Metanfald baktériumok

ASZKETA MIKROORGANIZMUSOK A KORNYEZETVEDELEM SZOLGALATABAN

Egy késhegynyi atlagos talajszemcsében tobb ezer kiilonféle baktériumfaj tobb szazezer sot, tobb
millié egyede nyiizsog. E paranyi él6lények élhetnek oxigén jelenlétében vagy éppen annak hianyaban,
nitrogént kotnek meg, ammoniat vagy vasat oxidalnak, lehetnek névényi vagy allati kérokozok. Es
vannak olyanok, amelyek metant esznek.

A szamtalan, jobbara még ismeretlen mikroorganizmus egy elképesztden Osszetett életk6zosség része. A
bakterialis életkdzosségek felelosek azért, hogy a Fold olyan, amilyennek ma lathatjuk, és azért is, hogy
bizonyos hatarok kozott ilyen marad. Foldiink jelenlegi képe és egyensulya rengeteg, egymassal szorosan
Osszefliggd korforgas eredménye, mely korforgasok fenntartdsaban a baktériumoknak meghatarozoé szerepe
van.

Egy aszkéta a baktériumok kozott

Akarhonnan vesziink talajszemcsét, szinte bizonyosan talalunk benne metanfalé (metanotrof) baktériumokat
is. Az erddk, a mezok, a kertek, a sivatagok és a tundrak f6ldjében egyarant megtalalhatok. Ezek az
¢lélények teljes energia- és szénsziikségletiiket metanbol fedezik (szemben példaul a legtobbet vizsgalt
baktériummal, az Escherichia colival, amely csak bonyolult szerves molekuldkat képes novekedéséhez
hasznositani). A metanon kiviil novekedésiikhoz mindossze vizre, levegore €s asvanyi sokra van sziikségiik.
Ez, a mikrobak kozott is ritka igénytelenség teszi Oket képessé arra, hogy szinte mindeniitt megtelepedjenek.
Gyakorlatilag minden olyan kornyezetben megélnek, ahol metan és oxigén talalhato, az 6ceanok és tavak
vizeiben éppugy, mint a folydk iszapjaban, a mocsarakban, a hoforrasokban, s6t a kérédzo allatok
bélrendszerében, a termeszvarakban és szamos mas helyen.

A metanfal6 baktériumok legfontosabb szerepe a F6ld metankorforgalmanak és ezen keresztiil a 1égkdri
metan egyensulyanak fenntartasa. Ez a vegyiilet a természetben kiilonféle szerves hulladékok rothadasa
soran, a metantermeld (metanogén) baktériumok tevékenysége nyoman keletkezik. A metantermel6
baktériumok oxigéntdl elzart (anaerob) kdrnyezetben dolgozzak fel a szerves anyagokat, végtermékként

metant bocsatanak ki. Az 6 élettevékenységiik terméke a fosszilis energiahordozoként hasznositott foldgaz
is.
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A metanoxidéacié biokémiai Gtja a metanfalokban.
(sMMO - szolubilis metan-monooxigenaz;
pMMO - partikularis metan-monooxigenaz;
MDH — metanol-dehidrogenaz;
FADH - formaldehid dehidrogenéaz;
FDH — hangyasav dehidrogenaz)

A metanfal6 baktériumok a becslések szerint a kdrnyezetiikben termelddott metan 75 szazalékat, egyiitt
mintegy 520 milli6é tonnanyit oxidalnak, miel6tt az a levegdbe keriilne. Ez a bioszféra éves biomassza-
termelésének 2 szdzaléka. Energiatartalmat tekintve igen nagy tételrél van sz6: 5,5 x 1015 Jaz a
metanmennyiség, amely ???megfoghatd” egységekben (biomassza-égetés, foldgazmezdk, mezdgazdasagi és
lakossagi hulladékok lebomlasa soran) kertil a 1égkorbe, ez a F6ldon évente felhasznalt benzin 30
szazalékanak megfeleld energiat hordoz.



A légkorbe keriild metan a szén-dioxidhoz hasonldan iiveghazhatast gaz, visszaveri a Foldrdl kibocsatott
hésugarzast. Légkori koncentracidja alig egyharmada a szén-dioxidénak, de annal huszonhatszor
hatékonyabban veri vissza az infravords sugarakat. Ennek kovetkeztében a szén-dioxiddal azonos
nagysagrendben jarul hozza a Fold felmelegedéséhez.

