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1. Bevezetés

A nem megujulé (fosszilis) szénforrasok mennyiségédrasztikus csokkenése illetve
a hasznalatuk soran keletkekaros anyagok felhalmozddasa a kérnyezetben egyre
inkabb novelik az alternativ megoldasokra valé ygéfgy nagyon fontossa valt, hogy
olyan alternativ anyag- és energiaforrasokat talal, amelyek maradandoéak lesznek,
megujulé energiat fejlesszenek vagy taroljanak @l¥g a szélbl, a vizksl és a
novényekbl (Ragauskas és mtsa., 2006). A ndvényi biomasszéamt megujuld
anyag és energiaforrasra €s az enzimes eljarakaknaizasa ezen belll egyre inkabb
fontossa valt (pl. bioetanol, vagy mas fontos vegysk eballitdsa a biomasszabdl, az
u.n. ,biorefinery” egyre szélesebb koalkalmazasa) (Sims és mtsa., 2010). Mind a
biomassza lebontasahoz, mind pedig a keletkezeyszef§ cukrok bioetanolla
alakitasdhoz  felhasznalt enzimkészitmények jelenlatpnten  kiulénboa

fonalasgombakbdl szarmaznak.

Az EU 7. Keretprogramon belll kutatécsoportunk résztt a DISCO projektben
(Targeted DISCOvery of novel cellulases and hethitases and their reaction

mechanisms for hydrolysis of lignocellulosic biosiasvww.disco-project.eu A

projekt célja volt, hogy olyan hatékony enzimkés#hyt fejlessziink, melyek
segitségével eredményesebben lehet a biomassetarmia alakitani.

Kutatbmunkdm soran 950 kilénkbonalasgombat vizsgaltam razatott fermentacios
kisérletekben, mely soran kivalasztottam a legeéegmsebb cellulaz és hemicellulaz
enzimterme) torzseket tovabbi vizsgalatokra. A kisérletekbeztem az enzimek
aktivitasat kulonboi lignocelluléz hidrolizise soran, tovabba tesztalt@z enzim
készitményeket tobbféle szénforrdson, kulovbpH-n és Bmérsékleten valamint
tanulmanyoztam lignin jelenlétében az enzimek ghgnasat. Tovabbi kisérletek
torténtek tisztitott enzim fehérjékkel. A munka remtkdzi egyuttrikédésben folyt,
féoleg a holland Wageningen University és a finn VTaitatoival végeztink kdzos
kutatast.

Ragauskas AJ, Williams CK, Davison BH, Britovsek@irney J, Eckert CA, Frederick Jr WJ, Hallett
JP, Leak DJ, Liotta CL, Mielenz JR, Murphy R, TeapR, Tschaplinski T 2006. The path
forward for biofuels and biomaterials. Science 83160):484-489

Sims REH, Mabee W, Saddler JN, Taylor M. 2010. Arergiew of second generation biofuel
techologies. Bioresource Techno. 101:1570-158
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Célkitizések

Ujszefi cellulaz/hemicellulaz enzimeket terrdelfonalasgombék izolasa,
melyek képesek a ndvényi biomasszat eredményebenténi. A munkahoz
elsssorban a TUB mikrobioldgiai torzs@igeményt és talajminta gjtemenyt
hasznaltuk yww.tub-collection.com

Egy olyan s#révizsgalati (,screening”) rendszer kifejlesztése, lyne
segitségével azonosithatdak a kulobkitan lebontd enzimek a fermentacios

feltliszoékban.

Majd e s#révizsgalat segitségével a kulonbdermentacios fellliszok lebontd
képességének dsszehasonlitdsa mind oldhaté ésatindtatlan magas xilan

tartalmu szubsztratot tartalmazo hidrolizis kigélben.

Tovabba a Trichoderma Longibrachiatum csoportba tartozé 15 térzs
hidrolitikus aktivitAsanak tesztelése az Ujtrézizsgalati rendszerben,
0sszehasonlitva az ugyanezen csoportba tarfommoderma reesetdrzsek

hasonlo képességével.

Végil 0j Penicillium és gyors ndvekedést mutaidichodermatorzsek altal
termelt celluldz enzimek vizsgélata és 0Osszehaésali a jol ismert

Trichoderma reesdirzs celluldz enzimeivel hidrolizis kisérletekben



3. Irodalmi hattér

A lignocelluléz alapu biomassza potencialis nyeysaforrast jelenthet a masodik
generacios bioetanol gyartashoz. A ggazdasagbol, faiparbdl és a haztartasbol (pl.
papir hulladék) szarmazé melléktermékek és hulleklékijrahasznositasaval
alapanyagot biztosithatunk a bioetanol gyartashobhiomassza komplex szerkelet
harom 6 komponenstl épul fel: cellul6zbol, hemicellulozbdl és lignidib tovabba
kisebb mennyiségben egyéb komponensek is feltidHpt. keményid, pektin, asvanyi

anyagok, hamu, stb.) (Gomez és mtsa., 2008).

