasabb rdhddvények eksdleges és
masodlagos sejtfalaban, cellulézzal asszocialvaéforeluld, Idggal kiextrahalhato
poliszacharidokat foglalja magaba (Schulze, 18&l)nasodik legnagyobb mennyiségben
eléforduld cukor polimer, a fa szarazanyag-tartalmafgk30 %-a (Wyman et al., 2005).
Nagy valtozatossdgot mutat egy novény fajon beliilAi hemicellulézok heteropolimerek,
kulonféle hexdzokbdl és pentozokbdl épllnek fellyee gyakran acetilaltak és elagazoak,
igy joval reaktivabbak a celluléznal. A legjelésebb hemicelluléz a xilan, melyp®égesen
megtalalhato aiifélékben és a zarvatediben, de ide soroljuk még a mannant, xiloglikant,
arabinogalaktant és a vegyes kétggyliikanokat (Scheller and Ulvskov, 2010).

1.3 Lignin

A novényi sejtfal 15-20 %-at alkotja, 0sszetétamriként eltéf (Wyman et al., 2005). A
novényi sejtfal merevségéért fdls] valamint a mechanikai behatdsokkal és a
mikroorganizmus tamadasokkal szembeni ellendllédsgmeért. Globularis felépites

szabalytalan szerkezethidrofob tuljadonsagu, nagy molekulasulya aropa@lsmer.

8



Harom dimenzids halézata monometoxilalt (syring), dimetoxilalt (quaiacyl, G) és nem
metoxilalt (p-hydroxyphenyl, H) fenilpropanoid eggekldl épul fel (Martinez et al., 2005).
Relativ mennyiségik a lignin forrastél figan valtozik. Kémiai kotésekkel kapcsolodik a
cellulézhoz és a celluléz szélakat beburkolja. Csékany mikroorganizmust ismeriink —
példaul aPhanerochaete chrysosporiuragy mas néven a fehér korhaszto gomba, illetve a
Acinetobacter Agrobacterium Erwinia, Nocardig Serratiabaktérium nemzetségbe tartozo
egyes fajok (Morii et al., 1995; Perestelo et 8096; Zimmermann, 1990) — mely képes a
lignin lebontaséra. A folyamathoz oxigén jelenlétdikséges, igy az ezt végenzimek
legtbbbje kofaktor fligg oxidoreduktaz (Horn et al., 2012).

2. Cellulozbont6 szervezetek

Szamos baktérium nemzetség és gomba csoport readelkellul6zbontd képességgel
(Woese, 2000), ugyanakkor az Archeabaktériumok ttéed iddig még nem azonositottak
cellulozbontdkat. A gomba celluléz felhasznalasdssgge a teljes orszagban megfigyélhet
a primitiv protistaszér Chytridiomikotaktdl kezdve a fejlettebb Bazidiordtkkig, ami egy
primordidlis6st feltételez az evolucios féfés kezdetén. A baktériumokon belll az aerobok
€s az anaerobok kozo6tt igen alt&illonbségek vannak a cellulézbont6 stratégiakban.

Az anaerob baktériumok néhany kivételével, mintdgal a C. saccharolyticusvagy az
Anaerocellum thermophilurfRainey et al., 1994; Yang et al., 2009) egy komplellulaz
rendszer (celluloszéma) segitségével bontjdk ailéell Ennek dinye, hogy a keletkezett
cukrok kevéshé tudnak eldiffundalni, tovabba gdwaéti modositdssal mesterséges
celluloszomak is létrehozhatok mesterséges poliknefgoliuretan) (Howard, 2002)
lebontasara. Ezen csoport l&gib képvisedi a Clostridiunok, azon belll is a legfontosabb a
Clostridium thermocellum melynek el8ként és a legbehatobban tanulmanyoztak a
celluloszomajat (Johnson et al.,, 1982). A bélbakiméok kozul emlitésre méltd a
Ruminococcus albus (Suen et al., 2011b.), melynek celluloszOmaja stmdaban eltér a
Clostridiumfajokétdl, igy egy fluggetlen evollcios fagjési atvonalat feltételez, valamint a
Fibrobacter succnogene&Suen et al., 2011b), mely sejthez kotott cellubdzimei altal
aktivan kobdik a cellul6zhoz. Az anaerob rajzésporas gombakt példaul aPiromycesés

a Neocallimastix(Wang et al., 2011jajok egyedil a névényévallatok bélrendszerében
talalhatéak meg és igen jeléataktivitasu cellulazokat termelnek. Az aerob défibontok —
mind a baktériumok és a gombak — jetentnennyiség extracellularis enzim termelése altal
hidrolizéljak a cellul6zt. Legfontosabb képvisi&l a teljesség igénye nélkil &richoderma




reesej Humicola insolengGoyal et al., 1991)Phanerochate chrysosporiymihermobifida
fuscagombak,Rodothermus marinu€aldibacillus cellulovorangBergquist et al., 199%s

Acidothermus cellulolyticusxtrém termofil baktériumok.

2.1 Caldicellulosiruptor saccharolyticus

A cellulézbont6 kisérletek soran haszn@laldicellulosiruptor saccharolyticuggy palca
alaku, 0,4-0,6im x 3-4um nagysagu, Gram pozitiv, oxigénmentes korulmérkgeott éb,
termofil baktérium, melyet egyforrasbol izolaltak Uj Zélandon (Rainey et al., 399994).

2. dbra: AC. saccharolyticuazis kontraszt mikroszképos felvétele

Novekedésehez az optimalis kémhatas 7,2¢raénséklet pedig 70°C, ami a betaddés
kockéazatat jeleiss mérteékben lecstkkenti. Kivald cellul6zbont6 kégegel bir (Reynolds et
al., 1986; Sissons et al., 1987), agarozt, démyorgacsot (lvanova et al., 2008)jscanthus
hidrolizatumot (de Vrije et al., 2009), papiriszafidadar et al., 2003) és egysizeaukrokat
(van Niel et al., 2002) is képes biohidrogénnitdai. Az ipari felhasznalas szempontjabdl
jelents tulajdonsaga még a termeékgatlds hidnya kovetheatéelérhét magas hozam,
valamint hogy képes kilonféle monoszacharidok egj§ignetabolizalaséara, felteldein a
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karbon katabolit represszié (CCR) nya miatt(van de Werken et al., 20(. A szénhidratok
lebontasa soran keletkezett m- és diszacharidok legtobbjeATP-ko® kazetta
transzporterek segitségévplt be a sejtbe, kivéeve a fruktozinelyet egy specifikus
foszfoenolpiruvat (PEPaggé foszfotranszferé (PTS)rendszeren keresz vesz fel a sejt. A
cukrok sejten belllatalakitashoz szamos metabolik Gtvonal all rendelkezé:, melynek

végeredményeként feleslegben keletkezett redud e6ktsl a sejt a -hidrogenaz enzime

altal —hidrogén formajdban szabadul m3. abra).

ABC tipusa transzporterek

PTS rendszer

ZRuagoaply
nsndy [34iN]

YNADH PEP

nsndn [a434|

N -y
- 125 NADH ¥
arate - [ ozt lactate
FADu»/ NADPH & usu.l‘ BFa™ on
o748 Soncl
succinate ‘biu 2NADH & co
- Favia § oo
citrate Ac-P co,
succinyt-Coa my = e ATP
v \muu' acetate 1000100 -omou a0t
10281002
2-oxoglutarate 0:‘// 00720074 WI1-1633 16901612 90481050 unno 437048 m dipeptide/ 1240122 2821684
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3. Cellulaz enzimek
3.1 Cellulazok szerepe

A cellulazok a glikozid hidroldaz enzimek csaladjalaatozo, a celluloz homopolimerben
talalhat6 p-1,4 glikozidos kotések hasitasara kepes enzime&am8s éllény rendelkezik
cellulaz enzimmel, de ezek tobbségét agléély béltraktusaban talalhaté baktériumok
termelik (Gupta et al., 2012). Kivételt képeznelkad a gombak és a vizijacint. A celluldzok
igen sokféle tipusuak lehetnek, aminek ébyf oka a szubsztrat heterogenitasa. A glikéz
monomerekig tortéh teljes lebontashoz precizen szabalyozott egyikidohésre van szikség

az egyes enzimkomponensek kozott.

3.2 Cellulazok csoportositasa

A cellul6z hatékony lebontasahoz annak struktur&snplexitasa és rigiditasa miatt
altalaban multienzim rendszerre van szikség. Erdlethek szinergizmusbanikddo,
szabad cellulazok, vagy tobbkompongkemplexek, melyeket celluloszémaknak nevezink.
A glikozidazokat — az Enzyme Commission ajanlasanegfeleben — a szubsztrat tipusa és
az enzim nikddésének maodja szerint csoportosithatjuk. Az algphogy &-1,4 glikozidos
kotést a celluloz lanc belsejében, vagy annak eggden hasitjak, két csoportra oszthatok;
az endoglukanézokra, vagy méas névenpifAglikan 4-glikanohidroldzokra (EC 3.2.1.4) és
az exoglikandzokra. Ezek tovabbi két csoportotalogk magukban: az 1@D-glikéan
glikanohidrolazokat (EC 3.2.1.74) és az [i;@-glukan cellobiohidroldzokat (EC 3.2.1.91)
(Schwarz, 2001). Az EG-ok térszerkezeti modelljgy bardzda figyelhétmeg, amelybe a
cellulézlanc kdénnyen bele tud illeszkedni. Ezzedrsben a cellobiohidrolazok egysezefi
aktiv hellyel rendelkeznek és kizarélag a celluldac termindlis régidjat tudjak fogadni,
amely6l egymast kovet hasitasokkal, agynevezett processziv médon céltobgységeket
valasztanak le (4. abra) (Grassick et al., 2004gnEkét enzimtipus mellett a celluléz teljes
hidroliziséhez nélkulozhetetlenek meég [glikoziddzok, mas néverp-D-glikozid
glukohidroldzok (EC 3.2.1.21), melyek a keletkezetilobiéz dimerek kozotti kotések

hasitasaval gliikoz monomereket hoznak létre.
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4. abra: A 6-os csaladba tartoz6 endoglikanazdlpa&ls exoglikanaz (jobbrdl) tipikus
strukturaja (http://www.weizmann.ac.il/Biologicalhn@mistry/scientist/Bayer/enzymes)

3.3 Celluladzok szerkezete

A celluldzok strukturdlisan és funkcionalisan kidtd egységekdl, uGgynevezett
modulokbdl, vagy doménekballnak (Henrissat et al., 1998), melyek kozilesszencialis
katalitikus doménhez gyakran kapcsolodik egy nentalkikus egység is, ami a
szénhidratkdt modul [CBM (carbohydrate-binding modul), vagy nmé&sen CBD (cellulose-
binding domain)] (Henrissat and Davies, 2000). Eagkenzim C- és N- termindlisan is
elhelyezkedhetnek. Le@hb funkciojuk, hogy megndvelik a katalizis sebegés@galtal, hogy
hosszlU ideig szoros kozelségben tartjdk a kataditilegységet annak szubsztratjahoz
(Shoseyov et al.,, 2006). A CBM-ek egy nagymértékipgikozildlt és feltételezhéen
flexibilis linker fehérjén keresztil kapcsolodnakkatalitikus egységhez. Eltavolitdsuk azt
eredményezi, hogy az enzimaktivitas jetsnmértékben visszaesik a kristalyos cellulézon,
valésziriileg a lecsokkent kot kapacitas miatt, de a vizoldékony cellul6z oligosken
megmarad az aktivitds (Receveur et al., 2002). Qggkmint a katalitikus modulok esetében
a CBM-eknél is kulonféle csaladok kulonitbet el az aminosav szekvenciak alapjan. A
reprezentativ szerkezeteket az egyes CBM csalabokgs krisztallografiaval, vagy NMR
spektroszképiaval jellemezték (Bayer et al., 1983).
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Family GH-5 Family GH-6 Family GH-7

Family GH-9 Family GH-12  Family GH-45  Family GH-48

5. abraKulonféle cellulazkatalitikus alegységetérszerkezeti modell]

Henrissatmoddszerét kévet a glikozid hidrolazokat -ezen belll a celluldzokat — a
katalitikus doméjilk aminosav szekvencigjanak elemzésalapjan osztjk csaladokba
(Henrissat, 1991)Ez az osztalyozas tikréaz enzimelstrukturdlis tulajdonsag;, kozelebb
visz a kozottuk |éy evolucidés kapcsolak megismeréseéhez dgvetkeztetni enged a
hatdsmechanizmusukraovabba ramut arra, hogyugyanazt a reakciot katalizalo enzin
(5. abra) az azonos EC szdm és katalitikus aktiatieshére nem egy csaladba tartozr
Ehelyett sok, eltér térszerkezét és aminosav szekvencidjivoluciésan elkiloni@ csalac
van (Davies and Henrissat, 20(. Ennek ellenkege is ebfordulhat, miszerint néhany csal
kulénbo® szubsztratspecifitdst enzimet tartall (Henrissat and Davies, 20(, de olyan is
van, mint példaul a GH; ami csak gona, vagy a GH-8ami csak bakteridlis celluldzok

foglal magéba.
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3.4 Celluldz rendszerek tipusai
3.4.1 Szabad extracellularis cellulazok

Olyan szinergizmusbanitktdé enzimek, amelyeket leggyakrabban anaerob baktékuga
gombak termelnek (Doi et al., 2003). A legintenbiven tanulmanyozott képvisét a
Trichoderma reesddél (Hypocrea jecoring €s a Humicola insolen®6l szarmaznak.
Kereskedelmi forgalomban kaphatéak Celluclabt (eesei és Celluzyme H. insolen$
néven. AH. insolenscellulazai semleges, vagy lagos pH-rikéddnek, mig aT. reesei
celluldzai savas pH-n aktivak, s kézulik néhamyatigerreltermeltetnek (Zhang and Lynd,
2004).

