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I. BEVEZETES

A metantartalmi biogaz termeltetése az egyik legszerencsésebb taldlkozésa tudomanynak,
technoldgianak ¢és siirgés megoldaskeresésiinknek a fogyasztoi tarsadalmak keltette kdrnyezeti
krizissel kapcsolatban, mely utdbbi vitathatatlanul korunk egyik legégetébb problémaja. A
hulladékbol energiat és biztonsagos talajjavitd adalékot eldallité folyamat hatterében baktériumok
Osszetett kozosségeinek faradhatatlan munkaja all, igy nyilvanvald, hogy e mikrobidlis
folyamatok tanulmanyozasa a biogaztermeld rendszerek hatasfok-novelésének és javulod
kiszamithatosaganak igéretét hordozza. Bar a mikrobakozosségekrdl vald informacioszerzés
leghatékonyabbnak szamitd eszkozei kétségteleniil a nukleinsav-alapt vizsgalati modszerek, igy
miként a vildgban, Ggy az ELTE Mikrobioldgiai Tanszékén is ezek a moddszerek képezik a
tudomanyos kozosségelemzés hiizoagat, régota és folyamatosan jelen vannak a klasszikus
mikrobiologiai és a kdzdsség-kemotaxondmiai megkdzelitések is a tanszéki munkaban.

A DNS- vagy fehérjealapu vizsgdlomoddszereknél kisebb felbontoképességiik dacara a
kemotaxonémiai médszerek jelentségét a kdrnyezet-mikrobiologiaban egyrészt a polifazikus
szemlélet terjedése adja, masrészt az, hogy javukra irhatd kisebb koltségvonzatuk, esetenként
alacsonyabb 1d6- ¢s munkaigényiik, tovabba az is, hogy amplifikacios 1épés hijan eredményeik
torzitds nélkiili leképzddései a mintaban talalhatdo abundanciviszonyoknak. A zsirsav és
kinonvizsgalatok alkalmazhatosaganak alapja a kozosség-mikrobiologidban egyrészt viszonylag
egyszerl izolalhatosaguk, masrészt az a szerencsésnek mondhatd helyzet, hogy az eukariota
¢lovilag (leszamitva a gombakat) mindossze néhany kinont és kevésféle zsirsavat termel.

Mind a biogaztermeltetés tanulmanyozasdban, mind a biotechnoldgia szamos egyéb teriiletén
igen hasznos kisérleti eszkozok a laboratoriumi 1éptékii, azaz mintegy 0,1-10 dm’ térfogattal
lizemel6 bioreaktorok. Laboratoriumi léptékben azonban csupén igen kis gdzhozam vérhatéd egy
reaktorbdl, kis gazhozamok kielégitéen pontos mérése pedig sokkal nehezebb feladat, mint
amilyennek elsére gondolhatnank. Ezért a kdzosségvizsgalatokban tett erdfeszitéseink soraval
parhuzamosan haladt egy, a laboratoriumi Iéptékli iszaprothaszt6 modellrendszeriink
ellendrzésére alkalmas, Gjfajta, kishozamli gdzaramlast méré modszer kifejlesztése is.

A polifazikus szemlélet jegyében késziilt, tobb ujjlenyomatmodszert parhuzamosan alkalmazo,
kozosségfeltarasra vallalkozé tudoméanyos munkak tobbségében a tobbféle eredmény kiilon-kiilon
nyer valamiféle értelmezést a modszerek természetébdl fakadd informécioknak és
bizonytalansagoknak megfelelden. Az eredmények egymasra vonatkoztatasat pedig jobbara
diszkréten elkeriilik a szerzok. A mindenkori olvasonak (és gyanithatdan maguknak a szerzoknek
is) konnyen tdmadhat az az érzése, hogy a sok ismeretlen faktor — mint amilyen a nem ismert
(csak észlelt) fajok nagy szama egy ilyen mikrobakozosségben, az atfedé markertermelés okozta
informacidvesztés, vagy az alkalmazott modszerek tokéletlenségeibdl (példaul preferencidlis
DNS-amlifikaciobol) adodo varhatdé informacidtorzuldsok — miatt az egész eredményértékelés

tulajdonképpen csupan ligyesen atgondolt, és szakszerlien talalt nem-tudas, illetve valoszinii