A lignocellul6zok lebontasdban szamos enzim egyguttékodésére szikség van, bar
ez idaig senkinek nem sikerUlt feltérképezni a fehsban szerepet jatszo valamennyi
enzimet. A cellulaz és hemicellulaz enzimek egwitteasznalata igy lehetséges
megoldast jelenthet az igen ellenallé lignocellulalapd biomassza lebontasaban

(Henrissat és mtsa., 1997).

A novényi sejtfal lebontasaban résztyev mikrobidlis enzimek dként
fonalasgombakbdl szarmaznak, habar mas gombak.érhakbk, algak, csigak,
rovarok, stb. is képesek ilyen enzimeket kivalaszt®zamos tanulmany sziletett
lignocellulézok fonalasgombék segitségével tdrtélebontasarol. A leginkabb
tanulmanyozott lebonté enzimek mégis celluldzokmikelluldzok és az ezekhez
kapcsolodo glikozid hidrolazok (Himmel és mtsa.1@p

Egész idaig sajnos még nem sikerllt eléggé hatakamyipar szamara is olcson
hasznosithatd enzim keverékeialitani lignocellul6zok lebontasara, de folyamaiwos

jobbnal jobb készitményekkel allnaléel piacon (Kristensen és mtsa., 2008).

A cellulazok és hemicellulazok szamos ipari alkadésa ismert: élelmiszeripar és
allattakarmanyozas, papir- és textilipar, égidr, hulladékkezelés, és bioalkohol

gyartas.

Gomez LD, Steele-King CG, McQueen-Mason SJ. 2008tgtable liquid biofuels from biomass: the
writing’s on the walls. New Phytologist 178: 473548

Henrissat B, Davies G. 1997. Structural and seq#ased classification of glycoside hydrolases.
Current Opinion in Structural Biology. 7(5): 637464

Himmel ME, Xu Q, Luo Y, Ding SY, Lamed R, Bayer E2010. Microbial enzyme systems for biomass
conversion: emerging paradigms. Biofuels. 1(2):-323.

Kristensen JB, Thygesen LG, Felby C, Jgrgensen IderHydetzky T. 2008. Cell-wall structural
changes in wheat straw pretreated for bioetharaalymtion. Biotechnol Biofuels. 1:5
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lgen sok cellulolitikus enzimterniel fonalasgombat vizsgéltak mar, melyek
kivalasztjak az enzimeket a sejten kivilre, igyabasan tudjak lebontani névényi
sejtfalat egyszércukrokra és egyéb komponensekre (Polizeli és n2685). Ezek a
gombék annak megfetidn, hogy a ndévény mely részét bontjak le, haronpasba
sorolhatok: fehér-, lagy- és barna-rothaszt6 gombBalelss csoport a lignin rész képes
lebontani, a masodik a cellul6z/hemicellul6z résmatg az utolsdé csoport a névény

minden részét le tudja bontani (Kirk és mtsa., 1983

A Trichoderma fajok az egyik leggyakrabban 6ébrdulé talaj- és korhadéklako
fonalasgombak a Foldon. Ezeket a gombakat az utidldbien egyre alaposabban
tanulmanyoztak és osztalyoztak rendszertani szethgbrés sok Uj fajt fedeztek fel. A
barna-rothaszt6 Ascomycétak csoportjaba soroltétyek megtalalhatéak a talajban,
rothadd fakban és noévényi hulladékokban. Ezen fajoamorf formaja a Hypocrea,
telemorf forméja pedig csak a fakban és egyéeb gkorb&tezik. Trichodermafajok

egy csoportja okozza egyes ndéveények megbetegegdBzsigy és mtsa., 1998).

A Penicillium fajok &ltal termelt celluldz enzimeket szinténrkadten tanulményoztak
dan, az elmult években (Liu és mtsa., 2013). Nétramycillium eredeti celluldz enzim

komplexl bebizonyosodott, hogy versenyképebrighodermacellulazokkal.