3.4.2 Celluloszémak

A celluloszéma fogalmat 1983-ban Lamed és Bayestakmeg (Bayer et al., 1983; Lamed
et al., 1983) &Llostridium thermocelluncellulazai kapcsan, melyek egy nagy molekulasulyu
cellulolitikus komplexszé szervédtek (6. abra). A komplexek egységékkepilnek fel
(scaffoldin) és ezek mindegyike egymashoz szordsgutsolodo funkciondlis modulokbol
all (cohesin és dockerin domain). Ez utobbiak falek a celluloszéma szerkezetéért és a
kozottuk lév kolcsonhatas altalaban nem specifikus (Hammel.e2@05; Mechaly et al.,

2001). A scaffoldin hordozza a CBM-et is, ami a lpbexet horgonyozza a szubsztratjahoz.

enzimatikus alegységek

NRALTNRALTIVALTINRALTINRALTINALT

LT LTNALT SMALTALINALT
YALTYALIVALT AL LIALT
celluloz LA LINA LT AL LINA LT

6. abra: AC. thermocelluntelluloszéméjanak sematikus abrazolasa

(http://www.cazypedia.org/index.php/Cellulosome)

15



3.5 ACaldicellulosiruptor saccharolyticuglikozid hidrolaz enzimei

A C. saccharolyticusvolt az el§ a Caldicellulosiruptor nemzetséghl, melynek
megszekvenaltdk a genomjat, ldiséiget biztositva ezaltal a teljes biomassza-lebéstd
hidrogén termél kapacitasanak kihasznaladsara (van de Werken ,eR@0D8). A genom
nagyszamu, a szénhidrat anyagcserében szerepai grigimet kédol (Blumer-Schuette et
al., 2010; VanFossen et al., 2009, 2011). Ezek lkdzdmos GH enzimet jellemeztek
biokémiailag mind nativ mind rekombinans formab@&@ibps et al., 2000; Hong et al., 2009;
Lim et al., 2011; Luthi et al., 1991). Horgonyzdégjét és dokerin domént — amik tipikus
komponensei a celluloszoméanak — kédol6 DNS szakggikét sem azonositottdk a torzs
genomjaban, ami azt valos#giti, hogy a baktérium a cellulézt nem az anaerob
cellulozbontdkra jellemi celluloszoma segitségével hidrolizalja (van de R&eret al.,
2008). A torzs és magaldiecellulosiruptor fajok sajatos aspektusa, hogy a GH-aik
multidoménes szervédédiek, Ugynevezett multikatalitikus megazymek. Ezeratagységes
szerkezet alatt éerteidhogy egy fehérjének egy, vagy tébb katalitikusggkége is lehet,
valamint ezekhez kapcsolddoé egy, vagy tobb CBMAj&. saccharolyticudan a celluldz és
hemicelluléz szubsztratok bontaséért t&debének kétd genomi régioba rendédtek (7.
abra) (VanFossen et al., 2011).xnBxynF génig terjed szakasz intra- és extracellularis
GH-okat kédol, melyek xilanon, xilan oldallancokés CMC-on aktivak. AelA-celC gének
négy, multidoménes szerkeizgextracellularis GH-t kddolnak. AmanBgén kivétel, ugyanis
ez eredetileg feltételezléetn acelC gén része volt (Morris et al., 1995; Saul et 3090;
Te'o et al, 1995). Az EG-ok kozlul egyesek membaantkotottek, mig masok a
citoplazmaban hasitjak a poliszacharidok glikozi#tgeseit €s vannak olyanok is, melyek

szekrecios rendszereken keresztll jutnak ki ars&jigili térbe.

— = 2R

CelA ManA CelB ’J CelC L‘ManB

m GH || eH || GH GH || GH
43 10 10 10 3 katalitikus alegység CBM

XynF XynE XynD  XynAXynCORF4 XynB

7. abra: AC. saccharolyticusellulaz és hemicellulaz génklasztere
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4. Biologiai hidrogéntermelés 8bb tipusai
4.1 Fotofermentéacié

A fényfugg fermentacié esetében, amint azt a neve is mutti@ny energiajat hasznaljak
fel a mikroorganizmusok — algak, cianobaktériumdidbor nem kén baktériumok
(Rhodobacterspp.) — a szerves savakbol toéénidrogén és szén-dioxid éélllitasara
(Allakhverdiev et al., 2009; Hallenbeck and Benem&002; Kapdan and Kargi, 2006). & f
szerepet a hidrogén termelésében a fotoszintebikktériumok nitrogenaz enzimei jatszak.
Fontos tényeZ a megtermelt hidrogén mennyiségét dit az atalakitando szubsztratban
lévé szén-nitrogén aranya (Eroglu et al., 1999). A éakok szamara a legkedveltebb
szénforrdsok az almasav, az ecetsav és a vajsa#ledzb, a glutaméat és az albumin pedig
tipikus nitrogénforrasok melyeket a fotofermentadidlyamamtaban alkalmaznak. A
kulonféle Rhodobacter fajok hidrogén termelése nke mértékben fokozhaté meég a
tapoldathoz adott molibdén és vas ionokkal (Uyarlet 2009). A fermentacidé optimalis
miikodését més tényék is befolyasoljak, mint példaul a fény intenzitaaa inokulum kora
es a lbmérséklet (Basak and Das, 2007).

A relative magas hidrogén hozam ellenére a fotadatorok produkcios rataja elmarad a

sotétben zajl6 erjedéshez képest.

4.2 Sotét fermentécio

A sotét fermentacié soran anaerob és fakultativeraia baktériumok alakitjak at a
biomasszat hidrogénné, szén-dioxiddd és szerveaklgav(Das and Vezifpu, 2001,
Hallenbeck, 2009). A mezofil erjedés 15-40 °C kboZotyik, mig a termofil hidrogén
termelés 45-80 °C kozott torténik. Ez utdbbi folyanaltalanos éhye, hogy a magasabb
hémérseklet miatt kisebb a tdpoldat viszkozitdsaamaht nincs szilkség a bioreaktor
hitésére. Szamosdékedveb organizmus rendelkezik hidrolitikus enzimmel, valat a
reakcio termodinamikdja is sokkalbelosebb magasabldmérsekleten (Chou et al., 2008;
Verhaart et al., 2010; Vrije et al., 2007). A méedétermofilek a szénhidratok atalakitasakor
etanolt és vajsavat termelnek melléktermékként, amigxtrém- és hipertermofilek hidrogént
eés acetatot (Almarsdottir et al., 2010). A so6tétmientacio soran a maximalisan
megtermelhét hidrogén mennyisége termodinamikailag limitalva y@hauer et al., 1977):
egy mol glikdzbdl négy mol hidrogén allithaté,ehmikor egyeddli illékony zsirsavként az
ecetsav van jelen (Hay et al., 2013). Ez az eliniéldtogén maximum akkor kozelitléetneg
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a leginkabb, ha a fermentaciérhérseklete magas, illetve a gaztér hidrogén kon&einja
alacsonyan van tartva (VanFossen et al., 2009).idkopen termelés kinetikdjara és a
metabolitok termeéldésére jeleids hatdst gyakorol a szubsztratként alkalmazott rctigasa.
Rosales—Colunga és munkatarsai kimutattdk, hogkoghiol joval kevesebb hidrogén
termebdik, mint laktézbol. A jelenségre magyarazatot adimegy laktdéz jelenlétében a
hidrogén terméldési utvonal kapcsol be a tejsav terdnélsi Utvonal helyett (Rosales-
Colunga et al., 2010).

4.3 Kombinalt sotét és fotofermentativ hidrogéntatetés: Hyvolution

A hidrogénné tortéhegylépcés biomassza atalakitoé rendszerek hatékonysaga metign
leggazdasagosabb, ezért az utdbbi években tobm dfehnoldgia is napvilagot latott,
amelyben a s6tét fermentaciot 6sszekapcsoljak egpjknbiolizemanyag terngefolyamattal
(Cavinato et al., 2012), igy egy az eddigieknélksbkhatékonyabb kétlépés, hulladék
hasznositd eljarassal valositiak meg a biolzemareiégllitasat (Foglia et al., 2010;
Ljunggren and Zacchi, 2010; Modarresi et al., 2010)

A 8. abran bemutatott folyamat is egy ilyen kétéldpl allé biohidrogén termél eurdpai
projekt része, amit Hyvolution-nak neveznek. Az EZIITIK Biotechnoldgiai Tanszékének
munkatarsaival kozosen céluliztik ki, hogy a biomasszabdl éallithaté hidrogén
mennyiségét maximalizaljuk a sotét- és fotofermantdolyamatanak dsszekapcsolasaval,
melyben egy termofil, nevezetesenCa saccharolyticusaktérium bontja a poliszacharid
tartalma hulladékot mikdzben hidrogén, széndioxid szerves savak, dominansan acetéat
képzdnek. Ezt koveten egy fototrof baktérium azéeh 1épésben keletkezett szerves savat a
napfény energidjanak felhasznaldsaval alakitja biovaidrogénné és széndioxidda. A
folyamat végén a tiszta hidrogén gazt szelektiv brémon tortéé elvalasztassal nyerik ki a
keletkezett gdzelegyb(Claassen and de Vrije, 2006).
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5. Hidrogenaz enzimek
5.1 Hidrogenazok szerepe

A hidrogén metabolizmus kulcsenzimei a hidrogend@zmeek, melyek a kvetkez, nagyon
egyszeit kémiai reakciot katalizaljc 2H" + 2é «— H,. A folyamat reverzibili, az enzimek
képesek hidrogént oxiddl illetve fejleszteni a redox partnerek (elektrdanor/akceptor
koncentracidjatol fugeen.

Jelenlegi csoportositdsuk az enzim aktiv centrum&dbelyezked fém atonok alapjan
torténik. Ennek megfeleber megkilonboztetiniNiFe], illetve [FeFe] hidrogenazoke
valamint vaskén klasztert (Fe-klaszter) nem tartalmazo, hidrogénterépelmetilér-

tetrahidrometanopterin dehidrogenaz (Hmd) enzimeaketyeket ebtl adéddan Fe-csoport

mentes, vagy [Fe] hidrogenazoknak is szolnevezni.
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5.2 Hidrogenazok csoportositasa
5.2.1 [NiFe] hidrogenazok

A baktériumok és archaebaktériumok kozott leggyalkam ebforduld és a legjobban
tanulmanyozott hidrogenazok. Az enzim katalitikuagja egya és egy alegységbl allo
heterodimer. A nagy alegyséq)(tartalmazza a két fématompsiFe] aktiv centrumot. A Fe
atomhoz harom nem fehérjetermégziggand (egy COés két CN) kapcsolodik, melyek a
fématom stabilizaldsaban jatszanak szerepet (Setal, 2004; Vignais and Colbeau, 2004).
A [NiFe] hidrogenazokat a kis és a nagy alegyséegkwmcia analizise alapjan négy
csoportba soroljak, mely jol tukrozi az enzimekidiagias funkciéjat is (Vignais et al.,
2001).