forgatokonyveken valo kreativ Gtletelés, nem pedig tényleges kozosségfeltaras vagy nyomon
kovetés. Ez a bizonytalansag természetesen a rendelkezésiinkre allo6 modszerek és a vizsgalt targy
természetébdl fakado, sziikségszerlien adodod helyzet, ugyanakkor kiilonds, hogy e helyzet
meghaladasara mintha kevés erdfeszités iranyulna a szakteriilet miivel6i részérdl. Pedig érezhetd,
hogy az ismereteink és moddszereink alapjan kirajzolddo értelmezési horizonton til rengeteg
informacio lapul még kitermeletleniil az adatsorok mélyén. Miként lehetne — legaldbb részben —
hozzaférni ezekhez? Miként volna meghaladhaté az a polifazikus moédszertani status quo,
amelyben a mikrobialis 6koldgia bizonyos értelemben vesztegel, s hogyan volna lehetséges a
rendelkezésre allo ujjlenyomatmodszerek eredményeit egy kozos, egyenként mindegyiken

tovabbmutato szintézisbe rendezni?

II. CELKITUZES
Munkank egyik célja egy konnyen hasznalhato, laboratériumi 1€ptékil, biogaztermeld

modellrendszer létrehozasa, valamint e rendszer miikodési folyamatanak nyomon kovetését
lehetéve tevd egyszerill, konnyen kivitelezhetd és haszndlhatd, tobbcesatornas gazhozammérd
modszer illetve eszkoz kifejlesztése volt.

Tovébbi célunk volt biogaztermeld kozosségek vizsgalata respiratorikus — kinon-,
membranzsirsav-, és DNS-alapu ujjlenyomatmddszerekkel: (a) egy mezofil és egy termofil,
féliizemi szennyviziszap-rothasztobol szdrmazd mikrobakdzosség Osszehasonlitasa, (b) kdnnyen
bonthatd szubsztratok adagolasanak hatasvizsgalata mezofil kozosségeken, laboratoriumi
modellrendszer alkalmazasaval, valamint (c) egy féliizemi biogazreaktorokon -elvégzett,
mezofilrél termofil hémérsékletre valo felfiitési folyamat hatdsdnak monitorozasa.

Utobbi munkainkhoz kapcsolodoan célunk volt végiil egy adatkezelési modszer kidolgozésa is,
melynek alkalmazésaval kimutathatjuk a kiilonbdzé ujjlenyomat-moédszerekkel 1étrehozott
kozosségi markermintazatok elemeinek kozos termeld szervezetektdl vald szarmazasat az eredeti

adatsorokban rejtve marado id6beli egyiittmozgasok kimutatasa révén.

III. ANYAG ES MODSZER

IIL A. Uj médszer kidolgozasa kis produkciéji gazforrasok hozamanak volumetrias

mérésére

Az eszk6z harom jol elhatarolddo részbdl all: 1: A csovek, melyekben a buborékok haladnak,
¢s az ezeket koriilvevd vizudlis markerek. 2: Egy szamitogéphez csatlakoztathaté egyszerii
kamera, és a szamitogép. 3: A szamitogépen futd mintazatfelismerd szoftver.
Az eszkdz parhuzamosan elhelyezett L-alaku iivegesovekbdl, egy ezek rogzitésére, valamint ezek
vizudlis hatteréiil szolgald fehér talcabodl, s az ezen elhelyezett szines jelekbdl all, melyek a
latvany értelmezését segitik a szoftver szamara (1. abra). A gaz nyomdsa a termelddés iitemében
lassan nyomja lefelé a folyadékot az L-cs6 vékony agaban, s enyhe megdontés esetén csak

