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“The bacteria particularly…are still more important than we. Omnipresent in infinite varieties. Without them to maintain the continuities of the cycles of carbon and nitrogen between plants and animals, all life would eventually cease…”

                                                                                                  Hans  Zinsser  1935
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 1.0.0.0. BEVEZETŐ A MIKROVILÁG MEGISMERÉSÉHEZ


A címlapon a mikro dőlt betűvel való szedését indokolja, hogy ez a kutatómunka a természet megismerésében érdekelt ember számára a biológia alapjelenségeit tárja fel. A környező világ jelenségeinek megismerésére való törekvés és az okság elvének érvényesülésébe vetett hit a mozgatója annak a tevékenységnek, amely minden időben a vizsgálati eszközök és módszerek fejlettségétől függő szinten végezhető. Az egységes természetszemléletből következően a Pasteur által javasolt görög szóösszetétellel mikrobiológiának nevezzük () az egységes élővilág méret szerint megkülönböztetett, szabad szemmel nem látható egyedeinek vizsgálatával nyert ismeretek összességét. 


A szabad szemmel láthatatlan világ kutatása és felderítése az indirekt kísérletező módszerek fejlődésének, a biokémiai megközelítésből következő új szemlé​let kialakulásának, azaz a deduktív gondolkodásmód terjedésének kedve​zett. A biológiai szerveződés vizsgálata minden esetben az élő rendszert provokáló mesterséges körülmények között (a lét és a pusztulás határán) folyik. A vírusról és a fágról a huszadik száza​d első felében kialakult elképzelések is ilyen kutatási mód​szerekkel szerzett ismereteken alapultak. A vizsgálandó objektum kis mérete miatt a kísérleti tapasztalatok részletes leírása, vala​mint a megszerzett és kriti​kailag igazolt ismeretek rendszerbe foglalása, a technikai fejlő​dés egyre magasabb szintjét igényelte. Csak a mikroszkóp elterje​désével tárult fel az embe​riség számára a mikrovilág addig isme​retlen rejtélyes területe és alakult tudo​mánnyá a mikrobiológusok tevékenysége. Azóta is egy‑egy új eszköz megszületése, egy‑egy új technikai módszer bevezetése jelentős előrelépést hoz a mikro​világ  titkainak feltárásában.

A mikroorganizmus () tudományos jellemzése sem könnyű feladat, mégpedig azért, mert morfológi​ailag és fiziológiailag is változatos formában léteznek a Regnum plantarum (növényvi​lág), illetve a Regnum animale (állatvilág) különböző taxonó​miai egységeibe sorolt mikroszkopikus méretű — állandóságra törekvő, de változékony — önreprodukcióra, és fejlődésre (evolúcióra) képes lények. Képviselőik külső energiaforrást hasznosítva szelekciós nyomás alatt álló önszabályozott rendszerként léteznek. A mikroszervezetek egy-egy sejtjében jelenik meg az élet a maga teljes bonyolultságában. Ezek a szervezetek a biotóppal egységet képező közösséget alkot​va, a létért folytatott ádáz küzdelemben, bizonyos fokú dinamikus egyensúlyra törekedve népesítik be a rendelkezésre álló élő​helyet. Egy-egy törzs homogén tenyészetként a mikrobiológiai laboratóriumokban találhatók.


Az élő mivoltuk definiálása sem egyszerű feladat. Mi az élet?  Filozófiai kategóriaként az élet az anyag kritikus bonyo​lultsági fokot meghaladó rendszere. Ezzel a kijelentéssel azon​ban nem jutunk előbbre. Élőlény vajon a vírus, amely kristályo​sítható, kristályos formában korlátlan ideig tárolható, végül a gazdaszer​vezetbe jutva bonyolult, többé‑kevésbé ismert módon önmagához hasonló molekula‑aggregátumok képződését irányítja? 


Nemcsak a vírus, de a baktérium esetében is elgondolkodtató a kérdés: Meddig él a baktérium? Minél kedvezőbb körülmények közé kerül a kérdéses mikroba, annál rövidebb idő alatt osztódik. Húslevesben az Escheri​chia coli tenyészet élő egyed​száma  37 oC-on 20 perc alatt megkét​szereződik. Életideje tehát 20 perc? Kedve​zőtlen körülmények között viszont a sejtszám kétszereződését több órán keresztül folyó lassú fejlődé​si ciklus előzi meg. Ez esetben az életidő több óra? Valójában az élet​működést fenntartó sejtál​lomány az osztó​dás előtt megkétszerező​dik, majd az eredeti sejttartalom az osztódás után egyenlő megoszlásban a két önálló utódban található. Izotóppal jelzett molekulák felhasználásával több osztódáson keresztül követhetjük a kiindulási sejt anyagainak a jelenlétét az utódokban. A kérdés megkerülhető, ha az egyed életideje he​lyett a baktériumtömeg fennmaradását vizsgáljuk. Tehetjük, mert a baktériumtelep az önmagá​hoz hasonló, azonos biológiai állapotban levő egye​dek összessége. A kedvező életkörülmények fenntartása esetén a tenyészet elvi​leg és gyakorlatilag ad infinitum osztódó képes marad. Levonható ebből az a következtetés, hogy az élet örök?


Mi legyen az álláspontunk az endospóraképzéskor? Az mégsem állítható, hogy a spóraképződés az egyed halála, hiszen kedvező körülmények közé kerülve a spórából — esetleg csak évek múlva — újra vegetatív lény fejlődik. Eldöntendő, hogy vajon ugyanaz a lény jelent e meg ismét, amelyik endospórát képzett, vagy ez egy másik egyed? — Szerencsére nem ezeket a jobbára filozófiai problémákat kell boncolgatnunk, hanem összefoglalni az általános mikrobioló​giai ismereteket, mégpedig mindenki számára jól áttekinthető, könnyen érthető formában. Ez sem könnyű feladat, mert a méret szerint történő elkülöní​tés egy táborba sorolta az egymástól lényegesen különböző rendszertani csoportokat. — A mikrovilág taxonómiai ( sorba rendez) tárgyalása sohasem volt problémamentes, mégpedig azért, mert az emberi gondolkodás sémájába kívánjuk bekényszeríteni a természet sokszínűségét. Akkor is erőszak ez, ha természetes rendszernek nevezzük. — Carolus Linnaeus Systema naturae című munkájában (1734) a növényvilág tagjaiként említi a mikroszkopikus élőlényeket. A növényrendszertan művelői a regnum vegetatile tagjaiként Virophyta, Schizomycophyta, Thallophyta stb. törzsekként tárgyalják őket. A gombákat klorofilljukat vesztett algáknak tekintik, a magasabb rendűeket a vörös moszatokból, az alacso​nyabb rendűeket a Chrysophyta moszatokból származtatják. — A mikológusok a gombákat önálló törzsfejlődési vonalon kialakult, olyan élőlény csoportnak tartják, amelyek a táplálkozási láncban a reducens heterotróf vonalat képviselik. A gombák ostoros alakjaiban a flagellum a maghártyával rendelkező élőlényekre jellemzően, ugyancsak kilenc periferiális és két központi filamentumból tevődik össze.


 Haeckel - Darwin természetszemléletét félreértve - a mikrovilág tagjait a növény és állatvilág mellett harmadik regnumként elkülönítve említi.  Charles Robert Darwin (1802-82) az Origin of Species című munkájában (1859) az állat- és növényvilág valami​lyen közös ősének létezését tételezi fel (that living organisms do not have to be either plants or animals), amely — mint írja — szükségképpen valamilyen egysejtűként létezhetett valamikor. Ernst Haeckel (1834-1919) a Darwin által feltételezett se nem állat, se nem növény átmeneti lényt keresve a mikrovilág vizsgálatával kezdett foglalkozni. Ő volt az, aki az 1866-ban megjelent munkájában a  véglényeket a növény- és állat​világtól teljesen elkülönítve, a protisták birodalmába sorolta. Hamarosan kiderült azonban, hogy ezt a birodalmat tovább kell bontani. Az alacsonyabb rendű prokariontákon kívül a magasabb rendűek közé a gombák, algák és zuzmók soroltattak, az egysejtű véglények pedig protozoaként kerültek tárgyalásra. Az új regnum bevezetése nem könnyítette a biológusok tevékenységét, mert az új birodalom olyan fajokat is leválasztott a klasszikus állat- és növényvilág​ból, amelyeknek rendszertani helye vitathatatlan volt. A telepesek nagy része például éppen méretükből adódóan nem tekinthető a mikrovilág képviselőinek. Tovább bonyolította a helyzetet a szubcelluláris biológiai egységek felfedezése (vírusok, fágok, plazmidok, virionok, prionok stb.) és rendszer​tani besorolásuk. Nem véletlen. hogy a protista elnevezés jó félszáz éve kikopott a tudományos nevezéktanból.  


Ma a néhány gént tartalmazó nukleinsavtól a több ezer gént tartalmazó metazoákig méret és bonyolultság szempontjából többé-kevésbé folyamatos sorba rendezhetők az egységes élővilág ismert fajai. Ez a sorrend azonban nem jelent fejlődéstani rokonságot. A fág nem létezhetett a baktérium megjelenése előtt, a vírus létéhez is szükséges a magasabb rendű szervezet kialakulása. Hipotetikus az ős-eukariota kialakulása, amely szerint az ős-anaerob szervezetek aerob prokarionták bekebelezésével jutottak a sejtszerveződés magasabb fokára. Bonyolítja a tudományterület művelőinek a helyzetét, hogy sok esetben a tárgyalandó szervezetek olyan szoros asszo​ciátumban élnek egymással, prokariota illetve eukarionta szer​vezetekkel, hogy önálló egyedként  nem vizsgálhatók.


A hagyomány szerint a mikrobiológia keretében tárgyalják a maga​sabb rendű szervezetek védekezési mechanizmusával foglalkozó tudo​mányt, az immunológiát is, mivel az antibiotikumok és a kemo​terápiás szerek felfedezése előtt az immunizálás volt az egyetlen hatásos módszer a fertőző csírák ellen (Edward Jenner 1798-ban vaccinál, Pasteur 1876‑ban demon​strálja a lépfene leküzdhetőségét).  A vírusos fertőzések elleni küzdelemben sajnos ma sem rendelke​zünk az immunológiai  módszer​nél hatásosabb fegyverrel. Sikerrel alkalmazzák az immunológiai el​járásokat a mikroszervezet anatómiai megismeréséhez, de a prokarionta és az eukarionta mikroszervezetek rendszertani helyének meghatá​rozása​kor is elő​nyösen használhatók az immunológiai vizsgála​ti eljárások.

Az élővilág fejlődésének vázlata

eukarionták                          kloroplaszt                                                                 mitokondrium  

…………………………………………………………………………………………………………………………

prokarionták                                                                                                    Pseudomonas                  Paracoccus

                        cianobaktériumok

                                                                      csúszvamozgó

                                                                        baktériumok
                                                                                                                                 a fotoszintetizáló aktivitás elvesztése!
 