5.2.1.1 Membrankotott felvévhidrogenazok

A hidrogén oxidaciojat végzik az elektron akcepkpnmint példaul a N@, SQ?, fumarat,
vagy a CQ anaerob redukcidjaval, vagy aerob légzés eseté@,amdukcidja altal. A
membranban egy harmadik alegység koZididésével kapcsolodnak a légzeési lanc
kinonraktardhoz Az elektronok a kinonraktarbdl a terminalis elektrakceptorra jutnak,
mikdzben az elektron transzporthoz kapcsol6dé protimanszport transzmembran
elektrokémiai potencial kilénbséget hoz létre (\dignand Billoud, 2007)Segitségikkel a

sejt képes a hidrogént energiaforrasként haszmasita

5.2.1.2 Cianobakteridlis felvéwhidrogenazok és hidrogén szenzorok

Ennek a csoportnak jellegzetes képvisal H, érzékeb hidrogenazok (HupUV, HoxBC),
melyek feladata a hidrogén észlelése a kdrnyezeatbagy olyan cellularis valasz elinditasa,
melynek eredményeképpen a hidrogént feblvehydrogen _upake, Hup) hidrogenazok
képdnek. Szamos proteobakterialis feléevidrogenaz enzim bioszintézisét szabalyozzak
szignaltranszdukcids folyamatokon keresztil (Klefhet al., 2000). Masik képviégik a
cianobakteridlis felvay hidrogendz enzimek (HupSL) (Happe et al., 2000¢lf@k et al.,
1998). Ezek kapcsolatban allnak a nitrogenazoklalNe fixald koérilmények kozott
bekapcsolnak. Feladatuk a nitrogenaz enzitkddéese soran a melléktermékként keletkez

H, Ujrahasznositasa.
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5.2.1.3 Bifunkcios heteromultimer citoplazmatikugrbgenazok

Ezen két alegységes hidrogenazok tovabbi alegykébkkpcsoldédva képesek vizoldékony
kofaktorokat, NAD-ot, NADH-t, vagy a kofaktor 42@-eegkoétni. Kétiranyl enzimeknek
nevezik é6ket, mivel fiziolégidsan reverzibilisen thkddnek: anaerob koridlmények kdzott
képesek visszaoxidalni a kofaktorokat a viz pradoak, mint elektron akceptornak a
segitségével, valamint a hidrogéhbvett elektronokkal a kofaktorok redukcidjara is
alkalmasak. A csoport szamos képvigelmegtalalhatdo az archaebaktériumok kozott. Ide
tartoznak a metanogén torzsekdat redukald, az fo-at nem redukald, és a hipertermofil
mikroorganizmusok kétirany( hidrogenazai, melyek vitro a S-t H,S-t4 redukaljak
NAD(P)H-t felhasznalva elektron donorként (Mai akabhms, 1996).

5.2.1.4 Energia atalakitd, membrankotott hidroggle$zt hidrogenazok

Ezek a hat, vagy tobb alegységes enzimek protonekatkalnak egy szénatomos szerves
komponensek — CO, format — anaerob oxidaciéjavaksaltan. A csoport prototipusa az
Eserichia coli3-as hidrogenaza, mely formatot hasznal feEbl CQ elsallitdsahoz (Burman
et al., 2004).

Szintén ebbe a csoportba tartozik a CO-indukaltogienaz, amely a CO-dehidrogenazzal
alkot egy funkcionalis egységet. Az igy létrejainkplex CO-ot oxidal C@da, mikdzben ki
termebdik. Mind az energiaatalakito, mind a CO-indukahalrogenazok nagy részét
archeabaktériumokban [példaMlethanosarcina barker(Kiinkel et al., 1998)Pyrococcus
furiosus (Silva et al., 2000)s Thermococcus litoraligRakhely et al., 1999)], valamint
extremofil baktériumokban jellemezték.

5.2.2 [FeFe] hidrogenézok

Tobbséguk oxigénre rendkivil érzékeny, de vannedt&iek is, mint példaul Besulfovibrio
vulgaris Hildenborough periplazmatikus enzyme (Adams, 199@jtalaban hidrogén
fejleszty enzimek. Ellentétben a [NiFe] hidrogenazokkal, yakllegalabb két alegységb
allnak, szamos [FeFe] hidrogenaz monomer felépitiss csak egy katalitikus alegységet
tartalmaz. Mindemellett ismeretesek di-, tri- ésaimer enzimek is. Megtalalhatéak anaerob
gombakban, zo6ld algakban, anaerob prokaridtakbalestridiunokban — és szulfat
redukalékban. Ez esetben is nem fehérje ligandumd@kO és CN — kapcsolédnak a vas
atomokhoz (Vignais and Billoud, 2007).
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5.3 ACaldicellulosiruptor saccharolyticusidrogenaz enzimei

A C. saccharolyticugenomja két hidrogenaz génklasztert tartalmaz flewWerken et al.,
2008). Az el§ klaszterbe egy hat alegységtielépilb [NiFe] hidrogenazt kodold gének,
valamint a komplex éréséhez szikséges gének takozBz a géncsoport nagyfoku
homologiat mutat arhermoanaerobacter tencongiensieembrankotott, ferredoxin-fligg
energiakonzervalé hidrogenaz (Ech) enzimével (Sobbll., 2004). A masodik klaszter
génjei egy [FeFe] tipusu hidrogenazt kdédolnak, gikelugyancsak nagymeérték
hasonlésagot mutat® tencongiensibiokémiailag jellemzett, citoplazmatikus, NABIgS
hidrogenazadhoz, valamint @hermotoga maritimabifurkalé hidrogenazdhoz is, amely
egyidejileg hasznal elektron donorként redukalt ferredogmtNADH-t hidrogéntermelésre
(Schut and Adams, 2009). &£. saccharolyticus NAD*-fliggd hidrogenazanak ezen
képességét mind ez idaig nem sikerlt kisérletbsmmyitani.
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V. Célkit izések

A kutatasi témam egyszerre két nagyon fontos szatopéoglal magaba. Az egyik,
hogy teljesen kodrnyezetbarat Uton szabadulhatung anéeldolgozéipar (fa- és papiripar)
nehezen lebomlé melléktermékitjta masik, hogy ezen szerves anyagok hasznositdda
a mikroorganizmus a feleslegben keletkezdukalo efbél hidrogént termel.

Munkam elédleges célja volt ezért, hogy megvizsgaljam teretleétt-e hidrogén
novényi biomasszabdl biologiai uton anélkil, hogyt aelbzetesen enzimatikusan
elokezelnénk. Ha igen, akkor a konverzié hatékonysakezhaté-e. Célom volt még, hogy a
folyamat hatterében allo fehérje szintaltozasokat is feltérképezzem molekularis bi@ogi
modszerekkel.

Fontosnak tartottam még, hogy a kidolgozott eljarésgyobb |éptékben is
mukodokepes legyen, hiszen hosszu tavon csak igy allhegga helyét a gyakorlati életben

iS.

Konkrét feladataim tehat a kovetkdzvoltak:

1. Enzimekkel nem ékezelt, cellul6z biomassza hasznosit@sasaccharolyticuszal
hidrogén termelésre egy légssrendszerben. A lebontds folyamata soran mé&rhet

paraméterek nyomonkovetése kis térfogatl szakdsmogntaciokban.
2. A glukoz jelenlétének vizsgélata a nerdkelzelt celluléz bontaséara.

3. Tovabbi cukrok — xil6z, manno6z, frukt6éz, ramnoézkite, szachar6z — hatasanak

Ve

4. A celluloz biokonverziéjanak léptékndvelése.

5. A celluléz hidroliziséért és a hidrogén tertiidséért feldls gének expresszids
szabalyozasanak vizsgélata egészsejtes transzhripemalizissel és reverz

transzkripcié kapcsolt gPCR-rel.

6. Egy celluloz alapu ipari hulladék hidrogénné toétéokonverziojanak vizsgalata.
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V. Anyagok és modszerek

A felhasznalt vegyszereket a REANAL Finomvegyszargirt. (Budapest, Magyarorszag), a
Merk (Darmstadt, Németorszag) és a Sigma-Aldrich(8uis, MO USA) cegeli szereztik
be.

1. A Caldicdlulosiruptor saccharolyticus alkalmazésa soran felhasznélt oldatok

M640: A DSMZ-t6l megrendeltC. saccharolyticu§DSM8903) baktérium starter kultarajat
ebben a tapoldatban névesztettem fel, ami 1l-reatkoztatva a kovetkéket tartalmazta:

« 0,90 g NHCI

* 0,90 g NaCl

0,40 g MgC} x 6H,0

* 0,759 KHPO,

* 1,50 g KHPO,

* 1,00 g éles#tkivonat

1,00 ml SL-10

e 1,00 g cellobioz

* 0,75 g cisztein-hidroklorid

* 0,50 mg rezazurin

A tapoldat Osszedllithsat koveh szikséges a pH beallitasa 7,2-es értékre 1M NaOH
segitségével.

SL-10 nyomelem oldat 1I-re szamolva:
« 10 ml HCI (25 %, 7.7 M)

1,5 g FeCGl x 4H,0

« 70mg ZnC}

* 100 mg MnC} x 4H20

e 6 mg KBO;

* 190 mg CoGix 6H20,

* 2 mg CuC} x 2H,0

* 24 mg NiCh x 6H,0

36 mg NaMoO, x 2 HO
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MS: A kilonbos tipusu fermentalasokhoz hasznalt minimal tapoldatM640 tapoldatnak

kizarolag a soit, nyomelemeit tartalmazza, valaraintsztein-hidrokloridot €s a rezazurint.

2. Caldicedlulosiruptor saccharolyticus starter kultara felnévesztése

A C. saccharolyticugenyésztése minden esetben a kovétkéapen zajlott: oxigén mentes
koérilmények kozott -80 °C-rol felolvasztott sejtekkl:10 aranyban oltottam le az M640
tapoldatot, majd 24 6ran keresztil 70 °C-on nowdtzn a sejteket. Az inkubacio leteltével
Biirker-kamra segitségével hataroztam meg a sejiz@mi minden esetben 1-3 x 210
sejt/ml kozé esett.

3. Alkalmazott szubsztratok

Munkam soran az egyik fermentalni kivant alapanyagy tisztasagu seépapir volt (ORKI
engedélyszam: 975/97). A masik cellul6z alapu lidlka a dunadjvarosi Dunapack Zrt.
Uzemébl szdrmazd papiriszap volt, mely a fa pépesitésed&s papirgyartasi imeletek
soran keletkezett, kb. 20 % nedvességtartalmurdaitéaradékA felhasznalas étt mindkét
féle hulladékot 120 °C-on, 30 percen at csiraméetaisk.

Ez a lépés kizardlag az esetleges bé&tédés elkerlilését szolgalta. A sterilizalas ezedjiajt
nem jelentett olyan &kezelést, mely megndvelte volna a hidrolizis folpsémak
hatéekonysagat. A nemékezelt szubsztratokat is ugyanilyen eredményesertotia aC.

saccharolyticus(Elvégzett kisérlet, mely a dolgozatban nem kekiillbn bemutatasra.)

4. Szakaszos Uzemmaodu fermentacios eljarasok
4.1 Celluloz bontasa kis térfogatu mintalizaddicellulosiruptor saccharolyticukultaraval

120 ml-es hypovial Uvegekben, 30 ml végtérfogategeztik a fermentaciokat. Az elegyek
az alabbi komponenseket tartalmaztak: minimal tapmdMS), a hét féle cukor fajta kézil —

glikoz, xiloz, manndz, fruktdz, ramndz, laktoz, 6z — egyet 0,05 %-ban, vagy 0,1 %-
ban és 40 milligrammnyi cellul6zt. Tovabba volt agggativ kontrollként alkalmazott cukor

mentes minta is. A tdpoldatot anaerob fulkében-AyWAC. saccharolyticustarter kultiraval

oltottam be. A fermentacio altalaban 6 napig zajlét°C-on.
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4.2 Papiriszap bontésa kis térfogati mint&aldicellulosiruptor saccharolyticukultiraval

A 0,5 |-es Iégmentesen zarhatd hypovial Uvegeklzerad fulkében 300 ml MS alaptapot
toltéttem, amit 3 g, vagy 4 g d@dleg 120 °C -on 30 percigokezelt papiriszappal
egészitettem ki. Az Uvegek egy részébe steril gitiid mértem 0,05 %-ban. AC.
saccharolyticusstarter kultdraval valo leoltas 1:100 aranyu vAltezart Gvegeket 70 °C-on
inkubaltam, folyamatos 120 rpm-es razatas mellett. Gvegek gazteréib meghatarozott
idok6zonként mintat vettem, majd megmértem a keletkelElrogén mennyiségét. A

mintaveételt kdveten az Uvegek gazterét, 20 percig stesigizzal favattam at.

4.3 Cellul6z bontasa fermentorb@aldicellulosiruptor saccharolyticukultiraval

A léptéknovelt kisérletek egy 6,9 literes Biostat f@mentorban (B. Braun Biotech
International), 5 liter végtérfogatban torténtekhdmérséklet mindvégig 70°C, a kevertetés
pedig 200 rpm volt. A kezdeti pH 7,2-re volt be&bi. A C. saccharolyticuszal valo 1 %-o0s
leoltas ebtt az MS tap azon komponenseit, melyek nem csapokinmagas Bméréskleten,

a fermentorral egydtt lettek sterilizalva 120°C-8@ percig. A fermentor 70°C-ra tori&en
visszaliitését koveten a tapoldatot cisztein-HCI-dal, rezazurin indik&estékkel és foszfat
oldatokkal egészitettem Kki.