csekély ellennyomdst kell lekiizdenie. A konyokrészt elérve a giz belép a vastagabb,
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vizszinteshez kozeli helyzetli 4gba, majd a felhajtoerd valamint a feliileti fesziiltség ereddje szerint
jol reprodukalodd mddon szakad le a fliggélyes ag gazterérdl, és onallé buborékként elindul a
vastag csdagban. Amennyiben a folyadékot szines sokkal megfestjiik, foliilnézetben a buborékok
(az alattuk ataraml vékony folyadékréteg ellenére) a hattér szinét engedik érvényesiilni. Igy egy
egyszeri képelemzd szoftver szdmara is konnyen értelmezhetd képet kinal a cs6: a folyadék
szinét mutatd sdvban a hattér szinét mutatd szakaszok (buborékok) jelennek meg, és mozognak
allando sebességgel egy iranyba. A kiilonbozd reaktorokbodl taplalt csovek parhuzamos
elrendezésével tobb, de kiilon figyelemmel kisérhetd savot helyezhetiink a latotérbe, igy
minimalis eszkOzbdvitéssel tobbcesatornassa bdvithetjikk eszkoziinket. A jo képalkotashoz
mindossze allando, fehér, szort fényre van még sziikség, amely csillogds nélkiil megvilagitja a

csoveket (Tauber és mtsai. 2011).

(a)

(b)

1. abra. A gazhozammérd rendszer sematikus véazlata. (a) Oldalnézet: p L-alakl iivegcsovek festett
folyadékkal toltve, benniik buborékok (fehér ellipszisek), g fehér talca a csovek rogzitéséhez és vizualis
hatteréiil, ¢ kamera, 1 fényforras, s szamitogép, r kevertetett reaktor (gazforras), t termosztatszekrény, o a
megdontés szoge (3-10°). (b) Feliilnézet: d vizualis startvonal a szoftver szdmara a csdvek automatikus
kereséséhez, e milliméter-skala a manualis buborékméret-korrekcidhoz, f méretreferencia-marker
automatikus buborékméret-meghatarozashoz.

Hogy szamitogéppel végezhessiik a buborék-képek automatikus analizisét, harom feladatot
kellett megoldani: pixel-osztidlyozés, buborékazonositas és buborékméret-meghatarozas. Az
osztalyozas egy egyszerli szinalapi dontés, vajon a vizsgalt pixel buborék, csd, szines marker
vagy a hatér része-e. A dontés a harom szinkomponens (vords, zold, kék) mérésén alapszik
egyszerl szin-szabalyok ¢€s egy egyszeri dontési fa segitségével. Minden csOben kiilon torténik a
buborékok keresése. A pontos buborékméret-meghatarozas céljabol keriil a pontosan ismert
hosszusagu szines méretreferencia-marker a latdtérbe (1.b. abra f). A szoftver minden észlelt
buborék méretét Gsszeveti e marker észlelt méretével, amibdl meghatarozhat6 a buborék mm-ben
kifejezett hossza, igy a csdvek €s a kamera tavolsaga tetszdlegesen allithatova valik. A buborék
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térfogata ardnyos a buborék csdbeli hosszaval. Manudlis cs6kalibralds soran megallapithatjuk a
buborékhossz-értékeket a buboréktérfogat ellenében abrazold kalibracids egyenes paramétereit,
melyeket megadva a szoftvernek, az a buborékhossz alapjan kalkulalni tudja a buboréktérfogatot.
A szoftver azonban a meniszkuszok bonyolult fénytorési effektusai miatt fellépd fényerd- és
szinbeli eltérések kovetkeztében a meniszkuszok képi kornyezetét nem a buborék részeként fogja
azonositani, igy a buborékok egy kozel négyszogletes résként jelennek meg a program szamara a
csOszinli savban. Ezért a buborékok detektalt hosszértékéhez rendre hozza kell adnunk egy
korrekcids faktort (cl), amelyet pillanatfelvételek elemzésével allapithatunk meg. Kalibrald
mérések segitségével még egy korrekcids faktor (c2) megallapithatd, melyet a tovabbi buborékok
térfogatahoz hozzdadva a szoftver kikiiszobolheti a kalibralo mérésben tapasztalt szisztematikus

mérési hibat. A buborékszdmoldson és -mérésen alapuld gazhozammérés elvét a 2. abra mutatja.
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2. abra. A buborékészleléstl a hozamadatsor generalasaig tartd folyamat logikéja. d; az i-dik buborék
hossza, d,, a méretreferencia-marker hossza, [d] = mm; p; és p;' az i-dik buborék detektalt illetve korrigalt
hossza, p,, a méretreferencia-marker detektalt hossza, [p] = pixelszam. V; az i-dik buborék térfogata, [V;] =
ml. At; az i-1-dik buborék és i-dik buborék észlelési idopontjainak kiilonbsége. A szaggatott vonalkeretek a
prog-ram szamara a felhasznalo altal megadott paramétereket emelik ki. Az eredményfile egyszer(
szovegfile.