Bailey BA, Lumsden RD. 1998. Direct efects Dfichodermaand Gliocladium on plant growth and
resistance to pathogens, Tmichoderma& Gliocladium—Enzymes, G. F. Harman and C. P.
Kubicek, Eds., vol. 2 of Biological Control and Cowrcial Applications, Taylor & Francis,
London, UK. 327-342

Kirk TK. 1983. Degradation and Conversion of Ligathaloses. In: Smith JE, Berry DR, Kristiansen B.
The filamentous fungi, version 4, Fungal technoldgyndon: Edward Arnold. 266-295

Liu G, Qui Y, Li Z, Qu Y. 2013. Improving lignoceillolytic enzyme production with Penicillium: from
strain screening to systems biology. Biofuels. ¥ $23-534

Polizeli MLTM, Rizzatti ACS, Monti R, Terenzi HF0dge JA, Amorim DS. 2005. Xylanases from
fungi: Properties and industrial applications. Apptrobiol Biotechnol. 67: 577-591



4. Anyagok és modszerek

Mikroorganizmusok

A sziirévizsgalat soran korulbeltl 950 mezofil fonalasgombasgaltunk meg razatott
lombikos fermentaciéban, Ezek déntobbsége altalunk szelektalt talaj izolatum,
kisebb részik sajat és kulfoldi torzgggmenyekidl szarmazik. A fonalasgombak
nagy részét celluléz port vagy buzaszalknameényt tartalmazé Petri csészés agaron
izolaltuk, majd kulonbd& lignocellulozt tartalmazo fermentacidés szénforrass
tanulmanyoztuk. Kiemelkéderedményt értiink el @richoderma Longibrachiatum
csoportba tartozé 2-3 torzzsel, valamint két gyorseveked mas Trichoderma
izolatummal is. Tovabba ké&enicilliumtorzs . cf. simplicissimum és P. pulvillorym
szintén érdekessé valt aiigivizsgalat soran. Kontrol mikroorganizmusokként (enz
termebként) a nemzetkdzi szakirodalomban jol isniErithoderma reese@M 6a és
RUT C30 torzseket hasznaltam.

Enzimtermelés, hidrolizis kisérletek

750 mL-es Erlenmeyer lombikokban végzett razatatindikos fermentacioban
valdsitottuk meg a cellulaz/hemicellulaz enzimtdése A fermentacio korkorés
tipusu razogépen, 150 ml hasznos térfogat mell8€-dn, 5 napig, 220 fordulat/perc
paraméterek mellett tortént. A fermentacio végémtrdegalasi feluliszékbdol mértiink
enzim aktivitasokat (sejten kivili, u.n. extrackEhs enzimek), majd ezekkel a

fellluszokkal végeztink hidrolizis kisérletekenlgelluloz tartalma szubsztratokon.
Miiszeres analitikai vizsgalatok

A xilanban gazdag modell szubsztratok (blza arakildm, eukaliptusz xilan
hidrolizatum, kukorica rost alkohol oldhatatlanzésbuzaszalma vizoldhatatlan része)
hidrolizise soran keletkezett termékek (mono- eésgoolkrok) mirbségét és
mennyiségét riszeres analitikai modszerekkel mértik. A mono- l@poszacharidok
mennyiségi és miségi meghatarozasadt nagyhatékonysdgu anion cserés
kromatografias modszerrel (HPAECQ), nagyhatékonysagméretkizarasos
kromatografias modszerrel (HPSEC) valamint tomekfspszkopias modszerrel
(MALDI-TOF MS) végeztik. A keletkezett ecetsav kentraciét HPLC-vel mértik.
Fentiek mellett természetesen hasznéltuk a hagypmséek tekinthét kolorimetrias
modszereket is a cellulaz és xilanaz aktivitasoghméarozasahoz.



5. Eredmények

Xilan lebontd enzimek vizsgélata komplex razatott dmbikos fermentacios
feliliszOkban vizoldhatd xilan-gazdag szubsztratok felhasznalasaval (1.
publikacio)

A kolorimetrias enzimaktivitas mérési modszerekemkinalva a miszeres analitikai
eljarasokkal (HPLC, HPAEC and MALDI-TOF MS) képesedgyunk megallapitani a
fermentacios felluliszokban I@venzimek specifikus hatasat (xilanaz, arabinoxilan
hidrolaz, acetil xilan hidrolaz és glukuronidaz). #rmentacio soran &llitott
feliliszokat teszteltik oldhatd xilanban gazdadosztratok (WAX, EXH) hidrolizise
soran. Meglef volt, hogy kilénb6é gombakkal dallitott 78 fermentacios felliluszo6t
megvizsgalva, csupan néhany fonalasgomba volt ké&jasféle enzim komponens
nagyaranyu termelésére is egy adott szubsztratgyik Fonalasgomba feltliszé sem
volt képes teljes mértékben lebontani a hidrolezsibsztratokat, ami azt jelentette,
hogy a xilan &lancrél nem sikerilt teljesen lebontani a szubsetiseket. Ez azt
mutatja, hogy a természetben a xilan hasznositgesakomplex, fajok sokasaga vesz

benne részt.