Harom kulénboé fermentalast végeztem, melyek kizardlag a szufiistipusaban tértek el, a
tobbi, fentebb emlitett paraméter ugyanaz volt. edg/ik esetben egyedili szénforrasként
glukdzt alkalmaztam 0,05 %-ban (G tapoldat), migésik esetben kizarélag a 2,5 cm x 2,5
cm mérefire vagott, dsszesen 5 g tormeggiropapir biologiai emésztése tortént (C tapoldat).
A harmadik esetben a kétféle szubsztrat ugyanilgencentracioban tortén egyuittes
biodegradaciodja zajlott (GC tapoldat).

Meghatarozott iBkézoénként mértem a fermentor gaztéiébett mintdban |é§ hidrogén
mennyiségét, valamint ezzel parhuzamosan a folyad#k is mintat vettem egy erre a célra
kialakitott mintaved cHvel a kevertetés leallitasa utan 30 perccel. Emégk az volt, hogy

a folyadék vételezése soran minél kisebb mennfiséljuloz kerlljon a sejtek kdzé. A
folyadék egy részé (10 pl) élé csiraszamot hataroztam meg, a maradékot pedi@d3,0
rpm-en 20 percig centrifugaltam. A fellliszé eltéésa utdn a sejteket -80 °C-on taroltam a
késsbbi felhasznalasig. Minden mintavétel utan 30 perae0,5 I/perc sebességgel nitrogén
gazt aramoltattam at a fermentor folyadék- és géat&eresztil a képdott hidrogén gaz

eltavolitasa céljabol.
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5. RNS-sel végzett munkak
5.1 RNS kivonas

Az RNS izolalashoz 100 ml, fermentorbdl szarmaztesgyijtottem 6ssze centrifugalassal
(4 °C, 13000 rpm, 30 perc). A tapoldattdl elvalatiztsejteket 40ul 2 mg/mi-es
mellett 10 percig 37 °C-on inkubaltam. A feltarjtskbsl a Macherey Nagel NucleoSgin
RNA 1l Kit (MachereyNagel GmbH & Co. KG/ Izinta) segitségével tisztaat ki az RNS-t

a gyartoé utmutatoi szerint.

A DNS emeésztését oszlopon, a kithez tartoz6 DNazimenel végeztem. A DNS
eltavolitdsanak sikerességét PCR-rel éliemem. Az RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométer (NanoDrop Technologies, Therme8dic) készulékkel mértem meg. A
tisztitott RNS mintakat -80°C-on taroltam a felha@zsig.

5.2 RNS midségi és mennyiségi meghatarozas

Az RNS mintak épségének meghatarozasa 2100 BiaaeralgAgilent Technologies)
miszeren tortént. A készilék az izolalt RNS-bersl&is riboszémalis RNS (16S) és nagy
riboszomalis RNS (23S) frakciok alapjan egy ugyretie RIN (RNA integrity number)

értéket szamol, mely kévetkeztetést nydjt a mintaadalhatd RNS misségére.

5.3 Reverz transzkripcio

A kvantitativ PCR-hez a DNS mentes RNS-ek atir@ég#{lS-sé Thermo Scientific First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) felhasznaiiisaandom hexamerekkel végeztem.
Az egészsejtes transzkriptomikai vizsgalathoz uggan RNS-ek cDNS-sé val6 atirasa pedig
az NGS SOLID™ 4 System (Applied Biosystems) kédz plédtokollja alapjan tortént.

6. Kvantitativ polimeraz lancreakcio

A kvantitativ Real-Time PCR kisérleteket az AppliBtbsystems 7500 Real-Time PCR
System készulékkel végeztem. A specifikus inditéksenciak megtervezése az Applied
Biosystem Primer Express 3.0 program segitségévint. A reakciokban a SYBRGreen
PCR Master Mix terméket hasznéltam a gyartdé cégitasainak megfeléen (Applied

Biosystems). A PCR reakci6 futasi paraméterei aeld@#k voltak: 1 ciklus 2 perc 50 °C-
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on, majd 45 ciklus 15 mp 95 °C-on és 1perc 60 °Caarutolso ciklusok pedig 15 mp 95 °C,
1perc 60 °C és 15 mp 95 °C-bdl alltak.

7. Glukozid hidrolaz enzimek kimutatasa

A glikozidaz enzimek jelenlétének kimutatasara Qigell 20 (Sigma-Aldrich, Type 20)
tipusu szubsztratot hasznaltam, ami egy fehérisfimom porszeft, 20 um-es részecske
atmenbji, nagy tisztasagu, vizoldhatatlan celluloz. A sigetih 0,2 %-ban kevertem hozza az
MS tapoldathoz, melynek szilarditdsdhoz gelritekatsznéltam. A gelrite magasabb
hémérseékleten is biztositja, hogy a taplemez ne &ayfon el.

250 ml M640 komplex tapon noéveszté€lt saccharolyticusultara 10 perces 7000 rpm-en
tortérd centrifugalasa utan a fellliuszot Amicon Ultra-1b<¥irén sZirtem at. Az eljaras
végére a kiindulashoz képest egy tizenttszorosegeritett oldatot kaptam. A visszamaradt
sejtmennyiséget a szazszorosara toményitettem b@mnéentralt felliliszobdl és sejtékb
egyarant 100-10Ql-t pipettaztam a sigmacell celluloz tartalmu tapbzbe @lzetesen kifurt
egy-egy lyukba. Ezt kbvéen 65 °C-on tartottam a lemezeket, s figyeltemitesitulasi zona
kialakulasat.

8. Gaz analizis

A hypovial Gvegek és a fermentorok gazteémdamilton fecskenével 500ul mintat vettem,
amit Agilent 6890 gazkromatografba injektaltam. Askilék paraméterei a kovetkek
voltak: (HP-Molesieve kolonna 5 A, 30 m x 0,53 mm%um-es. A kolonna betsterének
homérséklete 60 °C, a rajta atfolyé gaz sebessé@ribperc. TCD detektordmérséklete
160 °C). Minden mintavétel utan 30 percig 0,5 l¢péramlasu nitrogén gazzal fuvattam at a
légteret.

A kumulativ H termeléseket minden alkalommal ugy abrazoltam,yhag adott napon
megtermelt mennyiséghez hozzaadtam é&zéetapi H értéket is.

9. Sejtszam meghatérozéas

Az élb sejtszam meghatarozas Burker-kamraval torténtjs f&ontraszt mikroszkop
segitségével (Nicon Eclipse E200) hatszazszoragypeaszeres objektiv nagyitas szorozva
az okularban 1&v lencse tizenttsz6rdos nagyitdsaval) nagyitds rhelfetsejtek szamat

minden esetben sejt/ml- ben fejeztem ki.
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10. Bioinformatikai médszerek

A DNS és fehérje szekvenciak dsszehasonlitasamuatiaa Genbank, Prosite €s SwissProt
adatbazisokban valé keresések a BLASTX, BLASTP namognal torténtek (Altschul et al.,

1990). T6bbszorods szekvenciaillesztésre a ClustaBAprogramot hasznaltam.

11. Relativ mennyiségi jellemzés

A transzkriptom analizis eredményeként kapott ndimal leolvasas szamok dnmagukban is
alkalmasak a transzkriptek mennyiségi jellemzéséreel 6ssz RNS-re vannak normalva és
az algoritmus a gének hosszaval is szamol. A kamtdtok kiértekeléséhez kizarolag azért
hasznaltam referencia gént (cellulaz (Csac_06748)yy legyen mihez viszonyitanom a
vizsgalt gének egy fermentacio tipuson bellli éeranentaciok kozotti kifejgmdéséet. A
referencia gén egy adott pontban — GC1 — mért egpi@s ertékeét tekintettem 1 egyseégnek
(referencia szint) és ehhez viszonyitottam a tgBhi kifejesdését.

A gPCR-rel tortét validalas soran a komparativ Ct metodikat alkabaraz Ez egy
kalibracios gorbét nélkuléz egyszeisitett relativ kvantifikacid, mely azon a feltétadsen
alapul, hogy a PCR amplifikaciés hatékonysag 108%il}, azaz idedlis esetben a kiindulasi
templat 2 sokszorozddasa torténik, ahol ,n” a PCR ciklusodnsa.

A killonbdz mintakon, a kilénbiz gének esetében a meghatérozott Ct értékbikt®™'
képlet alapjan szamoltam ki a referencia értékligzonyitott relativ expresszids értékiket.

A ACt értéket ugy kaptam meg, hogy a vizsgalt génrtékéldl kivontam a referencia gén
Ct értékét, majd ezt a kétinegativ kitedji hatvanyara emeltem, igy abszolut értékben

kifejezve mindig egy pozitiv szamot kaptam.

12. Szekvenalas SOLID 4 technoldgiaval

A SOLID rendszer lehéséget biztosit a gyongyokhoz kotott, tébb millidprialisan
amplifikalt DNS fragmentumok szekvenciainak egyidejeghatarozasara. A szekvenalasi
modszer fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukiéoki egymast kovétligaldsan alapul. A
harom kilénb6é tipusu fermentalas eltgéridopontjaiban vett sejtkultirakbdl dsszesen 9
tisztitott RNS mintat szekvenaltunk meg a BaygetéZet Uj generacios SOLID 4 (Life

Technologies) tipusu készilékével.
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VI. Kisérleti eredmények és értékelésik

1. Cellulaz enzimek kimutatas:

A C. saccharolyticuscellulézbonté képességének vizsgalatalelss lépésként a torz
extracellularis cellulaz enzimeinek jelenlétét iga@zkisérletet egeztem € A 9. &bran
lathatd, hogy az opalos lemezen a lyuk koril egelid mérdi feltisztulasi zéna alakult k
Ez, bar csekély mértékben, de igaz, hogy a baktériummegfeleb tapkdzegbe

cellulozbonté enzime(ke)ermela sejten kiviili térbe.

9. dbraFeltisztulasi zona a Sigmacell tartalmu lemq
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2. Sdirépapir bontasa kis térfogatuCaldicellulosiruptor saccharolyticus kultaraval

Mint azt mar koradbban leirtam, &. saccharolyticusképes az enzimes és egyéb
elokezeléseken atesett celluléz alapt biomasszabdddedt eballitani. Arrdl viszont eddig
még nem szamoltak be a szakemberek, hogy enzimeral kezelt cellulézban gazdag
szubsztratot is képes-e lebontani.

Kisérleteim soran szakaszos fermentécios eljarasagy tisztasagu swpapirt alkalmaztam
egyedlli szénforrasként, valamint 0,05, vagy O0,1b&n- glikézzal kiegészitve, MS
tapoldaton. A fermentaciét minden esetben két pamos mintan végeztem el. Ais&papir
morfolégiai valtozdsat kezdetben szemmel kovetteyomon (10. &bra). Emellett
meghatarozott igkozonként mértem a sejtek altal a fermentacio sonéfiéktermékként
fejlesztett hidrogén mennyiségét.