I11. B. Biogaztermelo szennyviziszap-rothasztok mikrobiologiai vizsgalata

A vizsgalt reaktorok és mintak

Mezofil-termofil 6sszehasonlitasban egy-egy (0sszesen kettd), féliizemi reaktorokbol szarmazo
mintat dolgoztunk fel. Kénnyen bonthat6 szubsztratok adagolas-vizsgalatanal egy kontroll és két
parhuzamosan kezelt laboratoriumi modellreaktorbdl nyolc id6pontban vett, 6sszesen 25 mintat
dolgoztunk fel. A felflitéses vizsgalatban egy fokozatosan és egy hirtelen felfiitott féliizemi
reaktorbol vettiink 8-8 mintat kiilonb6z6 idépontokban. A minték egy részletét DNS-munkakra,

egy masik részletét szerves oldoszerelegyben kemotaxonomiai elemzges céljara tettiik el.



Az alkalmazott vizsgalati modszerek

Mindharom munkénkban elvégeztiik a k6zosségi zsirsavprofil vizsgalatat, tovabba a mezofil-
termofil Osszehasonlitasban illetve a felflitéses kisérletben a kozosségi kinonprofilt is
megvizsgaltuk. DNS-alapti vizsgalatok terén mindhdrom munkénkban alkalmaztunk T-RFLP
vizsgalatot (16S rRNS-gén), &m mig az elsé €s harmadik munkdnkban ez a kdzosség egészére
kiterjedt és klonkonyvtar-elemzés egészitette ki, addig masodik munkankban, a konnyen bonthatd
szubsztratok adagoldsanak vizsgalatdban csupan az Archaea kozosségalkotokat vizsgaltuk e
modszerrel (ekkor a metil-koenzim-M-reduktaz enzim a alegységét kddold mcrA gént vizsgalva).
A Bacteria kozosségalkotokat ebben az esetben denaturdld gradiens gélelektroforézis (DGGE)
modszerrel vizsgaltuk 16S rRNS génjeik alapjan..

A lipidfrakci6 preparalasa soran Findlay' modszerét vettik alapul, amelyet tobb ponton
modositottunk. A mintak kezelésiik és tisztitasuk soran csak zsirtalanitott, tiszta eszkozokkel
keriiltek érintkezésbe.

A mintakat diklérmetan : metanol 2 : 1 aranyu elegyébe helyeztiik. Foszfatpuffert mértiink az
elegyhez, és 6 oran at, 4 °C-on kevertettiik. 24 6ra elteltével tovabbi 10 ml diklor-metant és 10 ml
desztillalt vizet adunk a keverékhez, s a jobb sejtfeltaras érdekében 10 percre ultrahangos razatoba
helyeztiik az tivegedényeket. Ezt kovetden 12 oran at allni hagytuk az elegyeket. Az livegben
ilyenkor jol lathatéan elkiiloniil egy also, diklor-metanos, és egy felsd, vizes fazis.
Centrifugélassal elvalasztottuk az iszap szilard alkotoit a folyadékfazistol. A kloroformos fazist
Whatmann-papiron atsziirve kiilonitettiik el a benne maradt szilard részecskéktdl és a vizes fazis
maradékaitol. A tisztitott szerves fazis vakuumos beparlasat (Bilichi Rotavapor R-200) kdvetden a
lipidoldékony anyagokat kloroformban vettiik fel. A lipidek tisztitasa illetve elvalasztasa
szilikagél alapu oktadecil oszlopon (Baker Bond Phase C18, 40 pm Prep LC Packing) kezdddott.
Kloroform atfolyatdsaval a kinonok szamos egyéb anyag kiséretében lemosddnak az oszloprol,
mig a glikolipidek és foszfolipidek adszorbealodnak az allofazishoz. Ezeket 10-10 ml acetonnal,
illetve metanollal elualtuk. A kinonok (kloroformos) és a foszfolipidek (metanolos) frakciojat
tovabbi feldolgozasig -20 °C-on eltaroltuk. Az ubi- és menakinonok egyéb anyagoktol illetve
egymastol valo elvalasztasat Kieselgel 60 F,s4 tipusu szilikagél vékonyréteg, majd késdbbi
munkainkban SepPak® (Waters) szilika oszlopokon végeztiik hexan:dietiléter elegyek
haszndlataval. Az elualt frakciokat beparoltuk, majd acetonitril-izopropanol elegyben visszaoldva
vetettiik ala HPLC-analizisnek. Azonositasuk autentikus baktériumtdrzsekbdl izolalt kinonokhoz
viszonyitva tortént.