Az emberi tevékenység kovetkeztében a 1égkori metan koncentracioja az elmult 300 évben tobb mint
kétszeresére (0,75 ppm-r6l — pars per million, milliomodrész — 1,7 ppm-re) nétt, €s napjainkban is riaszto
mértékben, évi 0,8-1,0 szazalékkal gyarapodik. A novekedés tobbek kozott a rizstermesztésnek, a kdolaj- és
foldgazmezok kitermelésekor feleslegesnek mindsiil foldgaz 1égkdrbe eresztésének, az intenziv
allattartasnak (kér6dzok), az erd6-, a bozot- és a tarlo égetésének a kovetkezménye.

Az ismert (azaz tiszta teny€szetben izolalt, és jellemzett) metanfald baktériumok anyagcsere-utvonalaik,
sejten beliili membranrendszereik, DNS-bazisosszetételiik és membranjaik zsirsavosszetétele alapjan két f6
csoportba sorolhatok. Az 1. tipusba tartozo metanfalok kozé tartoznak a Methylomonas, Methylosphaera,
Methylobacter, Methylomicrobium, Methylococcus és Methylocaldum nemzetség tagjai. A II. tipusba a
Methylosinus és Methylocystis nemzetségeket soroljak.

A metanfalé enzim

A metanfalok a metant metanol, formaldehid és hangyasav koztestermékeken keresztiil szén-dioxidda és
vizz¢ oxidaljak. A metan oxidacidja soran felszabadul6 energiat hasznositjak ¢letmiikddéseikhez. Az
oxidacios reakciosort csak félig végrehajtva, azt a formaldehid szintjén megallitva a metant beépitik a sejt
szerves anyagaiba (igy szénforrasként is képesek azt hasznositani — lasd: az dbra). A metan oxidaciojat
végz0d, abbol metil-alkoholt (metanolt) termelé metan-monooxigenaz (MMO) enzim a metanfalok
kiilonlegessége. Ez az enzim olyasmit tud, amit a vegyészek is szeretnének megtanulni: a metant metanolla
oxidalja egy 1épésben, méghozza 1égkori nyomason, 20 és 70 Celsius-fok kozotti homérsékleten. A ma
ismert vegyipari eljarasok ugyanezt a feladatot csak tobb 1épésben tudjak elvégezni, €s ezt is a légkori
nyomas 25-100-szorosan, tobb szaz Celsius-fokos hdmérsékleten.

A csodara képes katalizatorfehérjének két, egymastol sok mindenben eltérd formaja talalhatdo meg a
metanfalokban. A sejt belsejében az ugynevezett oldhat6 vagy szolubilis (s MMOQO) van jelen, az tigynevezett
partikularis (pMMO) pedig a membranhoz kotédik. A metanfalok tobbségében csak a pMMO fordul eld,
szerkezetll enzim koziil melyik termelddik. Ahol viszonylag nagy a réz koncentracioja, ott a membranhoz
kotott pMMO képzodik, s ha a réztartalom csokken, az oldott sMMO termelddik.

Mindkét metan-monooxigenaz tobb polipeptidlancbol 6sszetekeredd, bonyolult szerkezetii fehérjemolekula,
amelyben a reakciot a fehérjéhez kotddo fémkomplexek katalizaljak. A pMMO-ban ez a fémkomplex réz-,
mig az sSMMO-ban vasatomokat tartalmaz. Az sMMOQO a metan—metanol atalakitas mellett meghdkkentden
sokféle reakciot katalizal. Az egyenes szénlancu, gytris és aromas szénhidrogének, alkoholok, aldehidek,
telitetlen szénhidrogén-szarmazékok mellett klorozott szénhidrogének oxidaciojara is képesek az sSMMO-t
termeld metanfalok.

A természetes vizekbe keriilo, és ott felhalmozodo klorozott szénhidrogének egyre nagyobb kdzegészségiigyi
problémat okoznak vilagszerte. Ilyen vegyiiletek egész sora keriilt és keriil a kdrnyezetbe az emberi
tevékenység folytan, de a kibocsatott mennyiség €s a nagy stabilitas miatt a triklor-etilén (TCE) a
legveszélyesebb. A klorozott szénhidrogéneket éppen stabilitasukért alkalmazzak az iparban oldo- és
tisztitdszerekként. A klorozott szénhidrogénekrél idokozben az is kideriilt, hogy mérgez6 és rakkeltd
anyagok forrasai.