10. abra: Intakt (A) és lebontott (B)isdpapir. Glikdz-mentes, negativ kontrollként

alkalmazott minta (A), glukozt és kezdetbefirépapirt is tartalmazo tapoldat (B)

A 11. 4bran jol lathato, hogy a negativ kontrolltk&pest, mindegyik mintaban jeléat
mennyisé§ hidrogén kép&dott. Az is megfigyelhét mar a leoltas utani 100. oratdl,
hogy ha nagyobb koncentracioban adtunk a sejteldigkdzt, akkor abbdl tébb

hidrogént is tudtak megtermelni anyagcserefolyaikamelléktermékeként.
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11. 4bra: Kumulativ I, termelés 5 kilonbdiztapoldato
—+— MS + celluléz, MS + 0,05% glikoz;* MS + 0,05% gltikoz + cellulc
= MS + 0,1%glukéz, ~™ MS + 0,1% glukoz cellulé:z

Tovabba, ha a cukrot mégisépapirral is kiegészitettiik, akkor a kégétt hidrogén
mennyisége tova ndvekedett. A kontroll minti esetében, melye& sejtek mellett cse
cellulozt tartalmaztaka fermentacicvégeéig nem torténtaltozas a sirépapir allagabarés
jelentbs mennyiséd hidrogér sem volt detektalhaté a kulturak gazterében. A hetuoti
grafikon alapjan valésziisithett még hogy a sejtek 6b5z6r minden esetben a gluki
hasznositjak a tapoldatbdlpsjd csak annak elfogyasa utarzkenek hozza a cellulozk
is felszabaditani a cukrot és ezzel egyfidkeg hidrogént termelniEz leginkabb a glikozt ¢
cellulézt egyittesen tartalmazé mintak esetében5@. Hra kordl figyelhét meg a
legjobban. Tehat &. saccharolyticu glikéz stimulussal képea nem dlkezelt papir

révidebb id alattmetabolizalni és abbol tovabbi mennyighidrogén eléallitani.
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3. Kulénbo6z6 tipusu cukrok hatasa a s#répapir lebontasara

Az elszéekben bemutatott kisérlet kapcsan felmerilt a lgrdébgy a vizudlisan is
megfigyelt pozitiv hatasa a glukdéznak specifikuseea tipust hexdzra nézve, vagy
fellelhetbek még olyan mono- és diszacharidok, melyek hasaalgy akar jobb hatassal is
vannak a sirépapir elbomldsara. A kérdés megvalaszolaséra touddb cukor hatasét
vizsgaltam meg. Hasonlbéan a fentebb emlitett ldt#alz ebben az esetben is aré&aapirt
tartalmazo MS tapoldatot egészitettik ki 0,1 va@gp @o6-ban az adott cukorral, vagy teljesen
elhagytuk azt a tapoldatbdl és a sejtek szamaegpedili szénforrast a celluléz jelentette.
Jelen kisérletnél is tobb parhuzamos mintaval daégo és alkalmaztam egy cukor nélkaili,
csak sArépapirt tartalmazo kontrollt is. Az 1. tablazat stoloszlopa mutatja, hogy mennyi
hidrogén képé&dott kizardlag a seépapirbdl a fermentacio végére. Ezt ugy kaptuk meg,
hogy a cukor plusz cellulozbdl felszabadult hidmgéennyiséghl kivontuk az ugyanazon

cukorbol megtermelt hidrogén mennyiséget.

1. tAblazat: Kulonféle tipusu cukrok jelenlétébearebul6zbol megtermelt hidrogén

mennyiségek ml-ben kifejezve

L. H, termelés
koncentracio v s Py
cukor Sz(ir6papirbdl (ml)
(%) A fermentdcio végére
gliikéz 0,10 7,38
e 0,05 5,67
xiloz
0,10 2,88
, 0,05 4,5
mannoéz
0,10 1,8
0,05 0,36
fruktoéz
0,10 2,97
0,05 0,45
rhamnéz
0,10 4,32
, 0,05 3,15
laktoz
0,10 1,17
, 0,05 1,17
szacharoz
0,10 0,18
cukor nélkiil 0 0
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Jol kivehed az 1. tablazatbdl, hogy a glikoz gyakorolta a ¢egprabb hatast a cellul6zbol
tortérd hidrogéntermelésre. Mellette, az alkalmazott koté&eiotol fliggen a xiloz és a
mannoz is jeles mértékben ékegitette a papir-figghidrogéntermelést. A fruktéz és a
ramndéz magasabb, a lakt6z pedig alacsonyabb kaacent esetén stimulalta a
biokonverziot. A szacharéz szignifikhnsan nem hgfsblta a celluloz tartalmd szubsztrat
hidrolizisét. EbBI a kisérletbl kovetkeztetéesként levonhatd, hogy a vizsgalt
monoszacharidok majdnem mindegyike valamilyen rkédg, koncentraciotol fudgegn
eléonyds hatassal van a kezeletlentrépapir dezintegracidjara, kovetkezésképpen a
hidrogéntermelésre, de a legjobb értékeket gliukdagatuk.

4. Glukoz hatasa a sir épapir hidrolizisére 5,9 I-es fermentorban

Annak érdekében, hogy pontosabban meg tudjam lzaianmulyen szerepet tolt be a glikoz
az egeészsejtes cellul6z konverzidban, az eddigiesmiéal kontrolldltabb és Iéptéknovelt
kisérleti kortlményekre volt szikség. Ennek meddele még mindig szakaszos uUZem
fermentaciot végeztem, de mar 5,9 I|-es fermentabétklgoztam tovabb. Ezek nagymeye

a hypovial Uvegekkel szemben, hogy szamos paranadighatd rajtuk, mint példaul a
kevertetés, gazzal vald6 ataramoltatds a kulturyafldk-, vagy I|égterén. Magasabb
homérsékleten is fkodtethed, szilkség esetén a pH is szabalyozhatd. Munkand \c&gjs
volt ennél a kisérletsorozatnal, hogy kideritseragyha glikoz kézvetlendl a cellulaz
enzimeket kédol6 gének kifejgdésére hat, vagy ezek az enzimek konstitutivaandd
alacsony szinten ternmé@nek és a cukor kdzvetetten a biomassza megnouekesésztil
javitja a konverziés hatékonyséagot.

A celluloz lebomlasanak nyomon kovetése nem egiiszaert a cellulézra kitapadnak a
sejtek, illetve a képddtt monoszaharidokat azonnal hasznositjdk. EzArtkealitative,
vizudlis megfigyeléssel kovettem (4. kép). A folyatrsoran kepidott hidrogén mennyiségét
meértem meghatarozottddozonként (10. abra A). Ezzel eg§imen a folyadék kultirabdl is
vettem mintat sejtszam meghatarozashoz (10. abrasB) késbbi molekularis biologiai

vizsgalatokhoz. Ezek mellett a pH valtozast is ngokdvettem (10. abra C).
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12. abra: Glukoz jelenlétében digipapir teljes biodegradacioja

5 nap alatt 5,9 I-es fermentorban
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A 13. 4bra ,A” része az egy-egy reprezentativ fert@ldsbol szarmazé kumulativ hidrogén
mennyiségeket mutatja be, a hozzajuk tartozé sejtszs pH értékek a 13. abra ,B” és ,C”
részeén lathatéak. Egy nagyon szembétvaltozas a batch kisérletekhez képest, hogy a 170.
ora korul a korabban kontrollként alkalmazott csaMlulozt tartalmazé tapoldaton is
megjelenik a hidrogén és a mennyisége ézldrehaladtaval fokozatosarb.nMegfigyelhed
tovabba, hogy a legtébb hidrogént a GC tapoldaoneltek a sejtek. Ennek a mennyiségnek
a felét allitottak & csak cellul6zon valé novesztéskor és ennek islea KépHdott a G
tapoldaton a fermentacio végére. A kapott eredmdidyelmondhaté még, hogy a cukrot is
tartalmazo mintaknal a sejtszaporodas lagfazisaikaam a mikrobak alkalmazkodnak az Uj
koérnyezethez — joval révidebb a gliikozt nem tartalénkultirahoz képest (13. abra B).
Ennek megfelélen a hidrogén is sokkal korabban, mar a 48. orailkoregjelenik a
légtérben. A hidrogéntermelési adatokkal jol karmhk mind a sejtszam, mind pedig a pH
ertékek. Ez utébbi 6nmagaban is jol tikrozi a &egi@yagcsere folyamatainak intenzitasat.
Amint a sejtek cellulaz enzimeikkel elkezdik hasita cellulozt és az abbdl keletkezett
cukrokat felhasznalni a szaporodasukhoz, azzal iEpen metabolikus aktivitasuk
velejarojaként a hidrogén is megjelenik a kultiaatgrében.

A kilonboz cellul6z forrasokon valé hidrogén termelések eréayességének
O0sszevethésége érdekében kiszamoltam ér8papirban |é& szerves anyagbol megtermelt
hidrogén mennyiséget is, ami a C tdpoldaton a fetaosd végére (340. 6ra): 11,27 ml volt

1 g szerves anyagra vonatkoztatva.

A sejtek szénforrason valé szaporodasakor nem bgdlogén és szén-dioxid kéfudik
melléktermékként, hanem kilonféle szerves savatiist példaul ecetsav és némi tejsav is.
Ezek olyan komponensek, melyek a kezdeti novekedésbptimalis 7,2-es pH-t
folyamatosan savas tartomanyba viszik le (13. @jra

A G és GC tapoldatok esetében jol latszik, hogg@es vizsgélt paraméterek parhuzamosan
futnak egyméas mellett, mig a gliikdz el nem fogyeradszerbl (13. dbra A, B, C). Ennek
kovetkezmeénye, hogy egy ddutan a csak glikézon nevelt sejtek nem termelriddb t
hidrogént, ledll a szaporodasuk, majd pusztulasmalulnak é€s a savas metabolitok
felhalmozodasa kdvetkeztében a tapkdzeg pH-jakiszimtosan eléri azt az alacsony szintet,
amelyen a sejtek mar nem életképesek, igy teljesekizen ledll a rendszer.
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A 13. abra ,B"részén a fekete szinnel kdrvonalazointok azokat a mintavételeket jeldl
amelyeken ke&#b teljes transzkriptom analizis készilt. Az 4,A” és,B” részén pedig

ezekhez a pontokhoz tartolirogér és pH értékek vannak fekete szinnel jel

A 14. dbra mutatja be, hogy az egyes fermerokat valtozé szamban tobbszor
megismételtem a reprodukalhatdsigazolasa céljabol. A mintavétdikhetiség szerint |
novekedsi gorbe azonos fazisabdl végez. Ezek az eltér novekedés miatt a legtol
esetben nem esteégljes mértékbeegybe, de ugyanaat novekedési fazist reprezerak. A
grafikonon feltiintetett szérasok alap lathatg hogy az egyes fermentécidk lefuti
nagyjabol hasonld. Legtdbbszor az inkubéacié végeegtermelhidrogér mennyiségében és

a kezdeti adaptacios fazis hosszabar eltérés.
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14. dbra:Megismétel fermentaldsok kumulativ Hermelés
—k- G tapoldat2 fermentalas atlag-# GC tapoldat: 6 ermentalas atle
=&~ C tapoldat: 8 fermentalas atlaga.
A mintavételi pontok oraban kifejezvl. 24-28;2. 43,5-49;3. 62-65,5; 4. 71-73,5;
5.90-98;6.110-113;7.11€-122;8.141-1509.162-163;10.183-188,5;11.195-197;
12.210,5214;13.285-304;14.331-333;15. 340-346
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5. A génexpresszids mintazat valtozasa a kilonhibgzubsztratokon vegzett

fermentalasok soran

A transzkriptomikai vizsgalatok soran tobb ezer nfRiolekula egyidéj elemzésére nyilik
lehethiség, utat nyitva a sejtszintszabalyozasi folyamatok pontosabb megismeréséhez,
esetleges Uj markerek azonositasahoz. Ahogyan aztkardbban emlitettem ahhoz, hogy
meg tudjam allapitani mi a glikdz pontos szerepellaldéz alapu hidrogéntermelésben, mind
a harom tipusu fermentalas esetén a sejtszapdeglézisabdl, korai és ké&sexponencialis
fazisdbol szarmazo, elteszamu RNS#& atirt cDNS mintat vizsgaltunk meg Uj-generacios
szekvenal6 technologiaval. A nasegelledrzési jelentés (15. dbra) ,A” részén jol latszik a
RIN (RNA Integrity Number) értékekdh hogy az RNS-ek mindegyike kivalé néisedi. Az
egybl tizig terjed skalan minél inkabb kdzelit ez az érték a tizlaemal jobb mitsédi az
RNS, tovabba a hét alatti értéket mutatd RNS-ek iaérletet negativ iranyba
befolyasolhatjak. Az abra ,B” része pedig azt nmjatathogy az RNS-ek megfetel
mennyiségben alltak rendelkezésre. Ezt aitebes, ép, jol elkilonidl a kis és nagy
riboszomalis RNS futasara jellethgavok mutatjak. A tisztitott RNS-ek igy teljes m&ben

alkalmassa valtak a tovabbi munkara.