                                                                                                                                     zöld fonalas baktériumok

                                                                vörös nem kén baktériumok
                                                                                                                                                      oxidáló környezet!
……………………………………………………..………………………………………………………………

                                                                                                                                                      redukáló   környezet!
                                                                                                                                                                   vízbontás!
                                                                                                         vörös kénbaktériumok
                                                                                                                                                           szén-dioxid fixálás!
                                                                                                                      zöld kénbaktériumok
kénhidrogént hasznosító  fototrófok

                                                               Fermentáló ős-egysejtű
1.1.0.0. A MIKROVILÁG FELFEDEZÉSE
A gondolkodó elme a mikrovilág létére a környezetre ki​fejtett hatásából következtethetett. — Marcus Terentius Varro (Kr.E. ll6‑30) Disciplinarum libri novem című enciklopedikus munkájában azt írja, hogy a száj‑ és orrnyí​láson keresztül különböző olyan láthatatlan állatkák jutnak az emberbe, amelyek elszaporodva betegséget okozhatnak. — 
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Anton van Leeuwen​hoek (1632‑1723)
A kórokozó elemi részecske gondolata megjelenik — a kortársai szerint őrült költő — Titus Lucretius Carus (Kr.E. 96‑55) De rerum natura című haténekes, filozofikus köl​teményében. Az ő atomisz​tikus természetfel​fogásából következően betegséget okozó magok​ról, csírákról ír (ahogyan a magról kelt növény kifejlődik, úgy terjed fokról fokra a betegség). Az elméleti sejtés természettu​dományos igazolására az idő tájt gondolni sem lehetett, hiszen nem voltak meg a kísérle​tező munka technikai feltételei, a mikrovilág megismerésére szol​gáló eszközök. Jellemző, hogy a latin műveltsé​get felejtő közép​korban a misztifikált, görög eredetű () miazma névvel illették a járványosan terjedő megbetegedés láthatalan kórokozóit.


A prokarionták mikroszkópos vizsgálatáról szóló első írásos dokumen​tumnak — a mikrovi​lág morfológiai diverzitásáról szóló első híradásnak — a Delftben élő posztókereske​dőnek, Anton van Leeuwen​hoek‑nak (1632‑1723) a Philosophical Transaction of the Royal Society of London‑hoz küldött levelét tekinthetjük. Az alant idézett, 1683. szep​tember 17‑én írott levelében a környezetében létező kisméretű élőlényekről számol be a Proceedings of the Royal Society kiadványban. 


Dear Sir,
 
I took this stuff out of the hollows in the roots, and mixed it with clean rainwater, and 

set it before the magnifying‑glass so as to see if there were as many living creatures in it as I 

had aforetime discovered in such material: and I must confess that the whole stuff seemed to me to be alive. But notwithstan​ding the number of these animalcules was so extraordinarily great (though they were so little withal, that 't would take a thousand million of some of 'em to make up the bulk of a coarse sand‑grain, and though several thousands were aswimming in a quantity of water that was no bigger than a coarse sand‑grain is), yet their number appeared even greater than it really was: because the animalcules, with their strong swimming through the water, put many little particles which had no life in them into a like motion, so that many people might well have taken these particles for living creatures too.
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Leveléhez a látott élőlé​nyek leírásán kívül (hosszú és rövid pálcák, kokku​szok, spiril​lumok) azok rajzát is mellékeli, sőt egyes példányok mozgékonysá​gáról is említést tesz. Ezt megelőző​leg is levelezés​ben állt a Londonban működő társasággal, beszá​molva a növényeken végzett mikromorfológiai észleléseiről. (Megfi​gye​léseit saját készítésű, 300-szoros nagyítású egylencsés mikroszkópjá​val végezte.)  


Majd udvariasan kérdezi a bölcsek tanácsát: I have had several gentlewomen in my house, who were keen on seeing the little eels in vinegar, but some of them were so disgusted at the spectacle, that they vowed they'd never use vinegar again. But what if one should tell such people in the future that there are more animals living in the scum on the teeth in a man's mouth, than there are men in a whole kingdom?

Ezt megelőzőleg Athanasius Kircher (1602‑1680) saját mikrosz​kópos vizsgálatai alapján a mikrobákat vélte a járványos megbete​gedések okozóinak. A kortárs szakmai közvélemény azonban ezt a megállapítását nem vette tudomásul. — Száz év múlva Carolus Linnaeus (1707‑1778, Linné Károly) svéd orvos 1767‑ben megjelent művében hat fajba csoportosítva a Chaos osztályhoz sorolja az akkor ismert mikrobákat. — Christian Gottfried Ehrenberg (l795‑l876) berlini egyetemi tanár az 1836‑ban írt Die Infusionstierchen als vollkommene Organismen című alapvető munkája és az 1838‑ban kiadott Atlas​ már a mikrovilág 600 tipusát ábrázolja.


Az élet ilyen egyszerű formáinak a felfedezése ezeknek a lényeknek az eredetét is megválaszolandó kérdéssé emelte.  A növények és az állatok spontán képződése fel sem merült a gondolkodókban. A mikrovilág abiogenezise, spontán képződése azonban számos hirdetőre talált. Mások, közöttük Leeuwenhoek is úgy vélték, hogy a levegőbe jelenlevő láthatatlan misztifikált csírákból sarjad az élő mikrovilág. Francesco Redi fiziológus 1665-ben megállapítja, hogy a húsban megjelenő lárvák a légy petéiből képződnek. Finom gézzel elválasztva a nyers húst a környezettől, a lárvák nem jelennek meg.  Lazzaro Spallanzani (1729-1799) kisérletei hiába bizonyították az ősnemződés tarthatatlanságát, a változás csak a 19-ik század második felében következett be. Friedrich Kützing 1837‑ben megállapítja, hogy az ecetsav élő szervezet hatására képződik. Már működött az első sörgyár Európában Csehországban (indult 1842‑ben), amikor még a mikrobák szerepét olyan tekintélyek, mint báró Jöns Jacob Berze​lius (1779‑1848), a Svéd  Tudományos Akadémia elnöke, báró Justus Liebig (1803‑1873) giesseni egyetemi tanár és Friedrich Wöchler (1800‑1882) göttin​geni egyetemi tanár egyértelműen tagad​ták. Sőt Cagniard de Latour és Theodor Schwann (1810‑1882) 1837‑ban közölt megfigyeléseit — amely szerint fermentáció közben mikroszkóppal látható gömbalakú képződmények (élesztők) szaporod​nak fel — karikatúrával ékesített pamfletben gúnyolták. A gyakorlati szakembereket azonban nem lehetett elhalgattat​ni. Végül Louis Pasteur (1822. december 27.‑ 1895. szeptem​ber 28.) tekintélye és szakmai sikerei, valamint szisztematikus kísér​letező stílusa tudta csak elfogad​tatni – húsz év múlva – a szakmai közvélemén​nyel a fer​mentációs folyamatok mikrobi​ális jellegét. A Strasbourgban kémiát tanító Pasteur a borkősav forgató​ké​pességét vizsgálva felfedezi a molekuláris aszimmetria jelenségét. Megállapítja, hogy a mikroszervezet a környezet kémiai változását okozza. 1857‑ben az Ecole normale superior igazgatójaként írt Memoire sur la fermentation lactique című munkájában sikerült bizonyítani az alkoholos és tejsavas erjedésben az élesztők és a tejsavbak​tériumok szerepét. Az aerob és anaerob  létforma felismerése is Pasteur nevéhez fűződik. Megállapítja, hogy a vajsavas erjedés megszűnik a légköri oxigén hatására (Pasteur effektus)


A nagy ellenfél, Justus Liebig számára ezek a bizonyítékok sem voltak kielégítőek. Kétségbe vonta Pasteur állítását, aki 1864‑ben a pasztőrözés (56 oC/30 perc) technológiájának kidol​gozásával az ősnemződés elméletétől is megtisztította a termé​szettudományt. (Megjegyzendő, hogy a pasztőrözés technikáját a fertőződés mega​kadályozására először 1861‑ben Preisz Móricz magyar biológus használta.) Az ősnemződés elmélete évtizedekig makacsul megtapadt a fejek​ben annak ellené​re, hogy a sterilitás fogalmával már Lazarro Spallan​zani (1729‑1799) olasz természetbúvár kísérletei is megis​mertet​ték a kortár​sakat. Schröder és van Dusch 1854‑ben a vatta dugó használatával akadályozzák a steril táptalaj fertőződését, 1860‑ban pedig Sir Joseph Lister (1827‑1912) Semmelweis munkáját olvasva az aszeptikus sebé​szeti gyakorlat kialakítását követeli

1.2.0.0. A MIKROSZKÓPOS VIZSGÁLAT TECHNIKAI ALAPJAI


Anton van Leeuwen​hoek vizsgálódásához valójában egy fémlemezbe rögzített gyujtólencsét használt. A lencsét tartó lemez a zavaró fényt kitakarta. A vizsgálandó tárgy távolságát a lencsétől csavarmenettel szabályozta. A vizsgálandó mintát végül szemlencséjének alkalmazkodóképességét hasznosítva szemlélte.. 

A fejlődést az összetett mikroszkóp () elterjedése és széles​körű használata hozta. Johannes Keppler (1571‑1630) 1611‑ben leírja ugyan az összetett mikroszkóp elvi felépítését, hasz​nálha​tó formában való kivitelezése azonban nem volt könnyű fela​dat. (Egyes adatok szerint Zacharias Jansoon már 1590‑ben készí​tett ilyen eszközt.) A technikai fel​szerelések gyors ütemű tökéletesedése jótékonyan hatott a bioló​giai tudományok fej​lődésére. A XIX. század elején már elfogadható minő​ségben  sikerült ilyen eszközöket előállítani.


A kisméretű tárgyak szemmel történő vizsgálatára hasz​nálható lencserendszer, a mikroszkóp egy olyan cső, amelynek egyik végén a tárgylencse (objektív), az ellenkező végén pedig a szemlen​cse (okulár), található. Ha a vizsgálandó anyagot a tárgylencse gyúj​tópontján kívül helyezzük el, akkor a tárgy egyes pontjairól kiinduló és az objektíven átmenő sugárkúp a tárgy valós, fordí​tott, nagyított képét hozza létre. A szemlencsét tehát úgy kell elhelyezni, hogy az objektív által létrehozott valós kép a szemlencse gyújtópontján belül helyezkedjen el. Szemünkkel ez eset​ben a valós kép nagyított virtuális képét látjuk. Éles képet akkor kapunk, ha a virtuális kép a tisztánlátás legrövidebb távolságá​ban keletkezik. Ennek megfelelően kell süllyeszteni vagy emelni a finommechanikailag tökéletesen kivitelezett mikroszkóp​állványra erősített lencserendszert tartalmazó csövet. A cső átmérője természete​sen nem lehet kisebb, mint az objektív által alkotott valós kép mérete. (A virtuális kép létrejötte ezt nem igényli.) 


Tudományos színvonalon Ernst Abbe (1840‑1905) egyetemi tanár (a jenai Zeiss- művek későbbi igazgatója) foglalkozott a technikailag tökéletes mikrosz​kóp gyártásának az elméleti megala​pozásá​val. Az 1876‑ban befejezett kutatásait követően,  tíz év múlva jelent csak meg a piacon az a lencserendszer, amely az áteső fényben végzendő vizsgálatok min​den optikai igényét kielé​gítette. (E lencserend​szer  üveganyagának a megválasztásával és a lencsék csiszolásával az úgynevezett szfé​rikus aberrációt, vala​mint a különböző hullám​hosszú fénysugarak képalkotásának eltéré​séből adódó kromatikus aberrációt minimális​ra tudta csökkenteni.)