Habar intenziv kutatomunka folyik TCE-bonté mikroorganizmusok izolalasara, a mai napig az sSMMO-t
tartalmaz6 metanfalok a leghatékonyabbak a TCE ¢€s hasonlo vegyiiletek artalmatlanitasara, és a legkevesebb
artalmas kozti terméket adjak. Az sSMMO-t termelé metanfalokat széles kdrben alkalmazzak klorozott
szénhidrogének, kiillondsen a TCE bioldgiai lebontasara a talajban, az ivovizben, az ipari szennyvizekben.
Keresik a lebontas hatasfokanak novelésére alkalmas technoldgiakat és a hatékonyabb és mas vegyiiletek
lebontasara képes metanfalokat.

A metanfalok egyediilallo anyagceseréje szamos mas biotechnologiai alkalmazast is kinal. Az
allattenyésztésben fehérjedus tapanyag-kiegészitoként hasznalt tgynevezett egysejtfehérje (single cell
protein, SCP) gyakorlatilag elolt baktériumok tomege. Az SCP arat elsédlegesen a baktérium tenyésztésének
koltségei szabjak meg. Az igénytelen metanfalokbol a lehetd legolcsobban termelhetd egysejtfehérje.

A kisebb tételekben a légkorbe keriilé metant a ma ismert technologiakkal nem lehet gazdasagosan
hasznositani. A vegyipari metanolszintézis, a metan palackozasa, szallitasa csak akkor kifizet6do, ha nagy
mennyiségrol van sz6. A metanfalokra alapozott metan—metanol biokonverzio egyrészt csokkentené a



légkorbe engedett, és a Fold tulmelegedéséhez vezetd metan mennyiségét, masrészt 6sztondzné a
biogaztermelést és -felhasznalast. A biogazbol termelt metanol energiatartalma nagy, ezért gazdasagosan
szallithato. Japanban és az Egyesiilt Allamokban 6riasi kutato-fejleszté programok indultak a
kornyezetkimélo gépjarmiivek kifejlesztésére. Ezek kozott elokeld helylik van a metanollal miik6do
motoroknak. A metanol szamos vegyipari szintézisnek az alapanyaga, é¢s a ma hasznalatos
robbandémotorokban kis atalakitas utan és némi benzinnel keverve elégethetd.

Metanfalok felso (Celsius-)fokon

A mai kutatasok f0 célja a bioldgiai metanolszintézis megvalositasa és a klorozott szénhidrogének
lebontasanak hatékonyabba tétele. A sikeres gyakorlati hasznositashoz olyan metanfalokra van sziikségiink,
amelyek kiilonleges koriilmények kozott is megalljak a helyiiket. Az egyik kovetelmény, hogy hotiirék
legyenek. Ennek biotechnoldgiai elényeit nem nehéz belatni. Ha bizonyos folyamatok joval az emlésok
testhdmérseklete f616tt mennek végbe, az csokkenti a mikrobiologiai ipari folyamatok biztonsagat 6rokkeé
fenyegetd, korokozd mikrobakkal vald fertdzés veszélyét. A korokozok ugyanis csak a melegvérti
gazdaszervezetek 36-37 Celsius-fok koriili hdmérsékletén igazan életképesek. Magasabb homérsékleten a
kémiai reakciok sebessége nd. A metanol 64,5 Celsius-fokon forr, és ez kiilonosen elénydssé teszi a 65-70
Celsius-fokon miik6d6 metanfalok alkalmazasat. Ezen a hdmérsékleten a mikrobak altal termelt metanol
gyakorlatilag keletkezésének pillanataban a gaztérbe keriil, ahonnan hiitéssel (kondenzalassal) egyszeriien
kivonhat6. Ezaltal kikiiszobolhetd a metanolnak a metan-monooxigenazt gatlo hatasa, valamint az, hogy
nagyobb koncentracioban magukra a baktériumokra is mérgezd. Ha hotiird metanfalokkal végeztetik a
klorozott szénhidrogének lebontasat, ebbdl az az eldny szarmazik, hogy a lebontandé molekuldk stabilitasa
csokken, ez fokozza a rendszer hatékonysagat, és boviti a lebonthaté molekulak korét.