Whole| transcriptome analvsis A B

Sample: Prokarvote totalRNA A

Diate: 2012.07.31 T 4 N Mm% oo oN oM oo N
- 8 8 8 8 U VU U VL O

SAMPLE QUANTITY/QUALITY -

Bioanalyser, Prokaryore Assay, Nane Chip 5 -
ng/ul RIN Jugiul _
GC1 150 93 16
GC2 744 03 4 -
GC3 144 8.7 21 G= e e e il e
GC4 245 84 25 e i i i i .
c1 171 82 17.5 =
c?2 487 7.7 6.2 —
c3 219 78 14 -
Gl 743 3.4 - = S~ Sty S A e S
G2 564 g2 33 -

15. abra: A tisztitott RNS-ek ntiségét és mennyiségét mutato jelentés
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A hétérkép lehdivé teszihogy a transzkriptom vizsgalatbol kapott hatalmasyiséed adat
matrixot a kénnyebb kiértekellésttg érdekében vizualisan is megfigyelhess Minden
egyes szines cellagy adott mérési ponthoz tartc génexpresszidos értéket jeldl.inél
nagyobb ez az tkek annal inkabb kozelit a cella szine a pirds és minél kisebb, ann
kékebb. AC. saccharolyticL genomjanak annotacioja 2695 potencialis gént eragazett.
A 16. abran a teljesyizsgalt 2095 fehérjét kédolo gértd, azok vannak csakeltlintetve,
melyekjelents expresszidbeli eltérést mutatnak és vizsgalkdzelebb vihet a gliik6z alt
elésegitett cellul6z bontds molekularis hatterének jotegértéséhe Piros betikkel jeldltem
azokat a génekanelyek a cellul6z alapu, névényi biomassza leksaban kulcsszerepet
jatszanak, valamintsegitenek a keletkezett cukrok sejten bellli atalakili soran
felnalmozodott elektravk hidrogén formajaban torténeltavolitdsaba, ezért ezeknek a
géneknek a kifejgidését kilon kisérletben gPCR segitségével ulmanyoztan

Cukor ABC NiFehidrogenaz Cellulaz
transzporterek gén klaszter gén
Glikozid Glikozil M ,
r , . . Hemicellulaz Glikozidaz Cellulaz
hidrolaz transzferaz FeFehidrogenaz . ének R
gén klaszter gén klaszter g Gén klaszter
e e R e e N e e e R e N B e N e I T e D e D e R R )
("] 7] 7] [7] (7] (7] (7] ") 7] 17} 7] 7] 17} %] 17} 7] %] ("] w ") 7] 17} [7/] (7] 7] (7] ("] 7] 7] ("] 7] 7] 7]
Q9 0 9 O 0 99 O 9 © 0 9 9 9 9 9 v O v L 9 9 9 9 Y 9 9 9 L L L O O O
DD DR R R R D
P NOOORIERRERERIERRRBRRRBREREBRRENNNNNNOGOOOERIERLRLERLHR
COWNGOGOOGU GG O o Gl o © 0 0 0 »DDDDAMDBDINNOGOOOGOO
VOtV KOOCOWWwWWwWwWwweonaemonaowohRreOOOO OV WSN®SCNTJJ
PO NP PROOXOND®UALADWNRORODO®GNDANGR®ROO®R N O
\ GCl
| GC2
GC3
GC4
C1
2
3

Gl
G2

,007 normalizalt leolvasas szam 785

16. abra: Kifejeddesiikben jelefisebb mérték eltérést mutaté géneldtérkepe, haror

klonbd® tapoldaton: GC, C, C

40



Jol latszik a Btérképen (16. abra), hogy a cellulaz génklaszggait@ak nagyon hasonlo az
expresszidja az egyes tapoldatokon, kivéve az aitglsanB Csac_1080), ami eredetileg
nem is egy kulonallé, sajat promoterrel rendetkgén volt, hanem aelC (Csac_1079) gén
része (Morris et al., 1995). Ennek oka valosldg, hogy a ManB fehérjéngkl,4-mannanaz
aktivitasa van, tovabba, hogy az enzim intracdlislgVanFossen et al.,, 2011). Az
alkalmazott szubsztrat pedig nagy val6égzéggel nem tartalmaz jelést mennyiség
mannan poliszacharidot, hiszen az a fas részekb@&venyi magvakban talalhaté meg.
Erdekes, hogy a celluldzok (Csac_1076-1079) kitejéze a GC és C tapoldaton mar a
kezdeti mért idpontban (GC1, C1) is magas, ezt kéeet pedig csak igen kis mértékbeh n
tovabb. Ezekkel ellentétben, ha a glikéz egyedidgn®orraskent van jelen a tapoldatban,
akkor a gének alacsonyabb szinten experesszalédaakban, ahogyan a sejtek elkezdik
hasznositani a glikézt és fogy a mennyisége a datpi] ugy szabadulnak fel a gének
kisebb, nagyobb mértékben a gato hatas aldl ékediklmeg az expresszids szintjuk
(G1—> G2). Meglepmodon nem igaz ez a megfigyelés, ha a glikoz thetiéds szénforras,
tiszta celluléz is jelen van az oldatban.

A hétérkép alapjan eldth a génklaszterdd a legnagyobb mértékben atirédd gércedA
(Csac_1076) volt. A cellulazok kozil ez az eddegiriagyobb tomeig(193,7 kDa) (Te'o et
al., 1995). A fehérjének a harom, a 3c csaladbzarCBM-je mellett két katalitikus
alegysége is van (VanFossen et al., 2011). A CB&iakar bebizonyitottak, hogy kritikus
fontossdguak a GH-9-es EG-ok processzivitasa szetjapol (Burstein et al., 2009). A
katalitikus alegységek kozil az egyik a GH-9 cdadatartozik, mely leginkabb elterjedt.
Nagy szamban fordul @lanaerob és aerob baktériumokban, anaerob gomhakidénféle

novenyi fajokbar(http://www.cazy.org/GH9.htripl A C. saccharolyticuszal rokonsagban allo,

tobb baktériumban is €. thermocellum, C. phytofermentasazonositottak és jellemeztek
ilyen GH-9 tipusu, nem celluloszémalis cellulaztlé@ et al., 2003; Zhang et al., 2010a). Ez
nagymértéld hasonldésagot mutatott méaSlostridium fajokkal is (Jauris et al., 1990;
Mandelman et al., 2003). Azt is bebizonyitottakgyhmélkilozhetetlen komponensei a
cellulazoknak (Tolonen et al., 2009; Wilson, 2008).csoportba dleg processziv EG-ok
tartoznak. Ez azt jelenti, hogy endo- és exoglukaaiivitasra is képesek, funkcionalisan
ekvivalensek a CBH-okkal és az EG-okkal biztosi¢zaltal egy CBH-fliggetlen cellul6z
degradalé mechanizmust (Zheng and Ding, 2013). Edagdonsaguk azt is leliaté teszi
szamukra, hogy egyediili enzimként 6nmaguk degi@daljkristalyos cellul6zt (Gilad et al.,
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2003). A masik katalitikus alegység a GH-48 csaégja, melybe dleg CBH-ok tartoznak,
de a processziv EG-ok jelenléte sem ritka.

A C. saccharolyticuban a C-terminalis oldalon helyezkedik el és Cdostridium
thermocellum celg§énjével mutat szekvencia hasonlésagot (Te'o.el@05). Széles kdrben
gondoljak réla — hasonl6éan a GH-9-hez —, hogy fesizerepet tolt be a bakterialis cellulazok
altal kozvetitett celluloz hidrolizisben (Zhangaét 2010b). AC. phytifermentaszal végzett
kisérlet soran kimutattak, hogy a GH-48 tipusuutéll a GH-9-cel szinergizmusban hasitja a
CMC-t. Mindig tdbb cukor szabadult fel ezek komlmiddan valé nikddésikkor, mint
amikor kulon-kilén voltak jelen a sejtben. @. saccharolyticus celAgyénjének nagyon
hasonlo funkcigjat tamasztja ala a fentieken kiazila tény is, hogy a bemutatott mezofil
cellulézbonték GH-9 és GH-48 Kkatalitikus moduljaiagy valoszifiséggel termofil
mikroorganizmusokbdl keriltek at horizontalis génszferrel (Zhang et al., 2010a).

A celluldz génklaszter relative magas expresszogjéhsl adéddéan nem meglépa cukor
ABC transzporterek emelkedett kifefeiese sem (kilonos tekintettel a csak cellulézltada
mintaban), hiszen ezek segitségével jutnak beeikezlett cukrok a sejtbe. A G tapoldatban
viszont — hasonléan a celluldzokhoz -6lidn ezeknek is visszaesik a mennyiségik. Egy
korabbi leirassal ellentétben (van de Werken e28D8), amiben arrél szamolnak be, hogy a
glikézon novesztetiC. saccharolyticusesetében az ABC-tipusu transzporterek szama
szignifikansan megemelkedett a mi vizsgalataink reantamasztottdk alad. Sokkal inkabb
figyelemre méltd ezen fehérjék kifefaese csak cellulozt, vagy cellulozt és glukozt is
tartalmazo tapfolyadékban. Ez utobbi tény Ujfengemssiti, hogy a térzs képes kulénféle
cukrok egyidej hasznositasara és hogy a katabolit represszid akawtalyozza meg ezt a

folyamatot.

A poliszacharidok lebontasaért féelcellulaz génklaszter mellett a masik igen foméugo a

C. saccharolyticusgenomjaban a hemicellulazt kdédolé gének csoporggnBxynF,
Csac_2404-2411). A 16. abran jdl latszik, hogy egének tobbségélr csak kis mértékben
irédnak at mRNS-ek akar a GC, C, vagy a G tapoidatiagy valészitiséggel ennek azaz
oka, hogy ezekre a hemicellul6z bont6é enzimekre melhsziksége a sejteknek, hiszen a
szénforras nagy tisztasagu celluléz, vagy ugyaneselitikai tisztasagu glikéz volt. Két
génnek a csoportbdl azonban mégis mind a haromefaatési korialmény kozott nagyon
magas az expresszidja. Ezek kozll az egyikyaE (Csac_2410), a masik a&ynF

(Csac_2411). A két fehérje kozos jelleljez ami egyben magyarazatot is adhat magas
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expresszios szintjére, hogy — ellentétben a csdpotii tagjaval — extracellularisak és két
CBM-lal is rendelkeznek. Szerkezetitkbadoddéan pedig a legnagyobb molekulasulyd
fehérjék (Csac_2410: 80,9 kDa és Csac_2411: 152.kBda&sac_ 2411 fehérje kivételes
tulajdonsaga meg, hogy a celluldz génklaszter itaggahasonléan multimodularis felépiies
azaz két katalitikus alegysége is van. MindkettGH-43 csaladba tartozik. BtHegesenu-
L-arabinofuranozidaz, de 1@D-xilozidaz aktivitast is mutathatnak. Az ide a6 enzimek
szamos novényi sejtfal bontd mikroorganizmusbarerjelitek. A GH-43 csaladot
részletesebben &. saccharolyticustoz hasonlé, G+, anaerobgKedveb Geobacillus
stearothermophilupaktériumban is jellemezték (Brux et al., 2006al®&m et al., 2005). A
Csac_2410 fehérje katalitikus alegysége GH-10 fipés endo-1,4-xilanaz aktivitassal
rendelkezik. Gyakran és tévesen nevezték exoceflald ezt a tipusu xilanédzt, abbdl
adodoan, hogy alacsony, de szignifikans aktivitdsétktaltdk ariB-cellobiozidon (Andrews
et al., 2000; Tull and Withers, 1994). Ez esetunkie magyarazna a cellul6z tartalmu
tapoldatokon kapott magas expresszids eértékeketabbd mas kutatocsoportok korabbi
vizsgalatai is arra engednek kovetkeztetni, hogyyE és xynF xilanaz gének funkcidja,
sajatossagaik joval szélesebbilgk annal, mint hogy csak hemicellul6zokat bontanak.

A glukdz és a celluléz poliszacharid lebontasahmmrasan kapcsolddik a hidrogén termelés
is. A sejt ugyanis a kulonféle thpanyagok metalatdiza soran keletkezett felesleges redukalo
eroktél hidrogén formajaban szabadul meg, illetve ritkdbbacetat, laktat, glicerin,
etilénglikol termebdik (Isern et al., 2013). Amint azt a beveimn ismertettem &C.
saccharolyticuskivalo hidrogén termél 1 mol glikézbol majdnem képesééllitani az
elméleti maximumként meghatarozott 4 mol hidrogériEhhez a folyamathoz
kulcsfontossaguak hidrogenaz enzimei. Mindkét enzibb alegységes és eliéaz elektron
donoruk,in vivo kérilmények kozott elvileg a [NiFe] és [FeFe] spuhidrogenaz is képes
hidrogén evolucidra. A transzkriptomikai vizsgaaedményei megmutattak (16. abra), hogy
az egyes alegységek kifefelése nem csak tapoldattdl fiégey, de egy tapoldaton beliil is
valtozik. A FeFe hidrogenaz génklaszteren bellléegymien észrevehét hogy a HydB
(Csac_1863) és a HydA (Csac_1864) alegységek esgoogs mind a harom novesztési
koérilmény kozott igen magas, de leginkadbb a GCli&pon, igy ezeknek kiemelt szerepik
lehet a hidrogértermelésben. A masik génklaszterben exhA génnek (Csac_1534) a
legmagasabb a transzkripcidés szintje mind a haremmdntalasi korulmény kdzoétt. Ez az

alegység teszi leh@té az enzimnek a sejtmembranba valé beagyazédasat.
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6. Az egész sejtes transzkriptom analizis adatainakalidadlasa qPCR maodszerrel

A transzkriptomikai eredmények me@sitésére reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ
PCR-t hasznaltam. Osszesen 8 gén esetében vatidatkapott eredményeket. Olyan
mintavételekBl szarmazo, tisztitott RNS-eken is elvégeztem aRjR&kcidt, melyeken nem
tortént transzkriptom analizis. Ezaltal pontosabpdt kaphattam a transzkript mennyiségek
idobeni alakulasarol. Azok a gének keriltek kivalaszta melyek jelewts expresszidbeli
(pozitivan-, vagy negativan szabalyozott) eltérésekutatnak a kontroll kérialmények kozott
vizsgéaltakhoz képest és a kisérlet soran nyomoetkttvparaméterek — celluléz hidrolizis,
hidrogén generalas — valtozasdnak molekularis rédiéa allhatnak. Ezek név szerint a
kovetkedk voltak: celA (Csac_1076)manA (Csac_1077)celC (Csac_1079), cellulaz gén
(Csac_0678), glikozidaz gén (Csac_0296), (Csac )07@2hA (Csac_1534), hydD
(Csac_1860). Az 0Osszehasonlitdshoz sziikséges nefergénnek olyan cellulaz gént
valasztottam, aminek az expresszibja viszonylatjasdd alacsony szinten van, nevezetesen
a Csac 0678 jal cellulazt. A valds idéj PCR-hez megtervezett, specifikus indito

szekvenciakat a 2. tablazat mutatja.