A mikroszkópi kép keletkezésének előfeltétele, hogy a tárgy minden pontjáról kúpalakú sugárnyalábok induljanak. A sugárnyaláb által bezárt tér a látómező. A kellő in​tenzitású sugárnyalábok kialakulásáról egy külön beren​dezés, a kondenzor és a megvilágító rendszer gondoskodik.  A Köhler-elv (a rendszer optimálására szolgáló módszer kidolgozójáról kapta nevét) szerint a fény​forrás (célszerűen halogénlámpa) izzó szálát a  kollektor lencse a fényforrás rekeszén keresztül a kondenzor-rekesz síkjában képezi le. A fényforrás rekeszének a képét a kondenzor lencse a tárgy síkjában képezi le. (Beállításkor egy homályos üveglemezt kell a fényútba helyezni.) Ezzel a beál​lítással elérhető, hogy a fényforrásból kiinduló sugarak a tárgy pontjairól önálló sugárnyalábként indulva az objektív hátsó gyújtósíkjában talál​kozva, majd továbbhaladva létrehozzák a tárgy fordított állású, nagyított, valós képét. 

                             a retinán megjelenő kép      --------

                                                                              x  -----                     a vizsgáló szeme 

                                                                                         f '

                                okulár   (szemlencse)                  ---------------

                                                                                                             a = a tisztalátás távolsága

                                                                                          f ' 

                                    valós nagyított fordított kép         >>>>>>>                                           f  =  fókusztávolság

                                                                              x  -----------

                                                                                                             d = fókuszpontok közötti

                                                                                                     a                   távolság

                                                                                               d

                                                                                                                          

                                                                       __        __                   direkt sugarat kitakaró fázis-

                      hátsó gyújtósík                                x ------------------ lemez.(1/4 hullám késleltetés)

                                                                                                         f

              virtuális nagyított kép            >>>>>>>>>>>>>>>> ------

                         objektív (tárgylencse)                                                                 

                                                                                                          f

                                                                              x -------------------------------------------       első gyújtósík

                                 tárgylemez mintával _____<<<_______

                             kondenzor lencserendszer

                                      gyűrűs blende       ===  ===  ===

                                         kollektor lencse

                                                           fényforrás        izzószál

                                                                                                        lineáris nagyítás  =    Nt
                                                                                                                 Nt  =    N· N'            

nagyítás             100/1,25     numerikus appertura   n· sin                                         

tubushossz         160/0,17      fedőlemez vastagsága                                 N  =  d / f

                                                      n = törésmutató

rendeltetés              Phv                                                                            N '  =     a / f '


 

                                2
                  A fáziskontraszt fénymikroszkóp felépítésének a vázlata

A mikroszkóp teljes nagyítása az objektív és az okulár nagyí​tásának a szorzatával egyenlő. Az okulárok és az objektívek cserélhetők,  így tetszésünk szerint, a rend​szer felbontóképessége által meghatáro​zott — leg​jobb esetben 2000-szeres — nagyítást állít​hatunk be. A felbontóképes​ség az a legkisebb távolság, amelynek a végpont​jai a mikroszkópi képen még külön pontként észlelhető.

                                     Abbe egyenlete szerint                                    0,31 ·  
                                     a felbontóképesség                             =    ----------------

                                                                                                             n ·  sin         látható fényben  (  = 450 m )  kb.

Kielé​gítő leképezést csak az esetben kaphatunk, ha a tárgy mérete jóval nagyobb, mint a fény hullámhossza. Ebből következik, hogy a felbontóképesség (n) függ a megvilá​gító fény hullámhosszától (), a közeg törésmutató​jától (n), valamint a frontlencse nyílásszögétől (). A felbon​tóképesség javítása céljából az objektív és a tárgy, valamint a kondenzor lencse és a tárgylemez közé az üveggel azonos törésmutatójú immerziós olajat célszerű cseppenteni. Ez az olaj a fénytörés okozta veszteséget is csökkenti. 


Lebedeff 1930‑ban a natív mikroszkópi készítmények vizsgála​tá​ra előnyösen használható interferenciás mikroszkópot készített. Eljárásával a tárgysíkon jelentkező, a fény hullámhosszánál lé​nyegesen kisebb (/150) egyenetlenségek is felismerhetők. A tech​nikát 1952‑ben Normarski fejlesztette tovább, kidolgozva a diffe​renciál interferencia kontraszt mikroszkopizálás tech​nikáját.
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A mikrobiológiai kutatás szempontjából kiemelkedő jelen​tőségű a Zernicke által kidolgozott fázis​kontraszt‑mikroszkóp megjelenése 1932‑ben. Ez a technika lehetővé teszi az élő mikroba finomszerkezetének a vizsgálatát. A fázis​kontraszt eljárás esetén az objektív hátsó gyújtósíkjában helyezkedik el a fáziskontraszt lemez, amelyen a körgyűrűs kiképzésű fémréteg van hivatva kita​karni a kondenzor alatt elhelyezett gyűrűsblende által átengedett direkt fénysuga​rakat. (A gyűrűsblende és a direkt fényt kitaka​ró fémréteg pontos egybeeséséről a segédmik​roszkópot használva győződhetünk meg.) A részletekben gazdag, nagyított valós kép a tárgylemezen levő minta különböző sűrűségű  sejtalkotórészeken szóródó fénysugarakból áll össze. Ennek a képnek az észlelését az áteső direkt fény nem tenné lehetővé.  A fáziskontrasztlemezben alakul át a gyűrűs blendéből származó, majd a tárgy eltérő törésmutatójú pontjain áthaladó fénysugár fáziskésése amplitúdókülönbséggé, amit az emberi szem  (videoka​mera) már képes értékelni. Ezt a valós mikroszkópi képet azután a szemlencse a hagyományos módon virtuális nagyított kép formájában tárja a finom morfológiai részleteket vizsgáló mikrobiológus elé.                                       

A tárgylemezen levő mintán áthaladó fénysugarak fáziskésése az objektív hátsó gyújtósíkjában elhelyezett fázislemez hatására alakul részlet gazdag képpé. A fáziskontraszt kép kialakulása szempontjából a fedőlemez minősége és vastagsága (0,17 mm) meghatározó jelentőségű!


A mikroorganizmus anatómiai felépítésének vizsgálata szem​pont​jából az utóbbi évtizedben a fluoreszcenciás mikroszkóp nélkülözhetetlen eszközzé vált. Az ultraibolya fénnyel megvilágított tárgy ugyanis kémiai felépí​tésére jellemzően lumineszkál. Specifikusan kötődő fluorokrómokkal a sejt biokémiailag eltérő részecskéi is látható​vá tehetők. A technikai lehetőséget felismerve 1941‑ben Coons bevezette az antitesthez kapcsolt fluoreszkáló festék hasz​nálatát. 


A mikrovilág megismerését segítő technika fejlesztésében döntő szerepük volt a fiziku​soknak. Az elek​tronmikroszkóp megalkotásá​val jelentős mértékben hozzájá​rultak a modern molekulárisbioló​giai szemléletünk kiala​kításá​hoz. Thomson 1897‑ben foglalja össze az elektron tulajdon​ságairól addig szer​zett ismereteket. Alig telik el egy negyedszázad, amikor de Broglie az elektron hullám​természetét bizonyító eredmé​nyekről számol be. Két évvel később, 1926‑ban Busch mágne​ses lencsékkel kidolgozza az elektron opti​kát, ennek alapján 1931‑ben Ruska megépíti az első elektron​mikro​szkópot, és alig nyolc eszten​dő múlva, 1939‑ben a Siemens cég forga​lomba hozza, mint ipari terméket.


A TEM (transzmissziós elektronmikroszkóp)  bonyolult, komplex technikai beren​dezés. Felépítésében bizonyos mértékig hasonlít a fénymik​roszkóphoz, azonban a fénysugarat elektronsugár, az üveglencsé​ket pedig mágneses lencsék helyettesítik. A készülék fontos tartozéka a sugárforrás, amit elektronágyúnak neveznek. Az (izzó katód) elektronforrásból származó elektronokat 40‑200 kV  feszültséggel gyorsítják, majd alkalmas elektromágneses kondenzor lencsékkel párhuzamos elek​tronsugárrá rendezik. Ez a sugár a kondenzor aper​turán keresztül jutva halad át a vizsgálan​dó mintán, az elektron számára különböző mértékben átjárható igen vékony metszeten (10‑100 nm). Az elektronsugár fizikai természetéből következően az elek​tronmikroszkóp belsejében vákuumot (1,3x10-3Pa) kell fenntartani. Ez a körülmény, valamint az elektronsugár roncsoló hatása élő objek​tumok vizsgálatát nem teszi lehetővé. A kémiai​lag vagy fizi​kailag eltérő részletek észlelhe​tőségét a minta megfelelő előké​szítésével lehet fokozni. A minták vizsgálathoz való előkészítése bonyolult, hosszú műve​let. Ebből követke​zik, hogy a szubmikroszkópos méretű világ mor​fológiai vizsgá​latakor, a látottak kiértékelésekor  bizonyos mű​termékek képződé​sének lehetőségére is gondolni kell. A tárgy​ról jövő elek​tron sugár​nyalábot ezután az objektívnek nevezett elektromág​neses lencse​rendszer téríti el, majd a szelektor aper​turán átha​ladva az úgynevezett vetítő mágneses lencserendszer közvetítésé​vel a kép megjelenik a fluoresz​káló ernyőn, illetve az ott elhe​lyezett fény​érzékeny lemezen. A fényérzékeny lemezen megjelenő kép azután fototechni​kailag még tovább nagyítható.