Egy metan-monooxigenaz molekula szerkezeti modellje

A metan-monooxigenazok min-den molekula oxidalasahoz valamilyen redukaloé molekulat (redukalt NADH-
t*, citokromot*) igényelnek. Természetes koriilmények kozott ezt a metanol tovabboxidalasaval allitjak eld a
metanfalok (1asd: abra), de a metanol kivonasaval ez a lehetdség elvész. A biologiai artalmatlanitas esetén
sincs erre lehet6ség, mert a lebontast ugyanaz az enzim végzi, amelynek a metant metanolla kellene
oxidalnia. A két oxidaland6 anyag, a metan és a TCE kiszoritja egymast az sMMO-19l, és emiatt a TCE
lebontésa lelassul. A redukaloerdt a hangyasav natriumsoéjaval potoljak, de ennek két hatranya is van.
Egyrészt a hangyasav viszonylag draga, masrészt a kornyezetet erGsen savassa teszi. Kedvez6bb megoldas
varhato egy masik biologiai triikkktol, az igynevezett hidrogenaz enzimek alkalmazasatol. A hidrogenazok a
molekularis hidrogén (H,) hasznositasat (bizonyos esetekben termelését) végz6é enzimek. Sok mikroba
anyagcsere-folyamataiban vesznek rész hidrogenaz enzimek, de a metanfalok koziil eddig csak néhanyrol
dertlt ki, hogy termel hidrogenaz enzimet.

A szegedi hotiirok

A sikeres gyakorlati bevetéshez tehat hétiird, hidrogenaz-tartalmi, sMMO-t termelé metanotrof baktériumra
van sziikség. Sajnos, ilyen metanfalot a mikrobioldgusok nem ismernek. A hétiiré metanfalokrol és a
metanfaldkban el6forduld hidrogenazokrol egyeldre igen keveset tudunk, igy kutatasainkkal el6szor ezeket a
hézagokat kell betdmniink.

Egy, az sMMO jelenlétére célzottan érzékeny izolalasi modszer tokéletesitésével tizennégy kiillonb6zo
SMMO-termeld metanfalot talaltunk a Szeged kornyéki foldgaztartalmt héforrasokban. Az izolatumok 50
Celsius-fok homérsékletig képesek ndvekedni. Molekularis bioldgiai és biokémiai médszerekkel kimutattuk
benniik az SMMO enzimet. Az sSMMO-t kodolo génszakasz szekvenciajat analizalva kimutattuk, hogy az
izolatumok szoros rokonsagban vannak az egyik legjobban ismert metanfaloval, az 1. tipusba tartozo
Methylococcus capsulatus (Bath) torzzsel. Igen biztaté eredményként kdnyveltiik el, hogy olyan metanotrof
is akadt kozottiik, amely — bar nem nétt 50 Celsius-fok felett — 65 Celsius-fokon is erételjes sSMMO
aktivitassal birt. Ez arra utal, hogy az ilyen baktériumokat 45-50 Celsius-fokon felndvesztve 65 Celsius-
fokon miik6do katalizatorhoz juthatunk.



A Methylocaldum szegediense OR2 koldniai

Magasabb homérsékleteken is novekedni képes metanfalokra vadaszva Colin Murrell csoportjaval
(Warwicki Egyetem, Anglia) egyiitt szamos 0j metanfalot izolaltunk, amelyek koziil ketté bizonyult igazan
érdekesnek. Az els6é mar 62 Celsius-fokon is tudott szaporodni, ami akkor 11j rekordnak szamitott. Alaposabb
vizsgalata soran deriilt fény arra, hogy egy eddig ismeretlen metanfalo-nemzetség képviseldirdl van sz6. A
metanfalé csalad ujabb tagjat Methylocaldum szegediense névre kereszteltiik. Eredményeink fényt deritettek
néhany, a metanfalok rendszerezésében mintegy hiisz éve fennallo tévedésre is. A masik Gj metanfalo
(Methylothermus faj) még ennél is jobban birja a meleget, ndvekedési maximuma 72 Celsius-fok. Ezekben
az ujonnan megismert apro6 ¢lolényekben kutatjuk a metan- és hidrogéngaz-anyagcsere kdzotti kapcsolatot is.
Az emlitett metanfalok idealis jeloltjei a biologiai metanoltermelésnek, de sajnalatos modon egyikiik sem
képes az sMMO eléallitasara. A klorozott szénhidrogéneket tehat csak akkor tudjak lebontatni, ha
molekularis bioldgiai, génsebészeti eszkozokkel ???megtanitjuk” 6ket az sMMO bioszintézisére. Ennek
minden részletét mi sem ismerjiik, de sejtjiik, hol talalhaté ez az informacié a metanotrofok DNS-ének kettds
spiraljan.

Az alapkutatas eredményeképp hamarosan megsziiletnek a gyakorlatban hasznosithaté metanfaldo mikrobak.
A kornyezetvédelem és ipar felfokozott érdeklddését jelzi, hogy 1997-ben a 8. Eurdpai Biotechnologiai
Kongresszuson Budapesten kiilon szimpoziumon targyaltak a metanotrofokkal kapcsolatos tjabb
fejleményeket.