A foszfolipideket tartalmazd metanolos frakcioval Welch® modszere alapjan dolgoztunk
tovabb. Az oldat vakuum-beparlasat kovetden a lipideket metanol-toluol 1:1 aranyu elegyében
oldottuk vissza, metanolos KOH (0,2 N) oldatot adtunk hozzajuk, s 15 percig 37°C-on inkubaltuk.

' Findlay R. H. (1996) The use of phospholipid fatty acids to determine microbial community structure. Molecular
Microbial Ecology Manual 4(4): 1-17
2 Welch D. F. (1991) Applications of cellular fatty acid analysis. Clin. Microbiol. Rev. 4(4): 422-438
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Gazhozam [ml/perc]

Ekkor torténik a transzészterifikacio: a foszfolipidek zsirsavai metilészterekké alakulnak. Lehiilés
utan 0,2 N ecetsavoldatot adtunk az elegyhez, roviden (5 mp) vortexeltilk a csdveket, majd
kloroformot és desztillalt vizet adtunk az elegyekhez. 30 masodperces erdteljes vortexeléssel a
kloroformos fazisba razattuk at a metilésztereket. A beparolt, majd hexanban felvett
metilésztereket gazkromatografiaval (HP 5890 gazkromatograf, HP1 kapillaris-oszlop, hélium
vivogdz) valasztottuk szét. A zsirsavszarmazékokat retencios idejliik alapjan standard metil-
észterekhez viszonyitva hataroztuk meg.

A modszerekkel nyert sokvaltozos adatsorokat részben sajat fejlesztésii szoftvereinkkel
rendeztiik illetve értékeltiik.

IV. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

IV. A. Uj metédus kidolgozasa kis produkcioju gazforrasok hozamanak volumetrias

mérésére

Elmondhat6, hogy (a) sikerrel megalkottunk egy mérési elvet ¢s eszkozt, mellyel
parhuzamosan tobb kis hozamt gézforras kibocsatdsa mérhetd anélkiil, hogy a géazforrasok
szamanak ndvelésével szorzatosan novekedne az eszkozigény. Sikerrel kalibraltuk (b) standard
géazforras ellenében, és kielégitd mérési pontossagot értiink el. A moddszer kivaldan mitkodott
bioreaktorok miikodésének nyomon kovetésében (c), amennyiben jol hasznalhato
gazhozamprofilok generaldsan til a hozamok nem vért, rovid periddusidejli ingadozasat is feltarta
(3. abra), és jol analizalhatd adatsorokat generalt annak elemzéséhez. Igazoltuk, hogy a tapasztalt
ingadozas oka a gaztermeld kozosség mitkddésében inherens mddon rejlik, nem pedig kisérleti

vagy mérési mitermékrol van szo.
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3. abra. Al periddus hozama maximalis (mindenkori At-nyi) felbontdssal, melyen minden buborék
adatpontja szerepel (a). A jelolt idészakokban a hozamingadozas frekvencidja maximalis volt (b). Al
periddus hozamingadozasanak Morell-féle hullimhossz-spektruma. (c), A reaktor hozamainak
frekvenciaprofiljai (d)