Az elektronmikroszkóp felbontóképessége - mivel az elektronsugár hullámhossza 0,005 nm  -  ezerszer jobb a fény​mikroszkópénál (0,2 nm), még bizonyos nagyobb molekulák is látha​tóvá tehetők. A képek értékelésekor figyelembe kell venni az elektronmik​roszkópi kép nagy mélységélességét (2 m), amiből kö​vetkezik, hogy a kép egymás feletti rétegekből áll össze. 
Kezdetben a biológiai objektumok vizsgálatát nehezítette az, hogy nem tudtak elég vékony metszeteket készíteni. Az első bioló​giai tárgyú képek ezért a vizsgálandó tárgyról készült replika (fólia) segít​ségével készültek. 1944‑ben dolgozta ki Williams és Wickoff  azt a fémár​nyékolási technikát, amely a lenyomat finom részleteinek az észlelését is lehetővé tette. A vizsgálandó felületre vákuumbúra alatt, mégpe​dig egyetlen kitüntetett irány​ból érkező féma​tomok rakódnak le. Ebből következően a fólia kiemelkedései mö​gött kialakuló árnyék​hatás a mikroszkópos képet gazdagítja. 1945‑ben Porter, Claude és Fullam bevezetik az ozmium-​tetroxi​dos kezelést. Az ozmium ugyanis jól kötődik mindazon sejtalkotókhoz, amelyben nagyobb mennyiségű telítetlen zsírsav, fehérje vagy foszfo​lipid van. Ennek ismeretében a sej​tek morfológiai vizsgálata molekuláris biológiai szempontból, de élettani vonatkozásban is új eredményeket hozott. Később más nehézfémsók (uranil-acetát, ezüst-nitrát) is felhasználásra kerültek. A pH függ​vényében a nehézfém atomok különböző kémiai csoportokhoz kötődnek. Peosa és Baker 1948‑ban már 0,1 m vékonyságú metszetet készí​tett. Az első gyémánt- és üvegkések​kel működő ultramik​rotomot 1953‑ban Porter és Blum készítik. 1956‑ban Glauert bevezeti az araldit gyantába ágyazás technológi​áját, amely a baktériumok ultra vékony metszeteinek a vizsgála​tát teszi lehetővé. Brenner és Horne 1959‑ben a negatív festési technika kidolgo​zásával gazdagítja a morfológiai vizsgálatok lehetőségeit. 
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fagyasztva hasítás                                                                           fém    

                                                     Williams Wickoff féle fémár​nyéko​lás 


Nát​rium-wolframátot hasz​nálva elektronelnyelő háttérként, könnyen vizsgálhatóvá válnak a baktériumok, a vírusok és a fágok. Sabati​ni, Bensch és Barrnett 1963‑ban bevezetik a glutáraldehides fixá​lást, amit ozmium-tetroxidos kezeléssel kombinálnak. A specifikus ellenanyagok és ezekhez köthető elektronelnyelő vegyületek (pl. ferritin) használata a sejt részletesebb elektron​mikroszkópos anatómiai vizsgálatát tette lehetővé. A fénymikrosz​kóp és az elektronmikroszkóp kombinált alkalmazásával ezek a módszerek a bioszintetikus folyamatok helyének a kijelölésére is módot adtak.

A Steere, Moore és Mühlethalter által kidol​gozott (freezefracture) fagyasztva törő technika, amely 1957‑ben került bevezetés​re, új utat jelentett. Ezzel a módszerrel a mély​fagyasztott (‑l50 oC) készítményben a mechanikus hatásra felnyíló baktériumsejtfal rétegei is tanulmá​nyozhatóvá válnak, de a memb​rán szerkezetéről, a sejt szer​vecskék morfológiájáról is egyre több ismeret gyűjt​hető. Különö​sen Heuser és Preese által 1979‑ben bevezetett gyors​fagyasztási módszer és a nagy felbontóképességű deepetching technika hozott szép eredmé​nyeket.


A morfológiai vizsgálatok szempontjából jelentős lépés volt a SEM (scanning /letapogató/ elektronmikroszkóp) használatba vétele. A prototípust Knoll és Van Ardenne már 1935‑ben elkészítette, de használható formában a Cambridge Instruments gyártmányaként csak 1965‑ben jelent meg a kutatólaboratóri​umokban. A vizsgálandó szárí​tott minta felületét igen vékony fémréteg​gel (vákuumban képződő platinagőzzel) teszik alkalmassá az elek​tronsugár szórására. A visszavert elektronsugarat megfelelő detektor fogja fel. A jelből végül is elektronikusan plasztikus, csekély felbontóképességű(10 nm) háromdimenziós kép állítható elő.
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A Föld légkörének összetételében bekövetkező változás

1.3.0.0. A  MIKROORGANIZMUSOK ÉS A FÖLDI ÉLET KIALAKULÁSA

A mikroorganizmusok között találjuk az élet ősi formáinak ma is létező emlékeit. A magasabb rendű élet kialakulá​sa szem​pontjá​ból szerepük és érdemeik vitathatatlanok. Nemcsak a maga​sabb rendű életle​hetőségek megteremtőiként emlegetjük őket, de tevékenységük az élet fenntartásá​ban, a környezet szüntelen megú​jításában is pótolhatatlan. Az élővilágban általánosan elterjedt anyag​csererendszerek optimális szabályozottsága a külső hatásokkal szembeni toleranciát alapozta. Az állandóságra törekvés és a változékonyság ellentétét ötvözve, a mikrovilág az evolúci​ó, az elért fejlődés eredményeit rögzíti az örökítő a​nyagban. A később megjelenő magasabb rendű lények​nek, az eukarioták​nak és metazoáknak volt miből válogatni. A prokarioták szaporasá​ga és rövid egyedi életük, valamint a haploid örökítőa​nyag-készletük a létért folytatott küzdelemben a génállomány folyama​tos, viszonylag gyors tökélete​sedésére ad lehetőséget ma is.

A légköri nitrogén megkötése


A légkör nitrogéntartalmának hasznosíthatóvá tételét  a mikrobák végzik évmilliárdok óta. Csak az utóbbi évtizedek profi​tot hajszoló mezőgazdasága számára dolgozó nagyipari nitro​génkö​tés változtatott a helyzeten. A műtrágyagyárak által kémiailag kötött nitrogén mennyisége már meghaladja a földfelszín ökos​zisztémáinak nitrogénkötő képességét. Ebből követ​kezik, hogy az egyensúly helyreállítása érdekében célszerűen olyan biotech​nológiai mód​szer kifejlesztésével kellene foglalkoz​ni, amely a környezetünk elnitrátosodását visszafordítja.

Szénhidrogén-képződés


Anaerob körülmények között a mineralizáció csökkent mértékű. A szén-dioxid ez esetben elektronakceptorként szerepelhet. Ilyen körülmények között a szénképződés és a kőolaj és földgáz felhalmozódása kerül elő​térbe. A redukált kofaktorok (NADH, NADPH) regenerálásának lege​lőnyösebb útja ugyanis a zsírsav-képzés. A zsírsav azután dekar​boxilezve alifás szénhidrogénekké alakulhat.

Az aerob élettér kialakítása


A földfelszínt borító vízmennyiség évmilliók óta viszonylag elviselhető környezetet, kie​gyensúlyozott életkörülményeket biz​tosít az élőlények számára. A mikrovilág arra alkalmas fajai a felszíntől a több ezer méteres mélységig benépesítik ezt az élet​teret. Évmilliárdok teltek el, amíg a földtörténet őskorában az oxigénmentes légkört a maihoz hasonló összetételűvé alakította a földfelszínt benépesítő mikrobatömeg. 


Kezdetben a fényenergiát hasznosít​va vizet bontó ős-prokario​ta, a szigorúan anaerob szervezetek számára mérgező anyagcsere​ter​mékként megjelenő oxigént a környe​zetébe választotta ki. Több száz millió éven keresztül a képződő oxigén nem dúsult fel a légkör​ben, csak miután az őstenger ferro​vas-puf​ferkapacitása kimerült. A folyamatosan képződő ferrivas ugyanis hidratált fer​rioxidok alakjában kicsapódott és a szilikátokkal együtt  a ten​ger fenekén vastag üledékként rozsdaszínű réteget alkotva halmo​zódott fel. Csak a ferrovasionok eloxidálása után jelenhetett meg az oxigén a légkörben. A pufferkapacitást kimerítő több száz millió év elegendő volt az aerob anyagcseréhez alkalmazkodni képes ős‑szervezetek kiváloga​tódására. A fotokémiai úton termelt mikrobiá​lis eredetű oxigén ma is döntő jelentőségű a földfelszíni oxigén​szint alakulásában.

A szén körforgalma és a napenergia hasznosítása 


A Föld szénkészletének legnagyobb része ma a földkéreg üle​dékes kőzeteiben található. Ez a szénkészlet a mikrobák számára gyakor​latilag hozzáférhetetlen. Ugyancsak csekély mértékben kerül mik​robiális hasznosításra az évmilliók alatt felhalmozódott szén​hid​rogén (kőszén, lignit, földgáz és kőolaj). A szén biológiai kör​forgalmában ma  a légkörben és a vizekben, valamint az élővi​lágban átmenetileg megkötött  szén vesz részt. A fotoszíntézis, a szén-​dioxid megkötése és a mikrobák mineralizá​ciós aktivitása (a szerves anyag szervetlen formába alakítása) gyakor​latilag kiegyenlítő hatású. Évenként a légkör széntartalé​kának 5 %‑a vesz részt ebben a körfolyamatban. A növények és az algák valamint a fototróf prokarioták által előállított poliszacha​ridok széntar​talma jobbára a mikrobák tevékenységének eredményeként kerül vissza légkörünk​be. A nap​ból származó energia hasznosítása, átalakítása évmilli​árdok óta a mikroorganizmusok, illetve a növényvilág feladata. Ezek a szervezetek a légkör szén​tartal​mának hasznosításával kezdettől fogva részt vesznek az évenként megújuló szer​ves anyag előállításában. A napenergia hasznosításában a humán populáció eddig nem tudott számottevő eredményre jutni. Ma is az évmilli​árdok alatt felhalmozott és szénhidrogénkészletekben eddig megőrzött energiát pazarolja, illetve éli fel. Az ipari technológiák széndioxid-termelése fokozódó mértékben zavarja a kialakult egyensúlyt, noha a légkör és a hidroszféra közötti spontán kicserélődés lehe​tősége, az óceánok pufferhatása és az üledékképződés eddig  eny​hítette a környezet​ba​rátnak nem tekinthető emberi tevékenység káros következ​ményeit.

A SZÉN KÖRFORGALMA A TERMÉSZETBEN


                                                        a légkör széndioxid-tartalma      <

                                                              2,3 x l012  tonna

               \/

           

növények és algák által

megkötött széndioxid

   6 x l010 tonna/év     


                                     a mikrobák által 

                                 mineralizált széndioxid      

                                      6 x l010 tonna/év                                                                

                                          

                                                                                           a humán technológia

                                                                                           széndioxid-termelése   

                                                                                                 l010 tonna/év



                                                                                                                          természetes kicserélődés a légkör, 

                                                                                                                               az óceán és az üledéke között

               \/                                                                                                                az egyensúlyban l011  tonna

                                                                                                                                        széndioxid vesz részt                         

  a növénytakaró

    széntartalma

   széndioxidban  

    l012  tonna

            

            \/  

földgáz-, lignit-, kőszén-,

   kőolajkészlet 

   szén-dioxidban                                                                                                             

   5 x l015 tonna                                                az üledékes kőzetek 

                                                                          szén-dioxid-tartalma

                                                                              4 x l014   tonna  

                                                                                                                                              óceánban oldott

                                                                                                                                                  széndioxid

                                                                                                                                                 l014  tonna

Talajképződés


A múlt század végén Sergius Winogradsky (1856‑1953) és Mar​tinus Willem Beijerinck (1851‑1931) által elindított talajmikro​biológi​ai kutatások eredményei egyértelműen bizonyítják a mikro​bák je​lentős szerepét a humuszképződésben, a termőtalaj kialakulásában. Nélkülük aligha jelent volna meg a növényvilág. Sőt a mai intenzív mezőgazdasági kultúra is számít a mikrovilág biokémiai aktivitására. A növények gyökerei körül, a rizoszférában olyan mikrobaközösségek élnek, amelyek egymást segítve előnyösen hatnak a tápanyagfelvételre, a gazdanövény fejlődésé​re. Ezt a modern mezőgazdaság is kihasznál​ja, amikor a vetőmagot vetés előtt a megfelelő mikrobatenyészet​tel kezeli.
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A környezet megőrzése és az élővilág fennmaradása


A földtörténet évmilliárdjain keresztül az anyag és az energia szün​telen körforgásában a legeredményesebb munkát — a biocönózis aktív tagjaiként — a biotóppal egységet képező önszabályozott rend​szerek, a mikroszervezetek végezték. A vis vitalis, az életerő hajtotta élni akarás minden akadályt legyőző kény​szeremindenkor megtalálja a lehető leggazdaságosabb túlélést szolgáló utat, ha ebbéli igyekezetét nem akadályozzuk meg szán​dékosan vagy tudatlanságból. A ma célul magunk elé tűzött hulladékmentes termelés a természet​ben már meg​valósult. Minden természetes anyag, természeti képződmény, valamely mikroba számára életteret jelent. A természetes anyagok felhasználásában, az élettérért vívott küzdelem szelekciós nyomása alatt az a szer​vezet győz, amelyik a leggazdaságosab​ban hajtja végre a feladatot.