2. tAblazat: A qPCR vizsgalathoz felhasznélt oligdeotidok

Gén l6kusz Forward primer Reverz primer mérie)
Csac_1076 GGGTCCTGCTGAGGTTATGC GCTAAGGAAGCTGCCGTCTC 99
Csac_1077 CTACGCCGACAGTAACAGCAA GGGCTAATTTGCGTTCTTCCT 74
Csac_1079 TTCAACAGGAAGAAGCTTTTTGG TCGGGTATTCGCATACTGTTCG 105
Csac_0678 AGAGCCTATTCAGCTTCGTGG GCAAGTGCAGCAAACGCATTG 60
Csac_0296 CCAAGGAGAATAAACGGCAAAT TGTGTGCCCCGTATCTGATG 55
Csac_0762 TTGGGAGAGCAGCCGAATT AGCCAGCCAAACTTGACCTTT 60
Csac_1534 CATGATGGAAATGAACAAAGTATCAAG CCGCCAAGGGAGTTTACAA 65
Csac_1860 CATACGAGGTACAAAAGAGAATTGCA TACCCCATAAACCTCTGCATT 65

6.1 Cellulaz és glikozidaz gének

A 17. abran lathato, hogy az expresszios gorbéstikifja nagyon hasonlé a G, a GC ésa C
tapoldaton egyarant. Eltérés mutatkozik azonbanegyes gének kifejédéseében, attol

fuggden, hogy milyen szénforrason novesztettitk daccharolyticus.
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17. abra: Cellulaz enzimeket kédol6 génrelativ kifejezédése harom UlGNboD
tapoldaton.Csac_0678 (kék), Csac_1076 (lila), Csac_1077 (pirG@sac_1079 (z6ld
(csillag) G tapoldat; (négyzet) GC tapoldat; (hasaiig) C tapolde A fekete szinne
bekeretezett pontok jeldlik azokat az RNS mintaketlyeken csak gP(-t alkalmaztam.

Osszességében mindegyik cellulaz géetmondhato, hoga legeédteljesebben a gliikzal
kiegészitett cellulézonfejezodtek ki. Etbl valamivel alacsonyabb expresszidsintet
mutattak a csakcellulézon és a kiindulashoz képest szinte aligtozaitt az mRNS
mennyiséguk a glikézos mintabeNem meglepek ezek az eredmények, hiszen celli
enzimekre elésorban a cellul6z bontasdhoz van sziikség. A glpkdzg mar az a veglet,
ami minden tovabbi hidrolizald |épés nélkil bejutla sejtekbe. A glikdzos tapoldai
megfigyelt kismérték expresszio viszont arra enged kovetkeztetni, hoajhulaz eizimek
alapéllapotban is ternt@nel és hanagyobb mennyiségben is szikség vaialtaluk kodolt
fehérjékre, akkor fokozodik az expresszidjlEImondhat6tovabba, hogy mind a haro
tapldaton acelC génil (Csac_107) irddott at a legnagyobb mennyigt mRNS. AcelArol
(Csac_1076) émanArdl (Csac_1077) szinte azonos mennyiségig a ellulaznak annotalt
géenil (Csac_0678 csak nagyon kis mennyisécranszkript keletkezett. Megfigyelhe®,
hogy a GC és a C tapoldaton mindegyik — kivéve acelC és a Csac_06 — kifejezddése

egy haranggorbét ir le.
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Osszehasonlitva ezeknek a gorbéknelefutasat a sejtszamaltozassal (1. abra B) Ggy
tinik, hogy a teljes expresszié a sejtszaporodasrdikus tartomanyab:, az exponencialis
fazis alatt lejatszodikEnnek oka, hogy a sejtek ezéidlatt folytatjdk a legintezivek

anyagcserét, s ekkor varlegnagyobb sziikség a celltbontd enzimekre

A vizsgalt cellulaz gének kifejédésének mértéke 6sszhangban van a teljes transaR

analizis soran kapott eredményekkel. Az expressiii@itérések abbdl is adodhatnak, hi

egy enzim nem csak egy fdktot lat el, hanem egymast segitve, nagyfokl sgigrausbar

dolgoznakegytitt, s mindegyiknek fontszerepe van a hidrolizisben.

A C. saccharolyticus glikozidaz génjeinek legtébbj@r — szerkezetlkil, pontos
funkciojukrol —egyaltalan nincs irodalmi at, igy a transzkriptom analizis mellett a gf-

rel valo vizsgalatuk kézelebb vihet ahhoz, hogybml megismerjik a riikddésuket. A 1.

abran bemutatott Csac_0296 és a Csac -es glikozidazokat azévlasztottuk kqPCR-es
validalasra, mert transzkriptoértékeik kiemelkedtek a tobbi glikozidadz gén K.
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18. abra: Glikozidaz enzimeket kddold gének kifépizse harom kulénbdztapoldator
Glikozidaz gének: Csac 0296 (vilagos kék), Csac20{Garancssarga). (csillag)

tapoldat; (négyzet) GC tapoldat; (haromszdg) C lthgs A fekete szinnel belretezett
pontok jel6lik azokat az RNS mintakat, melyekerkag@CF-t alkalmaztam
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A cellulaz enzimekhez hasonléan a két gén altabkddheérje is glikozidos kétés hasitasara
képes valamilyen tipusu szénhidratban. Azonban.ali&n lathaté gének kifegresének
mértéke mar kevéshé hasonlit a cellulazoknal nxgntesszios éisségekhez. Nem jelentliet
ki egyértelniien, hogy mindkét gén a GC tapoldaton a legaktivatdd a C és végiul a G

tapoldaton. A gének kifejédése azonban most is a C tapoldaton a legkisehigékér

A gPCR modszerrel detektalt expressziok mértéke nesik teljesen egybe a
transzkriptomikai adatokkal. Ez utobbi vizsgalat mmitatja, hogy C tapoldaton a Csac_0296
glikozidadz kezdeti képiaszama joval nagyobb, min€sac_0762-é, viszont a fermentacio
végére (16. abra C3-as pontja) a kifémasik mértéke szinte azonos. Ehhez képest a qPCR-
rel validalt adatok azt mutatjak, hogy a Csac_Oféb2rje altal kodolt gén kiugréoan magas, a
kezdeti értekhez képest majdnem 8-szoros exprémdriovaltozast mutat. Eltérés
tapasztalhaté a két vizsgalati modszer kdzott Gltgaton is: mig gPCR alapjan mindkét
gén expressziés mértéke hasonld, addig az NGS zk@pomikai adatok szerint
expressziojuk hasonld a C tapoldat esetében tabasxpressziohoz. Azaz a Csac_0296 jel
glikozidaz geénkifejegdésének mértéke a kezdetbpdntban (16. abra GC1) szignifikansan
magasabb, mint a mésik glikozidaz génnek. Az inkidb&égére azonban ez a kulénbség
jelentbs mértékben lecsokkent, de még mindig a Csac_029§likozidaz volt nagyobb
mennyiségben jelen. A transzkriptom analizi$sdsban az expresszidbeli valtozas meértékét
mutatja meg. A valos idéj gPCR sokkal pontosabb modszer arra vonatkozoagy ho
meghatarozzuk egy adott jgontban egy adott gé&ir képzdott mRNS-ek pontos
mennyiségét. Ezért is haszndljak ezt a technikdlfes transzkriptom adatok validalasara.

6.2 Hidrogenaz gének

A C. saccharolyticubpan talalhatd hidrogenaz enzimek szoros kapcsmatinnak a sejtek
altali lebonté folyamatokkal, ugyanis segitsegukieblitjak el a feleslegben felhalmozédott
elektronjaikat H form4jaban. A baktériumban talalhaté két legfoabis hidrogendz enzim
egy-egy génjének kifejédését, nevezetesen ezhA(Csac_1534) és laydDt (Csac_1860)

gPCR maddszerrel is megvizsgaltam.
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19. abra: Hidrogenaz enzimeket kédol6 gének kit&jese harom kilonbé:
tapoldaton.Csac_1534 (piros): [NiFe] hidrogendz A alegységeadC1860 (kék’
[FeFe] hidrognaz D alegysége. (csillag) G tapoldat; (négyzety @Gpoldat
(haromszog) C tapoldaA fekete szinnel bekeretezett pontok jeldlik azokatRNS
mintakat, melyeken csak gP«-t alkalmaztam.

Eredményeimet a 19abra mutatja t, melyen azonnal fdlhik, hogy csak glikoé
fermentacidjakor nagyon magas a kezdeti expresszidgjlk, kilondsen aechAgénnek.
Ezek az értékek azonban a kovetkerérési pontban sem valtozi jelenttss mértékbe. GC
tapoddaton novesztett sejteknél nincs kilonbség a létfgdust hidrogenaz alegyséc
kifejezédésében. AC tapoldaton viszont Ujabb lényeges eltérés mutitka két alegysé
kozott. A kezdeti mRNS sziek alacsonyak, kilondserhgdD gén esetébe A fermentacio
elérehaladtaval aechAgén expresszid jelents, mig ahydD gén kifejedésesokkal kisebb
mértékben & meg, majd mindksitvisszaesik a kiindulasi szint kornyékéUgy tiinik, hogy
a sejtek egy féle tipusu szubsztraton valdé szapsrddor el8dlegesena [NiFe] tipusu
hidrogenazukra van sziikséez alapjan ez az édleges hidrogéermeb enzimik.Ezt a
megdallapitast ésiti, egyrészél, hogy a cukor lebomldsa soran a sejtekben ferrec
keletkezik elésorban, ami a NAD-nal egy jobb elektron donoa [NiFe] hidrogenaz
szamara, masrésitrez utdbbit bizonyitotté C. saccharolyticuszal analdg térzsben. A

gPCR eredményekhez hasonld: transzkriptomikai adatok is ezt mutatjak 0sszedsém
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bar egy-egy fermentalason beldl itt is voltak @s&k a két modszer kozott, de ennek
lehetséges okardl fentebb mar beszamoltam. Erd=kesnény, hogy ez a nagy killdnbség a
két alegység kifejgése kozott miért nem figyellietmeg celluléz és glikéz egylttes

alkalmazéasakor.

Tovabbi érdekes megallapitds a qPCR mérdédekbarmazé adatok esetén, hogy a C
tapoldaton az 6sszes vizsgalt gén kiféglese — kivéve aelC gén — egy olyan haranggorbét
ir le, melynek maximum pontja a 221. éranal varhadkom féle vizsgalati korilmeény kozul

pedig G tapoldaton a legcsekélyebb mértglgének kifejekdése, kivéve agchAgént.