IV. B. A kozosségvizsgalatok eredményei és értékelésiik

A mezofil-termofil osszehasonlitisban a mezofil Archaca kozO0sség dominans tagja a
Methanosaeta fajt képviselte, emellett Methanoculleus és Methanosarcina fajokat azonositottunk,
valamint még tenyésztésbe nem vont Archaea-csoportok képviseldit. Ezzel szemben a termofil
Archaea-kozosséget egy Methanosarcina faj igen erdsen domindlta. Két klon Methanosaeta
conciliinek illetve Methanoculleus bourgensisnek bizonyult 16S-rDNS szekvencigja alapjan. A
Bacteria kozosségek esetében is szembetlind a mezofil k6zosség nagyobb diverzitdsa. A dominans
csoportok nagy része mindkét mintaban eddig le nem irt, de kornyezeti klonként mar kimutatott
taxonok kozeli rokondnak bizonyult. Mindkét kozosségbdl kimutattuk a Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides taxoncsoport tagjainak jelenlétét. Néhany esetben sikeriilt nemzetség-szintii
meghatarozast végezniink klonok szekvenciaanalizisével, ahol a klénok a mintabeli csticsokkal
atfedd csticsokat adtak T-RFLP-alapon. Ezek a klonok a Nostocoida, Acidovorax és Smithella
nemzetségek tagjainak mutatkoztak a mezofil, és Coprothermobacter- illetve Docdonella-
tagoknak a termofil kozOsségben. Zsirsavak alapjan nem taldlunk komoly diverzitasbeli
kiilonbséget a kétféle reaktor kozott. Szembetlind ugyanakkor, hogy a mintakbol szarmazd
zsirsavmennyiség mezofil k6zosségbdl tobb mint haromszor akkora volt, mint a termofilokbol
kinyerhetd. Jol 1athat6 a ciklopropil tartalmt (cy) és a tobbszordsen telitetlen (PUFA) zsirsavak
kisebb aranyu jelenléte a termofil reaktorban. A szulfatredukald baktériumok zsirsavmarkerei
(Cisq1 ¢és Cy7.) aldrendelt szerepet mutatnak a zsirsavprofilok alapjan, mig MKS5(H2)
kinonmarkertikerésen dominalta a kinonprofilokat. Ez azt mutatja, hogy bar a 1€gz6 szervezetek
kozott nagy ardnyban taldlunk szulfatredukalokat, a Bacteria-populacioban mégis alarendelt a
szerepiik, a csoport nagy része tehat respiratorikus kinonokat nem termeld, fermentald szervezet.

A konnyen bonthaté szubsztratok adagolasa jol lathato, karakterisztikus valtozasokhoz
vezetett a gazhozamban. A fehérje adagoldsa azonnali, markans gézhozamndvekedést
eredményezett. A keményitd adagolasa kezdetben hatarozott hozamcsokkenéssel jart a
kontrollreaktorokhoz képest. Ezt kovetden azonban erés hozamnodvekedés indult meg jelentds
idébeli eltolodassal a két kezelt reaktor esetében. A C jelli kezelt reaktor joval késobb reagalt a
keményitdadagolasra, mint a B jelii. Etolaj-adagolas esetén a kezelt reaktorok alacsonyabb, de
allandobb gazprodukcidt mutattak, mint a kontroll. A mintdk egymastol inkabb a zsirsavtipusok
mennyiségi aranyaiban kiilonboztek, mintsem a zsirsavak eléforduldsdban. A leggyakoribb
zsirsavak az ¢lovilagban altalanosan elterjedt (igy kevés taxondmiai informaciot hordozo) Ciey,
Ci6:1, Cig0, Cig zsirsavak valamint az eldgazd lanca anteizo Cjsy és izo Cis, zsirsavak voltak
minden mintdban. A mintdk zsirsav-alapt klaszteranalizise azt mutatta, hogy kontroll-mintak
hasonlitottak egymashoz legjobban, az olajkezelt mintdk ezekhez kozel keriiltek, illetve tovabbi
kontroll mintédkkal keveredtek, mig a keményitd- és fehérjekezelt mintak kiilon csoportosultak. A
DGGE-mintazat alapjan készitett klaszteranalizis a zsirsavakéhoz hasonld6 modon egy csoportba

rendezte a kontrollmintdkat. A B reaktor esetében jol elkiiloniilnek a keményit6bontés