Környezetünk elszennyeződésével kapcsolatos problémáink felszá​molásában is segítséget kaphatunk a mikrobáktól, de csak segítsé​get. Az emberi civilizáció, illetve civilizálatlanság olyan gát​lástalanul avatkozik be az őt környező élettérbe, amire a természet nem készült fel. A mi individuális létünk rövid időtar​tamát mérő óránk nagyságrendekkel gyorsabban ketyeg, mint a természeti erők órája.

A rideg tények ismertetése előtt kíséreljük meg leírni a környe​zetet, ahol az első élő szervezetek kialakulhattak. A leí​rás alapját képezik azok az ismeretek, amelyeket a szélsőséges természeti kör​nyezet​ben ma is élő mikroorganizmusok életfel​tételeiből visszakö​vetkez​tethetünk. Az ősi légkörben 3‑4 milliárd évvel ezelőtt a fotodisszociá​ció hatására megjelenő szabad oxigén csak nyomokban volt. Tekintélyes mennyiségű vízgőz, széndioxid, hidrogén, nitrogén, ammónia, metán alkotta a földfelszín redukáló tulajdonságú gázköpenyét, amely a tektonikus eredetű kigázosodás (exhaláció) eredményeként jelent meg. Ilyen gázosodás ma is folyik. Példaként szolgálhat a hawaii kigázosodás összetétele: 71,0 % vÍz, 14,0 % szén-dioxid, 8,4 % S, SO2, SO3, 5,4 % nitrogén, 0,3 % hidrogén, 0,2 % argon, csekély sósav, hidrogén​flu​orid, kénhidrogén, ammónia,  metán. 


Földünk felszínét évmilliárdok óta tenger borítja. Az archaikus időkben a szárazulatok szilárduló rétege 30 km vastag volt a mai 45 km helyett. A 4 milliárd éves üledékképződés igazolja, hogy a földfelszínt borító tenger nem volt forró. A vízgőz ugyanis eltávozott volna a légkörből. A legpri​mitívebb élő sejt környezetét az előző évmilliók abiotikus körül​ményei között képződött szerves (protenoid) és szervetlen vegyületek vizes oldata, szuszpenziója, illetve emulziója alkotta. Ilyen körülmé​nyek között olyan obligát anaerob heterotróf szervezetek (progenota) alakul​hattak ki, amelyek a szén-dioxid redukciójával metánt, a hidrogén bontásával elektront, az oxidált kén reduk​ciójával kénhidro​gént termeltek és az ammónia, illetve a légköri nitrogén hasznosí​tására alkalmas enzimekkel is rendel​keztek.


Ezek az ősi szervezetek jól működő RNS-, illetve DNS-helyre​iga​zító rend​szer kifejlesztésére kényszerültek, mert ez idő tájt a felső légré​tegből hiány​zott az ózonpajzs, amely a DNS‑t károsító ultraibo​lya sugarak zömét ma elnyeli. Ez a törzsfejlődés szem​pontjából talán előnyös is volt, mert az erős UV-sugárzás a mutációk számát növelte. 


A kialakuló prokriota csoport porfirinek szintézisére alkalmas szer​vezetei között később megjelentek az anaerob fotoszin​tetizálók, amelyek közül egyesek a felszaporodott hidrogén-szulfid hasznosít​ására szakosodva nyerték a reduktív folyamatokhoz szükséges elektront. Évmilliók​kal később jelen​hetett meg az a kékeszöld mikroszervezet (cianobaktérium), amelyik az elektront a víz bontá​sával biztosította magának, miközben a számára mérgező oxigént kiválasztotta a környezetébe. A savanyú kémhatású őstengerben oldódó oxigén több százmillió éven keresztül a nagy mennyiségben jelenlevő ferro ionokat oxidálta. Az őstenger redukáló pufferkapa​citásának a kimerülése után az egyre nagyobb mennyiségben képző​dő, de a meleg vízben alig oldódó oxigén a légkörbe került. 


A hőmérséklet csökkenésével a növekedő oxigéntenzió új, aerob eubaktériumok kiala​kulását tette lehetővé. A mikrovilág azon tagjai élték túl az oxidativ stressz pusztító hatását, amelyek olyan védekező mechanizmust fejlesztettek ki, amely segítségével a sejten belül fenn tudták tartani a redukáló körülményeket. Sőt az oxigént elektron ak​ceptorként használva ezek a szervezetek élettani előnyt élvezve gazdaságosab​ban, jobb hatásfokkal fejlődve vezető szerephez jutottak. Idő pedig bőven volt, mert a meleg tengervízben az oxigén rosszul oldódott. Az anaerobok számára toxikus beoldódott oxigén évmilliókon keresztül a savanyú tengervízben oldott férro ionok oxidálásában jeleskedett. A ferri ionok pedig a tengeri üledék vasoxid tartalmát növelték. Ezt ellensúlyozandó megjelentek az esszenciális vas felvételét segítő sziderofórok 

A kiszoruló ős anaerob szervezetek közül egye​sek úgy tudtak to​vább létezni, ha kisebb méretű, aerob anyagcserével rendelkező szervezeteket kebe​leztek be. Az új kö​rülményekhez alkalmazkodó ősbaktériumok a sejtmagot tartalmazó asszociátum felé mozdulva a gombák, illet​ve az állatvi​lág felé vezető utat nyithatták meg. Ez az eredetileg anaerob őslény egy ős kékalga bekebe​lezésével a fotoszintetizáló lényeket is szolgá​latába állíthatta, és ezzel az ősnövény irányába megtette az első lépést. (Lásd osztályozás, rendszerezés fejezetet.)


Természetesen ezen őslényekkel ma már nem találkozhatunk, csak a belőlük kialakult fajok kései leszármazottaival. Ezek a leszár​ma​zottak azonban genotípusukban, anyagcsererendszerükben élő kövü​letként a mai napig őrzik a földtörténet őskorában uralkodó életkörülmények lenyomatát, a létért folytatott küzdelem biokémiai emléke​it.


A legidősebb, Dél‑Afrikából származó üledékes kőzet, amelyben kétségtelenül kimutatható a fosszilis baktériumok jelenléte 3200 millió éves. Az Eubacterium isolatum-nak el​nevezett mikroszer​vezet 0,75 m hosszú, 0,25 m átmérőjű pálcika, 0,015 m vastag sejtfallal. Lehetséges, hogy az ősbaktériumok képviselője, de az is lehet, hogy valamely heterotróf anaerob élőlény volt és a környezetben előforduló szerves és szervetlen vegyületek szolgáltak számukra anyag- és energiafor​rásként.


A Barberton-hegységből származó, valamivel fiatalabb kőzetekből Archeospheroi​des barbertonensis névvel jelölve kékmo​szatok előfordulását is igazolták. Feltételezhető, hogy a bennük előforduló fotoszinteti​záló pigment a magasabb rendű aerob élet évmil​liókkal későbbi megjelené​séhez teremtette meg az életfel​tétele​ket. Ezen őslények mai leszármazottai arról nevezetesek, hogy a legszélsőségesebb körül​mények között is jól fejlődnek. Szélsősé​gesen sós szikes tavak, vagy a 93 oC-os sós termálvíz egyformán alkalmas élőhely számukra.


Az Ontario államból származó, lényegesen fiatalabb üledékes kőzetek​ben (argon:kálium arány alapján 2360 millió évesnek tartják őket) már változatos formában, fonalas mikroszervezetek is találhatók. Megjelennek az autotróf baktériumok, a különböző fémeket oxidáló szervezetek. Az idő előrehaladtával jelentős számban fordulnak elő az algák. Bizonyítha​tóan a ma is élő fajok rokonait (Paleorivularia ontarica) talál​ták meg közöttük.


A harmadik fejlődési állapotot — a baktériumok és a ciasnobaktériumok (kékmoszatok) mel​lett a valódi zöld algák előfordulását — az alig 1000 millió éves ausztráliai kőzetek rögzítették. Ebből a leletből származik az első sejtosztódást bizonyító anyag. Megjelenik a sejtmag!


Az előbbinél fiatalabb kőzetekben már megjelennek a gombák külön​böző alakjai, a valódi sejtmaggal, kettős kromoszóma kész​lettel rendelkező eukarioták és ezzel együtt a szexuális szaporo​dás lehetősége, ami a törzsfejlő​dés felgyorsulására vezetve utat nyi​tott az élet kiteljesedése felé.


Tetszetős elmélet magyarázza a magasabb rendű szervezet kiala​kulá​sában a szimbiózis, a szoros együttélés, az egymás​rautaltság szerepét. Jól ismert jelenség, hogy az egysejtű élőlények által elnyelt algák az élőlényen belül is folytatják fotoszintetizáló tevékenységüket. Közismert, hogy a zuzmókban az algákkal együtt é​lő gombák a gazdanövény nélkül életképtelenek. Ehhez hasonló folyamatok a törzsfejlődés folyamán is végbemehet​tek. Így kerül​hettek az anaerob ősbaktériumba az energia szolgáltató szervecs​kék: a fotoszintetizáló kloroplasztok és a terminális oxidációt végző mitokondriumok ősei. Ezek a valamikor önálló, életképes szerve​zetek évmilliók alatt a gazda belső viszonyaihoz alkalmaz​kodva elvesztették az önálló lét feltételeit.

1.6.0.0.  MIKROORGANIZMUS ÉS A HUMÁNPOPULÁCIÓ

A természet fejlődésében a mikroorganizmusok szerepe döntő jelentőségű. Egyedeik nagy száma, gyors szaporodásuk, haploid mivoltukból adódó variabilitásuk alkalmassá tette őket arra, hogy évmilliárdok alatt az alapvető biokémiai folyamatok, a bennük működő enzimrendszerek összehangolt működése kicsi​szolód​jon. Évmilliárdok alatt olyan géngyűjtemény alakult ki bennük, amely lehetőséget teremtett a magasabb rendű szervezetek kialakulására. 