Fermentacios felluluszokban talalhaté hemicellulolikus enzimek lebontd
képességének vizsgalata oldhatatlan bluzaszalma ésk&rica rost frakcidkon (2.
publikacio)

A fermentacio soran édllitott enzim készitményeket teszteltik oldhatabddzaszalma
és kukoricarost frakciok (WS WUS és CF AIS) hidrdé sordn. A buzaszalma
szénhidrat tartalmanak 14%, mig a kukoricarost lsgéat tartalmanak 34% voltak
képesek lebontani az enzimek. Megallapithaté, hogy lignocellulitikus
enzimkészitmények csupan akkor hatékonyak, ha neéyfszubsztraton hasznaljuk
6ket és a hidrolizis mértéke az enzim készitméngerédl is fligg. A leghatékonyabb
enzim komplexekePenicillum Aspergillus Trichodermaés nem identifikalt fajok
produkaltak.



Trichoderma Longibrachiatum csoportba tartozé fajok xilan lebontdé enzim

aktivitasainak vizsgalata (3. publikacio)

Trichoderma Longibrachiatumcsoportbél 15 torzssel termeltink xilan lebonto
enzimeket buzaszalman, kukoricaroston és eukaliptfém, mint fermetnacios
szenforrason. Az enzimkészitmények hatakonysagagaituk hidrolizis kisérletekben.
Az 1. dbran a hidrolizis utan, a hidrolizatumbarrtnméono- és oligocukrok HPEAC-

profilja lathato, T. reesei, T. parareesei, T. graciés T. saturnisporumfeltliszoival

hidrolizalva.
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1.4bra WAX hidrolizise sordn keletkezett termékdRAEC profiljai, négy kiloénbéz
Trichoderma torzs fellluszoéival lebontva, melyebhakilonbdZ szénforrason fermentaltunk.
1. kromatogram: Referencia: endo-xilandz-lI; 2. kedogram: blzaszalman fermentalt
feliliszo; 3. kromatogram: eukaliptusz fan fermegnt@tliszo; 4. kromatogram: kukorica
roston fermentalt feltldszo. Ara: arabin6z; Xyldg; Xyl2: xilobidz; Xyl3: xilotrioz.



Osszehasonlitva az intenzitasokdtrehoderma reeseiilan lebont6 enzimei mellett a
T.saturnisporumT .parareeseésT.gracilefajok ilyen enzimei is érdekesek lehetnek. A
fermentacidos szénforrasokat tekintve a buzaszakna Kukoricarost nagymeértékben
indukaltdk az enzimtermelést, mig az eukaliptuskdaésbé. Szamos fermentaciods
fellliszé képes volt bizonyos mértékig felszabanilitaz acetil-csoportot az EXH
szubsztratrol. A két oldhatatlan modell szubszsaerkezete nagyon ellenallénak
bizonyult a feluliszékkal szemben a hidrolizis sQi@sszehasonlitva az eredményeket
a vizoldhatd WAX szubsztrat hidrolizis értékeiveIT. reesei, T. parareesei, T. gracile
és T. saturnisporunfellliszoi viszonylag nagyobb mértékben hidroli@éla szintén
vizoldhatatlan CF AIS szubsztratot.

Ujszerii Penicillium cellulazokkal végzett hidrolizis kisérletek (4. phlikéacio)

A két U] Penicillium faj (P.pulvillorum TUB F-2220és P.cf.simplicissimunTUB F-
2378) kimagasléan hatakony cellulaz/hemicellulazziran komplexet termel.
Osszehasonlitva a jol ismef. reesei RUT C30 mutanssal specifikus cellulaz
aktivitasban kétszer magasabb értékeket kapRingulvillorumma) ezért ez a térzs
egy j6 kiindulasi ,biolégiai nyersanyag” lehet araéfejlesztéshez. Az F-2220 enzim
készitmény rendkivil nagy lebonté aktivitdst mutatmikrokristalyos cellul6zon
(Avicel). A celluldzok a kilonbdg tisztitott ligninek altal kivaltott inhibicios tegei
jelentbsebb Bmérséklet- és ligninfliggést mutattak, ezérP.apulvillorum cellulaz
enzimeket SSF (parhuzamos cukrositas és fermephtddserletekben érdemes
alkalmazni, alacsonyabbémmérsékleten (35°C). APenicillium cellulazok ebkezelt
egynyari novények lignocellul6zain (pl.buzaszalnelgskedtek, mig arichoderma
reeseicellulazok ebkezelt faféléken (pl.ferifa). Tovabbi kisérletek torténtek tisztitott

enzim fehérjékkel.