megindulasa el6tti €s az azt kdvetden vett mintdk. A fa topologidjaért felelds savok nagy része
kevert szekvenciakbol allonak bizonyult, a kivagott savok 22%-anak (14 sav) esetében azonban
sikerrel jart a szekvenciavizsgalat. Ez minden mintdban Bacteroidetes-dominanciat mutat, de a
Clostridiales és Thermotogales csoportok tagjai is kimutathatok voltak. A T-RFLP-profilok
tantisdga szerint az Archaea csoport kisebb diverzitassal képviselteti magat a kozosségben. Csak a
Methanoculleus csoportot sikeriilt nemzetség-szinten azonositani. A kozdsség alkalmasint eleve
fel van késziilve fehérjebontasra, hiszen a kommunalis szennyviziszap nagy része bakterialis
biomassza, igy sok fehérjét tartalmaz. A keményitd késedelmes hozamndveld hatdsa latvanyosan
szemlélteti a baktériumok alkalmazkodasat a megvaltozott életkoriilményekhez, valamint hogy ez
az alkalmazkodas 1d6t igényel. A lasst, de kiegyensulyozott gaztermelés az étolaj adagoldsa soran
azt mutatja, hogy a kozosségben folyamatosan jelen van a trigliceridek bontasanak képessége, am
ez viszonylag lassu folyamat. Osszességében szennyviziszaprothaszté modellrendszeriink mezofil
kozosségét széles szubsztrathasznositdsi spektrummal rendelkezd, robosztus, Bakteroidetes
dominancidji kozosségként irhatjuk le, mely kényelmes alanya lehet szdmos szubsztratadagolasi
kisérletnek, amelyek kivalo és gyors nyomon kovetését teszi lehetéveé a gazhozammérés.

A felfiitéses kisérletben a DNS-markerek mindkét reaktorban diverzitasingadozast mutattak a
hémeérsékletvaltast kovetd illetve a hdomérsékletemelés alatti idészakban, majd a termofil kozosség

stabilizalodasaval a markerdiverzitds lecsokkent (0sszhangban a mezofil-termofil Gsszevetés
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4. abra. A harom markertipus
(TR-F, foszfolipid-zsirsav ~¢és
respiratorikus  kinon) alapjan
végzett  fOkomponens-analizis
konszenzus-eredménye a
felflitéses kisérletben. A kék kor
a mezofil kiindulasi allapotot, a
piros a kisérlet végi termofil
allapotot jeldli. A barna nyilak a
4-es reaktor (hirtelen felfiités), a
z06ldek a 6-os reaktor (fokozatos
felfiités) kozosségének
szukcesszios utjat kovetik.

eredményeivel). Ugyanez a tendencia mutatkozik meg enyhén a kinondiverzitdsban. A
zsirsavakbol  szamolt  diverzitasértékek nem  mutatnak tendencidzus  valtozast a
homérskletemeléssel. A klonok a Chloroflexi, Betaproteobacteria, Clostridia, Synergistetes,

Thermotogae ¢és Bacteriodetes phylumokba sorolhatok, egyet fajszinten is sikeriilt azonositani
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(Defluviitoga tunisiensis). A klonszekvencidkhoz a tdbladzatban bemutatott leirt fajokon kiviil
szamos igen hasonl6 szekvencia adododott az adatbazis alapjan: eddig nem tenyésztett kornyezeti
klonok szekvencidi. Tobbségiik anaerob iszapokbdl, biofilmekbdl vagy biogdz-reaktorokbol
kertilt el6. Fékomponens-analizist végeztiink a harom f6 markertipus adatai alapan kiilon-kiilon,
¢és az egyesitett adatsorok alapjan is. Mindharom markertipus alapjan kivaldan kirajzolédnak a
jellegzetes szukcesszids utvonalak, és ez mondhatd el a konszenzus-abrarol is (4. abra). A

szukcesszi6 hirtelen felfiités esetén ,,kaotikusabb” utvonalon halad, 4am igy is célba ér.