A mikrovilág mint szelektív ágens (fertőző kórokozó) szerepet kapott a magasabb rendű szervezetek egyre tökéletesebb formáinak kialakításában is. A mikrobák szelekciós hatását mutatja, hogy száz évvel ezelőtt a fiatalok alig 50 %‑a érte el a pubertás kort. Erre talán csak most döbbenünk rá, amikor​ több‑kevesebb sikerrel mentesítjük magunkat a környezeti tényezők szelekciós hatása alól. Az egészségesebb életmód, a vakcináció és az antibiotikumok használatának terjedésé​vel csökkent a gyermekhalandóság. Határozottan növekedett az átlagélet​kor, csökkent viszont a humánpopuláció ellenállóképessége. Néhány generá​ció alatt sikerül elherdálni az ősök által nem kevés áldozattal összegyűjtött génállományt. Ez természetesen érthető, hiszen nem várható el a magunk által épített piedesztál​ra emelt EMBER-től, hogy ne saját rövidre szabott, egyszer megélhető életét tekintse a legfontosabbnak.


Az emberi civilizációban, a mindennapi életünkben is jelentős szerepet töltöttek be a mikroorganizmusok, de jelen​tőségük az elkövetkező időben a jelek szerint még nőni fog. Az ősi élelmi​szergazdaság is hasznosította a mikrobák biokémiai aktivitását, noha létezésükről vajmi keveset sejtettek. Az élelmiszertartósí​tás, a savanyítás, a tejtermékek, a kenyér és a húskészítmények, valamint az alkoholos erjesztéssel nyerhető termékek előállításá​ra szolgáló ősi biotechnológiai folyamatok kimunkálása a biblikus idők ködébe vész. Négy‑ötezer éves egyiptomi és mezopotámiai írásos emlékek, többek között a sörfőzés és az ecetkészítés ma is érvényes technológiai lépéseit ismertetik. A mikrobiológiai kutatómunka fejlődését éppen ezeknek az ősi technológiáknak a nagyipari gyakorlatba vétele igényelte. Bajorország​ban az írásos adatok szerint már a nyolcadik században működtek sörházak az apáról fiúra szálló technológiai lépések szigorú szabályait betartva. Az első sörgyár Európában Csehországban indult 1842‑ben.


Pasteur 1865‑ben állami megbízást kapott a selyemipart  veszé​lyeztető selyemhernyóvész tanulmányozására. Szakszerű munkával bizonyította a kórokozó mikroba szerepét. A nagyipari méretben megvalósított biotechnológiai folyama​tok első tudományos igényű feldolgo​zása is Pasteur munkája. 1866‑ban a bortermelésről, 1868‑ban az ecetgyártásról, 1876‑ban pedig a sörgyártásról írott műve jelent meg. Mivel a mik​robiológiai kuta​tómunka kezdettől fogva  szoros kapcsolatban volt a gyakorlati tevékenységgel, egyesek leértékelő hangvétellel csak alkalmazott tudo​mánynak tekintették. Pasteur megsej​tette ezen új tudományág műve​lésének jelentőségét az alapkutatás​ban és szenvedélyes cikk​ben oktatta ki ellenfeleit, a mikrobiológiai gyakorlat nem más mint  a tudomány alkalmazása ("Il n y a pas des sciences appli​quées... Mais il y a des applications de la science.") 


Pasteur munkássága nagy lökést adva felgyorsította az ipari jel​legű mikrobiológiai kutatást. A profitra törekvő ipari vezetők nem sajnálták a kutatásra adott anyagi támogatást, mert saját tapasztalataik szerint az ipari jellegű kutatási eredmények gya​korlati alkalmazása bőven megtéríti a befektetett tőkét. A századforduló körül már számos szervesvegyipari alapanyag (butanol, aceton, tejsav, stb.) előállítására született gazdaságos fermentációs eljárás. A klasszikus megfogalmazás szerint ugyanis a fermentáció alatt az erjedést, az anaerob körülmények között megvalósuló folyamatot értik. Az levegőztetett reaktorok ipari alkalmazása a második világháború után, a penicillintermelés nagyipari megva​lósításával kezdődött. Az antibiotikum ipar kiala​kulásával megin​dult gyors fejlődés azóta töretlen, sőt a '70‑es évek molekuláris biológiai felfedezései, tapasztalataink szerint a géntechnológia eredményei​nek gyakorlatba vételével a századfordulóra a mikrobiológia új fellen​dülési periódusát hozza.
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A mikrobiológiai kutatások anyagi alapját még egy kutatási irány, az orvosi mikrobiológia sikerei gazdagították. A zászló​bontó egy német vidéki körorvos volt, a Wolstein‑ben dolgozó Robert Koch (1843‑1910), aki 1876‑ban szakszerű munkával izolálta a lépfene kórokozóját az Anthrax bacillus-t, majd egéren végzett kísérletek​kel igazolta az izolált tenyészet kórokozó voltát.
Robert Koch eredményeit elismerve hamarosan a Német Császári Egészségügyi Hivatalba hívják. 1879‑től mint az Intézet igazgatója vezeti a kutató munkát. Itt olyan munkatársai voltak mint Löffler és Gaffky. Az Intézet hamarosan a fertőző betegségek elleni küzdelem tudományos központjává válik. A Koch vezette német iskola működése 1879‑89 között az orvosi bakterio​lógia aranykorát jelenti. Egymás után izolálják a leggyakoribb megbetegedések kórokozóit: a tífusz és a diftéria kórokozóját, a Pneumococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Meningococcus, Gono​coccus és Tetanus bacillusokat. Koch 1882‑ben felfedezi a tuberkulózis kórokozóját, az úgyne​vezett Koch‑bacillus -t, 1884‑ben izolálja az ázsiai kolera kóroko​zóját, a Comma‑bacillus -t, 1906‑ban pedig megtalálja az álomkór okozóját és az ellene használható atotoxint. 

Meghatározza a patogenitás fogalmát jellemző négy követelményt (posztulátum):


 
 1. a kórokozó a beteg szervezetben minden esetben jelen legyen,

 

 2. a kórokozó tiszta tenyészetben izolálható legyen,

 
 
 3. az izolátum a kísérleti állatban hasonló betegséget okozzon,


 
 4. a kórokozó a beteggé tett állatból is visszanyerhető legyen.


A XIX. század végén az orvosi bakteriológiai kutatásokat anyagi​lag világszerte támogatták. Állami egészségügyi intéz​ményeket alapítot​tak a fertőző betegségek  elleni küzdelem szervezésére. 


Az immunológiai (szerológiai) védekezés Párisból, Louis Pasteur Intézetéből indult hódító útjára. 1880‑ban a baromfikolera elle​ni oltás, a lépfene elleni védelem, a veszettség elleni hatásos oltóanyag előállításának kidolgozása öregbítette hírnevüket. Behring és Kitasato 1890‑ben kidolgozták a difté​ria és a tetanusz antitoxin-terápiáját. Paul Ehrlich (1854‑1915) pedig kifejlesz​tette az immunológia biokémiai elméletét.


Koch és Pasteur munkásságához kapcsolódik – a ma természetesnek tekintett – az eredmények reprodukálhatóságát biztosító laboratóriumi technológia kialakulása. A szélesztéssel nyert egyetlen sejtből kiinduló tiszta tenyészet morfológiai és fiziológiai vizsgálata; a higításos technika helyett a szilárd táptalajra való szélesztés (platina kacs); gelatin helyett az agar táptalaj használata; a pepton (enzimmel emésztett fehérje), illetve a húskivonat (húsfőzet) táptalajként való alkalmazása, az általuk kezdeményezett kutató-fejlesztő munka eredménye.


A víruskutatás első eredményeként 1892-ben megjelent a D. J. Iwanow​sky által  felfedezett dohánymo​zaik vírus leírása. Az első felfedezett állati vírus a száj- és köröm​fájás kórokozója, amit Löffler és Frosh 1898‑ban írt le. Az első humánvírus, a sárgaláz kórokozója volt, amelyet az Amerikai Hadsereg Kutatóintézetében Walter Reed vezetésével izoláltak. Végül 1916‑17‑ben az angol Twort és a francia d'Hérelle egymástól függetle​nül felfe​dezték a bakteriofágot, amely a huszadik század második felében kiteljesedő molekuláris biológiai kutatómunka fontos kísérleti alanyaként vonult be a tudomány​ba.


A mikroszervezetek geokémiai hatását felderítendő Sergius Winogradsky (1856-1953 és Martinus Willem Beijerinck (1851-1931) a szén, nitrogén és kén körforgalmában betöltött szerepükkel foglalkoztak. A kemoautotróf baktériumok felfedezése, a.nitrogén megkötés igazolása, az általuk célzottan fejlesztett dúsító táptalajok alkalmazása azóta is különleges tulajdonságú szervezetek egyszerű izolálására ad lehetőséget.


A XIX.-ik század végén a mikrobiológia és az általános biológia egymástól függetlenül létezett annak ellenére, hogy a mikrobák okozta fertőzés felismerése és az immunitás kialakulásának problémája akarva-akaratlan kapcsolatot létesített közöttük.. Kezdetben Darwin evolúciós elképzelése, a természetes szelekció jelentősége sem mozgatta meg a mikrobiológusok fantáziáját. A biológusok csak a XX.-ik század közepén kezdtek mikrobiológiai módszereket használni a növényi és állati sejtek tenyésztéséhez. Csak századunk első negyedében sejtették meg az izomszövetben lejátszódó folyamatot, illetve az élesztő alkoholos erjedését vizsgáló kutatócsoportok a glikolízis mechanizmusában rejlő párhuzamot. A genetika és a mikrobiológia közötti szoros kapcsolat kialakulását a negyvenes évek felfedezései Delbrück és Luria, majd Tatum genetikai munkái segítették.  Az egységessé váló biológiai gondolkodást J. D. Watson és F. H. C  Crick által írt – a dupla szálú DNS szerkezetéről 1953-ban  a Nature-ben megjelent – közleményük alapozta meg.


A mikrobiológusok, a molekuláris biológiai ismeretek gyakorlati alkalmazásával gazdagított tudományos‑technikai forradalomban tevéke​nyen részt vettek, illetve részt vesznek ma is. A klasszikus gene​tikától a géntechnoló​giáig vezető út egyes felismerései és azok gyakorlati alkalmazásai szinte kivétel nélkül a mikrobákkal vég​zett kísér​letek eredményeként valósulhat​tak meg.


Logikai és didaktikai szempontból a mikrovilág tár​gyalásakor nem a méret szerinti sorren​det választjuk, hanem a fejlődéstani elképzeléseknek megfelelően, először a prokariontákat tárgyaljuk. Ezt követve ismerkedünk meg a fágokkal, majd egy kis kitérővel a növényi és állati sejt vírusai kerülnek sorra. Ezután tárgyal​juk az eukarionták közül azokat, amelyeket a mikrovilág tagjainak tekintünk (mi​kroszkopikus gombák és egysejtű lények). Az immuno​lógiai ismeretek elsősorban módszertani jelentőségük miatt kerül​nek tárgyalásra, de a mik​robiális fertőzések elleni küzde​lemben betöltött szerepükről is megemlékezünk.