7. Papiriszap biolégiai atalakitasanak vizsgalataik térfogatkultirakban

Ipari szempontbdl tovabbi d@lyokkel jarhat, ha az altalam alkalmazott fermeidgc
modszerben felhasznalt baktérium torzs nem csaKékegycelluléz szubsztraton képes
szaporodni és abbdl hidrogént@litani, hanem esetleg mas hulladéknak szant ipapir
mellékterméken is. A kornyezetvédelmi szempontohn eZen hulladékoknak a térolasa,
megfeleb artalmatlanitdsa is tobbletkoltséget jelent adalétoknak. Ezért a kisérleti
modellként alkalmazott §r6papir mellett, valdos szubsztratot, a papiriszapdievontam a
vizsgalatokbaMint az mar korabbrol ismeretes @ saccarolyticusielentts mennyiség)
hidrogént képes édllitani az enzimesen d@ezelt, majd atdit, s igy kapott viszonylag
homogén szerkeZees joval konnyebben tovabbalakithatd papiriszdphzatumbdl (Kadar
et al., 2003). Kisérletem soran azt vizsgaltam,yhadorzs képes-e az enzimatikusan nem
elokezelt papiriszapbdl is hidrogént fejleszteni, rhivgy idét és jelents Osszegeket
spoérolhatnank meg egy-egy fermentacio alkalmaval.id\megvizsgaltam, hogy a szubsztrat

mennyiségének novelésével fokozhato-e a fajlagosagiermelt hidrogén mennyiség.
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20. abra: Kumulativ hidrogen termelés papiriszajC. saccharolyticuszal
4 MS +9,9 g/l Pi-#% MS+99g/lF+0,05%GI|,4 MS+132g/llF, % MS
+13,29/IP+0,05% G

A kérdésainre keresett valasztgyértelmien megkaptam — amit a024bra is mutat —,
miszerint aC. saccharolyticL képes a kezeletlen papiriszaphiilrogént eballitani, tovabb
ha noveljik a papiriszap mennyiségét, akkor rovidield alatt ragyobbhidrogén hozam
erheb el, és ha a cellul6z tartalmi anyagot nem csak egyesd@éhforrasként alkalmazzt
hanem még cukorral is kiegészitjuk, akkchidrogénmennyiségek tovabb novellbk. Az
inkubacio végére (240. oraglentbsebb mennyisdég hidrogénazonban csak a glukdz:
kiegészitett 13,2 gks koncentracioju papiriszapot tartalmazé mintéadhebdott.

A papiriszap esetében is meghataroztam az 1 g esxemyagbdl kégrott hidrogén
mennyiségét, ami az %= MS + 13,2 g/l Pi ” jeli mintana afermentacio végere (240. 6ri
5,13 ml volt. Osszevetvezaadott kisérleti korilmények koz a két féle cellul6z tartalm
szubsztratot mely kisérleti korilményeknél a gliikoz nem befobltesa hidrogén kihozate
ertéket + megallapithatd, hogy a trépapirt nagyobthatékonysaggal tudjak a mikrob
hidrogénné konvertalnMivel a két féle szubsztrat lebontdsa nem teljestékben zajlot
azonos korulmények kozott és nem volt pontos infmidmk a papiriszap pontc
Osszetételét (pl. tiszta cHuléz mennyisége), igy ahhoz, hogy eaheolégia nagylzen

léptékben is alkalmazhato legyen tovabbi optimalizslépésekre van sziks

50



VIl. Osszefoglalas

A hidrogén egy igéretes energiahordozo, mivel tdhalasa soran teljes mértékben
CO,-emisszibmentes.  Biologiai uton is o6éllithatd: egyrészt  fotoszintetizald
mikroorganizmusokkal kdzvetlentl a napfény eneégidglhasznalva, masrészt heterotrof,
hidrogéntermd élslényekkel. Ez utdbbiak valamilyen kdlszerves tapanyagforrasbol (ami
gyakran glikéz, keményit vagy celluléz) fejlesztenek hidrogént. Poliszaitakon kivil
mas tipusu szerves hulladékok is hasznalhatdak. iomndsszabol tortén mikrobialis
hidrogéntermelés egyre intenzivebben tanulmanyozott megkozelites arernativ
energiahordozok ééllitasara. A ndvényi poliszacharidokbol todéiohidrogén termelésre
a hbkedveb mikroorganizmusok alkalmasabbak, mint mezofil dds mivel a magasabb
homérséklet, anaerob fermentaciés folyamatok gyorsabbak.

Kutatasaim modell organizmusa az anaerolketveb Caldicellulosiruptor
saccharolyticusbaktérium volt. 2007-ben megismert genomjanak \szetigja felfedte,
hogy szamos poliszacharid bonté enzimmel és nagyszaa keletkezett cukrok sejtbe valo
bejuttatdsahoz szikséges — ABC transzporterreleheemlk. Tovabba két, a hidrogén
termelésért felék hidrogenaz enzime is van. Ezen tulajdonsagaikt&szlo jeloltté a CBP
folyamataban megvaldsulé szénhidrat polimeéékbriéns hidrogén elallitasara. Az eljaras

azonban a legtdbb esetben a biomassza fizikai, k&xgyai ebkezelését igényli.

Dolgozatomban vizsgaltam az enzimatikusan néikezklt cellul6z tartalmi anyagok
egy lépésben tortén biologiai atalakitasat hidrogénné. Munkam cél@lt vnég, hogy

gazdasagosabba tegyem a hulladékhasznosité renélszavitsak a hatékonysagan.

Céljaim megvaldsitasa érdekében csak sokat tarzalménimal tpoldaton éz6r a
glikoz jelenlétének a cellulozbontas hatéekonysagésasebességére gyakorolt hatasat
vizsgaltam kis térfogatl, szakaszos Uzemmodu fadueian. A késbbiekben tovabbi
egyszeli és diszacharidnak (glikdz, fruktéz, cellobioz,téalk ramndz, szachar6z) tébbféle
koncentraciéban tanulmédnyoztam a hatdsat a cellaiias optimalizdlasa céljabal.
Kovetkeztetésem az volt, hogy az 6sszes eddig dltzegkor valamilyen mértékben segiti a
papir degradaciojat, de a glikéz hatasa a legkgyedmeéltbbb a megtermelt hidrogén
mennyiségét illéten, valamint a legtobb esetben elegead alacsonyabb cukorkoncentracio
a gyorsabb és hatékonyabb atalakitashoz.
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A késbbiekben mar csak egy cukornak, a glikéznak vitagéh cellulozbontasra
gyakorolt hatdsat fermentorban, 5 | végtérfogatb&nkisérletek soran gazkromatograf
segitségével mértem a cukrokbdl, a cellulozboktvitk ezek egyuttes kombinacidjakor
megtermelt hidrogén mennyiségét. A glukozzal kiegéet celluloz enzimatikus
hidrolizisének idtartama nem csak jelést mértékben lerdvidilt, hanem ezen tapkodzeg
esetén a csak cellulézt tartalmazé kultirahoz Kégétszer annyi mennyiséghidrogén
termebdott.

Eddigi kutatasi eredményeim egyeértélen  bebizonyitottak, hogy a
Caldicellulosiruptor saccharolitycusképes a kezeletlen wwdpapirt, mint egyedli
szénforrast lebontani és abbdl biohidrogétékitani.

A 30 ml-es végtérfogatu fermentalasoknal azt tahalt hogy a sejtszam-, a pH-
valtozds és a hidrogéntermelés is jol korrelalt nefighoz. Amint megindult a sejtek
szaporodasa a szubsztraton, azzal éfpgd nagyon hasonld intenzitassal keletkezett a
hidrogén és tolodott el a pH a savas tartomany #elgejtek metabolikus aktivitasanak

eredményekeént.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a didett, vagy indirekt hat a sejtek
altali konverzios folyamatra egész sejtes tranpemn analizist alkalmaztunk. A
nagymennyiséj transzkriptomikai adatbol kivalogattam azokat aeket, melyek fehérje
termékei a cellul6z lebontdsaban és a cellulozbééend hidrogén termelés hatterében
allhatnak. A kapott expresszios értékeket valogiidPCR készlilék segitségével validaltam.
A transzkriptomikai vizsgalat medsitette azt a feltételezéstinket, hogy a glikoztpa@ai
hat a cellulaz enzimek terndelesére, illetve szamos a cellul6z hasznosulasahgkniataba
szerepet jatszo geén kifefgesét is pozitivan, vagy negativan befolyasoljavantitativ PCR
alkalmazaséaval pedig sikerilt egy, az eddigiekrattgsabb képet kapnunk a kulonféle
fermentaciok soran mind a hidrogén termelésben,dnpedig a cellul6z lebontasaban
kulcsszerepet jatszo fehérjek mennyiségi valtoshsar

Eredményeim tehat arra engednek kdvetkeztetni, hogiiikdz el§édlegesen a sejtek
szaporodasara hat és ehhez transzkripcios valor@sul.
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Munkam soran a szépapir mellett ipari hulladékbdl, a dunaujvarosi Bpack Zrt-
b6l szarmazd, enzimatikusan nemdélazelt papiriszapbdl is sikeresen Aallitottand el

biohidrogént.

Osszevetve a kisérleteimhez felhasznalt kétfélril6el biomasszat, kijelenthetem,
hogy aC. saccharolyticud g szerves anyagra vonatkoztatvaia&@mapirt — feltételezhéen
annak magasfoku tisztasdgabol éed — kozel kétszer olyan hatékonyan alakitja at
hidrogénné, mint a papiriszapot. A komplex szulszgyengébb hasznositasi hatasfokanak

okat tovabbi kisérletekben kell tisztazni.
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VIII. Summary

Hydrogen is a promising energy carrier becausatiligation is CQ neutral. It can be
produced biologically: either by photosynthetic amgms using the energy of sunlight
directly, or by heterotrophic hydrogen-producingcrobes. Fermentative bacteria are able to
use various organic substrates, such as glucoaseshsor cellulose, for biohydrogen
production. In addition the strategy can be extdnibeother types of organic wastes. The
microbial hydrogen production is an intensively ds&a approach for the generation of
alternative biofuels from biomass. The thermophiticroorganisms are more suitable for
biohydrogen production from plant polysaccharidestthe mesophilic ones as the anaerobic
fermentation processes run faster at higher tertypera

The model organism of my research was an anaerdbh&mophilic bacterium
Caldicellulosiruptor saccharolyticuslts genome sequence was published in 2007, which
revealed that the bacterium posesses an exter@ige 0f polysaccharide degrading enzyme
systems and numerous ABC transporters. The lattersnecessary for transporting sugars
into the cells. In addition, it contains two hydeogise enzymes, which are responsible for the
hydrogen formation. These characteristics makenite&cellent candidate for hydrogen
production from carbohydrate polymers as envisionedconsolidated bioprocessing.
However, in most previous studies the process wawphysical or chemical pre-treatment of
the biomass.

| studied the bioconversion of untreated cellulosiaterials of different origin to
hydrogen by an one-step experimental arrangementowtr, my aim was to make the

procedure more economical and to improve its &ficy.

In order to achieve these goals, | studied thecafff and speed of cellulose
degradation at first in the presence of glucosenrall volume batch fermentation using
minimal medium. Later the effect of further monoidadisaccharides (glucose, fructose,
cellobiose, lactose, rhamnose, sucrose) was igeatst in various concentrations in order to
optimize the cellulose degradation.

From these experiments, it was concluded that dlmib®f the tested sugars promoted the
degradation of paper to some extent. In most cd@&sconcentration of sugar was enough
for the faster and more efficient conversion. Tha&mrtonclusion was that glucose had the

best effect on the facilitation of this bioconversprocess.
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Therefore only the effect of glucose was examineddetail with filter paper as
subsztrate in larger volume (5 liters), scale-upntwlled fermentors. The amount of
hydrogen produced from glucose, from celluloseromftheir combination was measured by
gas chromatography. The addition of glucose tactiilosic substrate not simply shortened
the cellulose decomposition time but increased @hwunt of hydrogen relative to the

cultures grown on cellulose only.

My results clearly demonstrated thaaldicellulosiruptor saccharolitycuss able to

break down the untreated filter paper as the samean source in batch fermentations.

The number of cells, the pH change and the hydrpgeduction correlated with each
other. The cell growth run paralel with the hydnogeroduction and the pH was shifted

towards the acidic range as a result of the meitabhotivity of cells.

In order to decide whether the addition of glucdeethe cellulosic substrates
stimulated the cell growth and/or influenced theeyexpression profile of the cells, total
transcriptome analysis was performed. Genes framldhge transcriptomic database were
selected, which were assumed to be involved ircélalose degradation and cellulose based
hydrogen production and the results were validbieteverse transcription coupled real-time
PCR. The study confirmed our hypothesis that glecafects positively the production of
cellulase enzymes and it has positive or negatifltaence on the expression of several genes
which play role in the process of cellulose utiliaa. We have obtained a more precise view
for the quantitative changes of the expression efcted genes during the various
fermentations by using the gPCR techniqge.

The results allowed us to concude that glucose griiynaffects the biochemistry of
the process, which is reflected by the transcn@ichanges.

In addition to filter paper, bioconversion of inthiel paper sludge from Dunapack
Ltd., was investigated as well. The glucose stitealacellulose-based biohydrogen
production process could be adapted to industeillosic waste albeit at lower efficacy.
The reason for the weaker utilization efficiencytioé complex substrate should be clarified

in further experiments.
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