IV. C. A markerek korrelacios megfeleltetési stratégiajanak kidolgozasa

Amikor valaki k6z0sségi ujjlenyomat-mintazatokat vet dssze, tulajdonképpen nem tesz mast,
mint a vizsgalt markereknek egy idd-, tér- vagy allapotsor mentén valod viselkedését veszi
szemiigyre, ¢s ebbdl igyekszik informaciét nyerni a kozOsség torténetérol.  Erds
markeregylittmozgas esetén ilyenkor is kozos termeldre kezd gyanakodni az elemzd. Ha egy
marker egy masik tipust markerrel mennyiségileg kovetkezetesen korreldl id6-vagy térsorokban,
az kozos termeld szervezet 16tét valdsziniisiti. Arra azonban, hogy ne bakteridlis markercsoporton
beliil, hanem kiilonb6z6 markercsoportok kozott végezziink céliranyos statisztikai felderitést
termeldszintli  Osszetartozdsok kimutatasara (vagyis hogy iddébeli egylittmozgasokbol
kikovetkeztessiik, hogy pl. mely kinon és T-RF szdrmazik a mintdban ugyanattol a baktériumtol),
tudomasunk szerint még nem volt példa a kdzdsségmikrobiologidban. Az elsére talan nem is
komplikaltnak tiiné feladat megfeleld kivitelezéséhez azonban kiilonb6zé problémakkal kell
szembenézniink. Rogton szembesiilniink kell a taxondémiai relevanciajukat tekintve atfedd
markerek problémajaval. Két baktérium, amelyek T-RF-eik alapjan elkiilonithetok, konnyen
lehet, hogy ugyanazt a zsirsavat termelik nagy mennyiségben ami ahhoz vezet, hogy a
zsirsavmarker kiilon-kiilon egyik termeldjének T-RF-markerével sem korreldl kiilondsebben jol,
hanem azok mindenkori (mintdkon beliili) 6sszegével fog korrelalni. Az 5. dbran mutatott esetben
nem fogunk szemmel lathat6 markeregylittmozgast észrevenni egyszeri diagramokon (kiilondsen
ha sok egyéb marker adatai uraljak az Osszképet), holott az informacid mégis ott rejlik az
adatokban! Kér volna lemondani rola, ha kinyerhet6. A valosagban persze nem tudjuk, mely
valtozokat kell 6sszeadnunk az egyik markercsoportban, hogy aztan ez az 6sszeg korreldljon a
masik csoport valamely valtozdjdval. Maradt tehat a modern szamitastechnika szamitési
kapacitasat kihasznal6d ,nyers erd” moddszere: kombinatorikusan adjuk Ossze a valtozdink
mennyiségeit mintanként, majd az igy nyert szdrmaztatott 6sszegvaltozok kozott keressiik azokat,

amelyek kiugrdan jo korrelaciot mutatnak mas valtozokkal.



markermennyiség

5. abra. Egy egyszeri, elképzelt
mikrobakdzosség markereinek
valtozasa 1d6 vagy térsoron. A
kozosséget alkotd  harom  faj
elkiiloniil T-RF markerei alapjan (T-
RF1, T-RF2, T-RF3), mikozben
mindhdrman ugyanazt a zsirsavat

(Zsirsavl) termelik. A  termelt
zsirsav  (hibatlan  kimutatasokat
feltételezve) egyik T-RF-fel sem

__—

korrelal jol kiilon-kiilon, ugyanakkor
lathatban nagyon jol korrelal a
Zsirsavl £ T-RF1-3  harom T-RF mindenkori mennyiség-

id6- vagy térsor

T-RF1 T-RF2 T-RF3

Osszegével (szaggatott vonal).

Egy erre alkalmas szoftver megirdsa Onmagéban nem nehéz, ugyanakkor kiilonféle
optimalizacidkat kellett bevezetniink, hogy alkalmas modszerhez jussunk:

- Markercsoportok kozti 6sszevetésben csak abszolut mennyiségi adatok hasznalhatok.

- Tobb tagh 6sszegek esetén a képzddo dsszegvaltozokat sziirni kell.

- Az eltér6 nagysagrendben termelt markerek esetén kombinatorikus uton kell egy
aranyositd szorzotényezot is talalnunk az Osszegvaltozok két tagjdhoz, amellyel a
valtozopar idobeli korrelacioja maximalis lesz a vizsgalt kiils6 valtozoval.

Szimulalt adatsorok vizsgalati tapasztalatai alapjan kidolgozott szoftveriink a felflitéses kisérlet
adatsorain kiprobalva jol értelmezhetd talalatokat adott. Igy a dominans Cg, zsirsav jo korrelaciot
mutat az (Alu236-37+0.3644* Alu243) 6sszegvaltozoval (r=0.9464), amelyben a két T-RF-marker
épp a mintainkban is dominans Levilinea saccharolitica illetve a Longilinea arvorisae rokonfajok
azonositott markerei. A Defluviitoga tunisiensis esetében varhatdo kinonmarker megjelenése,
mivel kénlégzd szervezetrdl van szo, s T-RF-markere egy madsik szervezetével 0sszegezve jol

korrelal az MK6(H4) kinon mennyiségének iddbeli alakulasaval.
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