1.6.0.1. A GÉNTECHNOLÓGIA KIFEJLESZTÉSÉNEK FONTOSABB ÁLLOMÁSAI
Céltudatos szelekció (Franz Karl Achard; cukorrépa.1820)

Céltudatos keresztezés (1858 Beta vulgaris:B. maritima hibrid)

Az átöröklés alaptörvényei (Gregor Mendel, 1865; borsó)

A DNS izolálása halspermából (Friedrich Miescher 1869)

A bakteriális fertőzőképesség átvitele (Griffith 1929) #

A DNS mint az átörökített tulajdonság hordozója (Avery 1944)

Bakteriális konjugáció, F‑faktor (Lederberg, Tatum 1946)

Génátvitel fág segítségével. TRaqnszdukció (Hershey és Chase 1952)

Paraszexuális rekombináció (Pontecorvo 1952)

A DNS duplaspirál szerkezetének felismerése (Watson és Crick 1953)

DNS-renaturáció, nukleinsav hibridizáció (Marmur és Doty 1961)

Restrikciós enzimek felfedezése (Arber 1962)

A plazmid, az R‑faktor felfedezése (Watanabe, Mitsuhashi 1965)

A genetikai kód felismerése (Nirenberg, Ochoa, Khorana 1966)

A DNS-ligáz felfedezése (Gellert 1967)

Az első restrikciós enzim izolálása tisztán (1970)

Az első kiméra plazmid pSCl0l vektor használata (Cohen 1973)

A DNS-klónozás technikája  (Boyer, Cohen, Berg 1973)

A DNS-szekvenálás módszere (Sanger, Barrel‑Maxam, Gilbert 1975‑77)

A kozmid megalkotása (Collins, Hohn 1978)

# Griffith kísérletével a molekuláris biológiai gondolkodás kia​lak​ulását alapozta. Az általános biológia modern felfogásának kialakításán munkálkodó természettudósok figyelmét akaratlanul is a mikroorganizmusokra irányí​totta.

A mikrobiológusok tudományos tevékenységének jelentőségét és társadalmi elismertségét bizonyítja századunkban a Nobel-díjjal elismert kutatási eredmények nagy száma. (Az 1.6.0.2. számú összeállításban az évszám nem a felfede​zés időpontját, hanem a Nobel‑díj odaítélésének az évét adja meg)

1.6.0.2. Nobel-díjas biológusok

Emil von Behring (1901) A diftéria antitoxin kifejlesztése

Ronald Ross (1902) A malária parazita felfedezése

Robert Koch (1905) A tuberkulózis  kórokozójának felfedezése

Charles Laverans (1907) A protozoa mint kórokozó

Paul Ehrlich és Elie Metchnikoff (1908) Az immunválasz elmélete

Charles Richet (1913) Anaphylaxia az allergén válasz egy formája

Jules Bordet (1919) A komplement rendszerek felfedezése

Charles Nicolle (1928) A tifusz okozójának felismerése

Karl Landsteiner (1930) A humán vércsoportok felismerése

Gerhard Domagk (1939) Az antimikrobiális prontosil felfedezése

Alexander Fleming, Ernst Chain, Howard Florey (1945) Penicillin

James Sumner, John Northrup, Wedell Stanley (1945) Kristályos vírus

Max Theiler (1951) A sárgaláz-vakcina kifejlesztése

Selman Waksman (1952) A sztreptomicin antibiotikum felfedezése

Frits Zernicke (1953) A fáziskontraszt mikroszkóp kifejlesztése

Edward Tatum, George Beadle, Joshua Lederberg (1958) A biokémiai mechanizmus genetikája

Severo Ochoa és Arthur Kornberg (1959) Nukleinsavat szintetizáló  enzimek izolálása

Macfarlane Burnet és Peter Medavar (1960) Immuntolerancia felismerése

Francis Crick, James Watson, Mauricew Wilkins (1962) A DNS szerkezete

Francois Jacob, Andre Lwoff, Jacques Monod (1965) Az enzimszintézis szabályozásának 
modellje

Peyton Rous, Charles Huggins (1966) A rákkeltő vírus felismerése

Robert Holley, HarGobind Khorana, Marshall Nirenberg (1968) A genetikai kód és a tRNS 

Max Delbruck, Alfred Hershey, Salvador Luria (1969) Fág‑genetika

Earl Sutherland (1971) A cAMP szerepe a mikroorganizmusokban

Gerald Edelman, Rodney Porter (1972) Az antitestek szerkezete

Albert Claude, George Palade, Christian De Duve (1974) Az eukariota sejtszervecskék

Renato Dulbecco (1975) DNS-tumorvírusok tanulmányozása

Howard Temin, David Baltimore (1975) RNS-tumorvírusok, a reverztranszkriptáz felfedezése

Gajdusek Carlton, Blumberg Baruch (1976) Vírusos megbetegedések epidemiológiája

Werner Arber, Hamilton Smith, Daniel Nathans(1978) Restrikciós enzimek  és a géntérkép

Peter Mitchell (1978) Az oxidatív foszforiláció kemiozmotikus hipotézisének kialakítása

Baruj Benacerraf, George Snell, Jean Dausset (1980) Az immunvá​lasz genetikai szabályozása

Paul Berg, Walter Gilbert, Fredrick Sanger (1980) Nukleinsav szekvenálás kifejlesztése

Barbara McClintock (1983) Mozgékony genetikai elemek felfedezése

Niels Jerne, George Koehler, Cesar Milstein (1984) Monoklonális antitest előállítása

Tonegava Susumu  (1987) Az antitest sokféleségének genetikai alapja

Michael J. Bishop, Harold Varmus (1989) Sejteredetű retrovírus  onkogén felfedezése

Richard Roberts, Phillip Sharp (1993) Splitgének felfedezése.

Edward Lewis, Chrstian Nüsslein-Volhard, Eric Wieschaus (1995) Az embrionális fejlődésgenetikai szabályozás

2.1.0.0. A MIKROORGANIZMUS ÁLTALÁNOS JELLEMZÉSE

A mikroorganizmusok természetes környezetükben, azzal ökológiai egységet képezve léteznek. Vizsgála​tuk céljából innen kell őket olyan környezetbe áthelyez​ni, amely életben maradásukat biztosítva, jellemző tulajdonságaik meghatározását lehetővé teszi. Első feladatként a vizsgálandó egyedet tiszta tenyészetként (clon) kell elkülöníteni természetes élőhelyéről olyan fizikai és kémiai körülményeket alkalmazva, amely életben maradásukat biztosítja. Ennek a feltételnek a telje​sítése általában könnyen megoldható, mert a mikrobák többségének hálózatos felépítésű anyagcsererendszere nagyfokú rugalmassággal, könnyen alkalmazkodhat a változó környezeti körül​ményekhez. Az élet kezdeményeként megjelenő, a környezetétől magát membrán​nal elhatároló, önreprodu​káló egység kezdetben sem volt el​választható a környezetétől. Az élet megjelenése óta eltelt évmilliárdok alatt összegyűjtött és az egyed genetikai állomá​nyában megőrzött információtömeg változatossága és jól szabályozott kifejeződése a sokszor szélsőségesen változó életkö​rülmények ellenére is lehetővé teszi a kör​nyezetünkben előforduló mikro​szervezetek életben maradását. A mikrovilág egyedeinek a fennmaradását egyrészt az autarchiá​ra törekvés, másrészt a környezethez való alkalmazkodás belső kényszerének az együttes jelenléte segíti. Ebben a küzdelemben az autarchiára törekvés mellett a túlélést a környezet átalakítása segíti (például extra​celluláris enzimek ter​melésével) Az élettér meghódítása közben a szaporodó mikrobák szükség​ké​ppen találkoznak eltérő tulajdonságú egyedekkel. Ha az életfel​té​telek szempontjából nem különböznek lényegesen, akkor har​moniku​san beilleszkednek immár közös életterükbe. Ellenkező esetben a létért való küzdelem kegyetlen törvényei érvényesülnek. A természetes élőhely mikrobaközösségeinek összetételében tapasztal​ható jelentős eltérés abból adódik, hogy a szelekciós nyomás alatt az adott körülményekhez legjobban alkalmazkodó egyedek válnak uralkodóvá. Fennmaradásuk a környezet hatásainak az elviselésére szolgáló mechanizmusuk működőképességétől függ. A kiválasztódás szempontja a létért való küzdelem porondján minden esetben csak a gazdasá​gosság lehet. Az az egyed marad életben, amely az adott körülmé​nyek között a legkevesebb energia fel​használásával tudja fenntar​tani az életműködését. Az élettér meghódítása nagymérvű specializálódással járhat. A gazdaszervezethez, vagy a környezethez való szélsőséges alkalmazkodás lecsökkenti ugyan az élő szervezet rugalmasságát és tűrőképességét, de kárpótlásul az adott élettérben akár uralkodó fajként is megjelen​het. A speciali​zálódás több esetben a túlélés előfeltétele, ami azonban a körülmények változása esetén akár pusztulá​suk okává válhat (Az oxigénigényes ecet​sav bak​tériumok a levegőellátó rendszer zavara esetén az ecetgyártó reaktorban  elpusztulnak).


A méretükből következően a mikroszervezetek érzékszerveinkkel nem vizsgálhatók. A jellemzésükhöz szükséges ismereteket csak a környezetre gyakorolt hatásuk felméréséből, illetve átgon​doltan megtervezett fizikai és kémiai kísérleti módszerekkel nyerhető adatok kritikai értékeléséből szerezhetünk. 

Tudatában kell lennünk, hogy vizsgálati eljárásaink durván megváltoztatják a mikroszervezetek életkörülményeit még akkor is, ha úgy véljük, hogy kíméletes módszereket használunk. A megbízha​tó és reprodu​kálható adatgyűj​tés céljából ugyanis minden esetben eredeti élőhelyéről kiszakítva, homogén tisz​ta tenyészetként, a válasz értékelhetősége céljából szélsőséges, de ellenőrzött laboratóriumi körül​mények közé helyezett tenyészet reakci​óit figyeljük. Nem felejtendő, hogy a természet csak a helyesen feltett kérdésre ad kielégítően pontos választ. Kísérleti munkáinkban az idő függ​vényében változó, számszerűsített adatokat szol​gáltató módszerek alkalmazásával sohasem egyetlen sejt, hanem a homogén tenyészet által okozott hatást anali​záljuk. Ebből a szempontból előnyös a kémiailag egyértelmüen meghatározott összetevőket tartalmazó táptalaj — például minimál táptalaj (ammonium szulfát, kálium foszfát, glükóz, nyomelemek) — használata. Érzékelő mű​szereink technikai szinvonala határozza meg a megismerésünk mélységét. A választott vizsgálati módszerek kivitelezésekor figyelembe kell venni, hogy szakmai állásfoglalásunkat megkönnyí​ti a fel​tett kérdésre kapott egyértelmű igen vagy nem válasz. 

2.2.0.0. A MIKROSZERVEZET KÉMIAI ÖSSZETÉTELE ÉS MÉRETE

A mikroszervezetekben található elemek közül szárazanyagra vonatkoztatva legnagyobb tömegben a szén fordul elő. Molarányban természetesen vezet a hidrogén, majd harmadikként az oxigén, végül jelentős mennyiség​ben találunk nitrogént az építőelemek között.  