6. Tézisek

1. Uj szirévizsgalati modszert fejlesztettiink ki, amely seégjéssel informaciot

nyerhetink a fermentaciés feluliszokban élékremicellulaz (eldsorban xilanaz)
enzimek aktivitasarol. A modszer a klasszikurézzsgalatokat otvozi a fiszeres
mérésekkel, dagy mint a nagy teljesitményfolyadékkromatografia és a
tomegspektrometria. (1.sz. kbzlemény)

. A szirgvizsgalati modszeriink csak akkor elég hatékony,nmegfeleb hidrolizis
szubsztratokat hasznaljuk. Xilan bontdé enzimek gaistahoz xilanban gazdag
szubsztratokat hasznaltunk, nevezetesen buza arzitémt (wheat arabinoxylan,
WAX), eukaliptusz xilan hidrolizadtumot (eucalyptusylan hydrolysate, EXH),
blzaszalma vizoldhatatlan részét (wheat straw waaiextractable solids, WS WUS) és
kukorica rost alkohol oldhatatlan részét (corn ffiakohol insoluble solids, CF AIS).
Az enzimaktivitds hatékonyabb volt oldhaté szul@#pk esetében (1.sz. és 2. sz.

kozlemények)

. A 78 razolombikos fermentacios fellluszaigwizsgalata soran, a legjobb lebonto
enzim aktivitassal kiulénbdzAspergillus Penicillium, Trichodermaés nem identifikalt
fajok birtak. Ez azt mutatja, hogy az enzim akéisé annak erededétis figg. Az
eredmények alapjan valasztékiiésre nyilik lehdiség a gomba eredekilan bontd

enzimek témakorében. (1.sz és 2.sz. kbzlemények)

. Az Uj sZirévizsgalati rendszert alkalmazvalachoderma Longibrachiaturosoport 15
térzsén megallapithato, hogy léteznek hasonléaragy jobb enzimtermék, mint a
csoportba tartozd, jol ismert reeseRUT C30 és QM 6a izolatumok. Ezekdderban
aT. reeseihez genetikailag kdzel allb. parareeselTUB F-2535 édT. gracile TUB F-

2543 fajok, amelyek akar az ipar szamara is hasknebetnek. (3.sz. kdzlemény).

. Az Ujszefi Penicillium cellulazok hasonléan hatékonyak vagy jobbak spersif
cellulaz aktivitasban, mint &. reeseiRUT C30 celluldz. APenicillium cellulaz
komplexben magasabb p-glikozidaz aktivitds, ami tovabbi éely. Tovabba a
Penicillium cellulazok aktivitasa megfelel 35°C-on, lagyszard néveényi lignin
jelenlétében, igy alkalmas lehet parhuzamos cuiasists fermentacios eljarasok soran
alacsonyabb dmérsékleten. A két igéretes toRpulvillorum TUB F-2220 ésP.cf.
simplicissimunmTUB F-2378 izolaltunk. (4.sz. kdzlemény).
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7. Alkalmazasi lehetiségek
Kisérleti eredmények szamos utat nyithak meg az gtlealmazéasokhoz:

- Uj tipusu xilan bontd enzimek kivalasztasara nyitikd a kidolgozott innovativ

komplex analitikai sirévizsgalati médszerek alkalmazasaval.

- Trichoderma reeserel genetikailag rokon u.n.émér-fajok (,sister-species”)
vizsgéalata Uj lehéségeket nyujt cellulaz és xilanaz termelésre még tesztelt

izolatumok felkutatasara.

- A gyorsan nog és hatékony cellulaz terndellrichodermatérzsek izolalasa
ipari szemszoghl sokkal gazdasagosabb cellulaz/hemicelluldz ererimmelést
tehetnek lehéwé, viszont ezeket az eredményeket még nem putoikkal

gondolva a témakor esetleges szabadalmaztathaadsagr

- Ujszefi Penicillium cellulazok alkalmazasa ésorban az alacsony
hémérsékleten megvalositott parhuzamos cukrositasi fésnentacios
folyamatokban lehet fontos, plifélék és mas egy-nyari névények vagy azok

melléktermeékeinek ilyen iranyld hasznositasa.
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