Sejtmag nélküli (prokarionta) és maghártyát tartalmazó (eukarionta) szervezet kémiai összetétele:

	
	Escherichia coli
	Saccharomyces cerevisiae

	(összegképlet)
	C138H266O42N35P3S
	C3921H6365O2070N597P40S6

	Kén
	  1 %
	  0,2 %

	Foszfor
	  3 %
	  1,2 %

	Nitrogén
	15 %
	  9,0 %

	Szén
	50 %
	47,0 %

	Oxigén
	20 %
	33,1 %

	Hidrogén
	  8 %
	  6,4 %

	Hamutartalom
	  3 % 
	  3,1 %



A mikroszervezetek kémiai összetétele a tenyészet korá​tól függően változik. Az RNS tartalom például csak a logarit​mikus növekedési szakaszban éri el az átlag értéket. Ekkor éri el a riboszómák mennyisége a bioszintetikus folyamatok szem​pontjából optimális szintet.
A 75 % vizet tartalmazó baktérium szárazanyagá​nak 60 %‑a fehérje. Gondos analitikai vizsgálatokkal 3 % DNS-tartalom mellett 16 % ribonuklein​savat és 15 % foszfolipi​det, 3 % poliszacha​ridot és 3 %‑nyi kismolekulájú egyéb anyagot lehet kimu​tatni. Az élesztő viszont 39,0 % fehérjét, 10,8 % nukleinsavat, 4,5 % foszfolipidet, 1,0 % szterolt,  2,5 % trigliceridet, 34,1 % poliszacharidot és 5,0 % trehalózt tartalmaz. A mikrobák nagy fehérjetartalma nem meglepő, hiszen egyetlen sejtben tartalmazzák az életműkö​désükhöz szükséges teljes enzim​készletet. 

Amíg egy 500 kg‑os szarvasmarha egy nap alatt fél kg fehérje szintézisére képes, addig 500 kg élesztő​sejt 25-50 tonna fehérjét szintetizál 24 óra alatt. Még kedvezőbb a helyzet, ha a rövidebb generációs idővel szaporodó és nagyobb fehérjetar​talmú baktériumsejt teljesítményét számoljuk. A mikroszervezetek nagy metabolikus aktivitása élelmis​zeripa​rilag hasznosítható takarmányfehérje termelésre ad lehetősége​t.  (Megjegyzendő, hogy a szarvasmarha ezt a fehérjemennyiséget a mezőn legelve állítja elő, az élesztősejt viszont nagy költség​gel épített speciális üzemeben képes a fent említett teljesítményre.) 

2.2.0.1.A MIKROSZERVEZET ÉS A KÖRNYEZET KÖZÖTTI KAPCSOLAT


A mikroorganizmusok és a környezet között kialakult kapcsolat szempontjából különleges jelentőségű a mikrobák viszonylag nagy fajlagos felülete, ami éppen kis méretükből adódik. A baktériumok átlagos nagysága 1‑2 m, de az élesztőgomba átmérője sem éri el a 10 m‑t. A méretből adódó fajlagos felület hatása jól érzékelhető, ha megfontoljuk, hogy egyetlen köbcen​timé​ternyi térfogatú kockában 1012 db köbmikrométeres (3) kis kocka helyez​hető el, ami 10‑ezerszer nagyobb felületet jelent. A mikroba számára ez a nagy felület szolgálja a környezettel való kapcso​lattartást, az anyag​felvételt és -leadást. Példaként szolgál​hat néhány ismert faj széles határok között változó oxigénfelvételének az  összehason​lítása a sejtek méretből (1-10-100-500 µ) adódó fajlagos felülettel.

	Azotobacter sp
	2000  ml oxigén  ·  mg –1óra-1

	Acetobacter sp.
	1800  ml oxigén  ·  mg –1óra-1

	Pseudomonas sp
	1200  ml oxigén  ·  mg –1óra-1

	Élesztők                                          

Veseszövet
	  110  ml oxigén  ·  mg –1óra-1
    20  ml oxigén  ·  mg –1óra-1

	Falevél                                   
	      2  ml oxigén  ·  mg –1óra-1

	
	        


2.2.0.2. A MIKROSZERVEZET HŐMÉRSÉKLETÉRZÉKENYSÉGE
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A mikroszervezet növekedését befolyásoló tényezők közül meghatározó jelentőségű a tenyésztés hőmérséklete. Ebből a szempontból pszichrofil, mezofil, termofil és extrém termofil csoportokat​ különböztethetünk meg.  Nyilvánvaló, hogy minden esetben a hőmérséklettől függő fizikai, kémiai és élettani jelenségek bonyolult láncolatával találkozunk. A gázok oldhatósága, hidrogén ion koncentráció,  viszkozitás, az enzim​reakciók sebessége, az enzimek hőtűrése, a membránfluiditás (kémiai összetétel) ​válto​zása, a transzport jelenségek, a diffúziós és kolloid jelenségek mind eltérő hőfokfüg​gést mutatnak. A bonyolult összefüg​gések részletes feltárása nélkül egyetlen paramétert változtatva a generá​ciós idő meghatározásá​val, vagy valamilyen anyagcsere termék képződésének a mérésével lehet egy-egy faj (törzs) esetében a kiválasztott szempontból optimális hőmérsék​let tartományt kijelölni.

2.3.0.0. A MIKROBÁK NÖVEKEDÉSE, SZAPORODÁSA

Az élőlény jellemző tulajdonsága a növekedés, amely több ezer, részben ismert enzim katalizálta bioszintetikus lépés eredménye. Ennek a folyamatnak minőségileg elkülöníthető eseménye a sejt osztódása, a teljes sejtciklus lejátszódásával az önmagához hasonló új egyed létrejötte. Ideális esetben az élőszám kettőződésével a sejttömeg is kétszereződik (generációs idő).


A lappangási idő (lag fázis) hossza a környezeti tényező függvénye. Elsősorban az oltótenyészet biológiai állapotától,  korától, az oltótenyészet és a friss táptalaj összetételében mutatkozó különbségtől függ. A lag-fázis biokémiai történéseit nem ismerjük részleteiben, csupán annyit tudunk, hogy a sejtszám változása nélkül jelentős RNS szintézis észlelhető, amit a növeke​déshez szükséges enzimek képződése követ. A fázis fontos eleme a friss tápközeghez való alkalmazko​dás és a környezet kedvező irányú befolyásolása.


száraz                                                                           stacioner fázis

tömeg                                                           lassuló                                      sejtlízis

logaritmikus                                                                                                                       

skálán 

                                                     (log-fázis)

                                         exponenciális


                              lag-fázis


                                                                                                                                                           idő skála

        A mikroszervezet növekedése folyékony táptalajon folytonosan kevert tenyészetben

Ez sok esetben bizonyos vegyületeknek a sejtből történő kiáramoltatá​sával jár. Nagyobb mennyiségű sejttel való oltás lerövidíti a lag fázist; kevés számú sejttel való oltás pedig akár több napra is nyújt​hatja ezt. A lag fázist egy rövid átmeneti szakasz követi, amelynek a végén a tenyészet​ben található sejtek zöme friss osztódásból származó fiatal, virulens egyed. A gyorsuló átmeneti szakasz szinte észre​vétlenül vált át az exponenciális fázisba. A növekedés mértéke eléri a (max) maximális osztódási sebességet. A lag fázist követő fejlődési szakaszt azért nevezzük loga​ritmikus növekedési szakasznak, mivel a mérhető értékek logarit​mikus skálán ábrázolva egyenest adnak. Maximális növekedési sebesség csak egy viszonylag rövid szakaszban mérhető, amikor a mikroba növekedé​sét semmi sem korlátozza. A növekedéshez szükséges szubsztrátum elegendő és a gátló anyagcse​re termékek felszaporodása is elhanyagol​ható. 

Az egy ciklusban növekedő tenyészetben (batch culture) valójában folytonosan csökkenő tápanyag koncentráció mellett az idő előre haladtával, a tápanyag koncentráció változásának függvényében végül az éhező tenyészet anyagcsere viszonyairól is bőséges adatot nyerhetünk. A maximális növekedési sebesség az idő előre ha​ladásával csökken, és a növekedési görbe ellaposodva a veszteglő szakaszt (stacioner-fázis) mutatja. A tápanyagok mennyiségében, illetve az összetevők (táptalaj-alkotórészek) arányában bekövetkező változás lassítja az életműködést. A növekedés ugyan még tart, de egyre több életkép​telen sejt halmozódik fel. A vizsgálódást tovább folytatva a pusztuló fázisban az élősejtszám csökkenését, majd a sejttömeg lebomlását tapasztaljuk. Az élni akaró mikroszervezet végül a pusztuló sejtek bomlástermékeiből próbálja a túléléshez nélkülözhetetlen anyagokat összegyűjteni. A magyar szakzsargon ezt az egy ciklusban folyó növekedést  — történeti okból — szakaszos tenyésztésnek nevezi.

A reakciótérként szereplő tápközegben állandó hőmérsékleten a hidrogénion-koncent​ráció és a vizes közegben oldott gázok (oxigén és szén​dioxid)  mennyisége, valamint a mikroba által kiválasztott anyagcsere​termé​kek is befolyásolják a növekedés sebességét. (A légkörben rendel​kezésre álló oxigén, vizes közegben való gyenge oldhatósá​ga miatt, nem egy esetben növeke​dést limitáló faktorként jelentke​zhet) Bonyolítja a helyzetet, hogy a növekedő tenyészetben jelenlevő sejt mérete az idő függvényében változik. A logarit​mikus fázis kezdeti szakaszában a sejtek mérete és tömege sok esetben lényegesen nagyobb, mint a logaritmikus fázis végén. Nem egy esetben a logaritmikus fázis kezdeti szakaszában megfigyelhető mozgékonyság (ostormozgás) is később megszűnik. 

Az élettani állapot vizsgálatához az egy ciklusban fejlődő tenyészetnél előnyösebb a folytonosan növekedő (continuous culture) tenyé​szet használata. Az exponenciális szakasz növekedési sebességét sejtpusztulás nélkül, tartósan fenn lehet tartani, ha folytonosan adagolt tápanyaggal biztosítjuk az optimális táplálást és ezzel egyidejű​leg a túlfolyóval ellátott tenyésztő edényből az anyagcsereter​mékeket és a képződő sejtek arányos részét a hűthető gyüjtő edénybe juttatjuk. Az erre szolgáló eszköz a turbidosztát, amely aszeptikus körülmények között a mikroszervezet növekedéséhez szűkséges fizikai kémiai körülményeket (keverés, levegőzés, hőmérséklet, optimális pH,) maradéktalanul biztosítja. A dinamikus egyensúlyi állapotban levő (steady state) tenyészet előállítása érdekében a  higítás mértékét az adott generációs idő alapján meghatározott időegység alatt adagolt táptalaj mennyisége határozza meg. 
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A higítási állandó (D) az átfolyó friss táptalaj és a reaktorban növekedő tenyészet térfogatának hányadosa, amely számszerűen egyezik a specifikus növekedési állandó () értékével. A kihozatali állandó számítható: a képződött sejttömeg és a felhasznált tápanyag (g.L–1) hányadosa.

A növekedési ráta a sejtszaporodás mérésére használt eszközök tel​jesítményétől függő pontossággal a tenyészet biológiai aktivitásának a jel​lemzésére szolgál. A tenyészet növekedésének az ütemét az élő sejttömeg, illetve az élő sejtszám megket​tőződéséhez szükséges idővel jellemezhet​jük. A két adat a folytonosan növekedő  tenyészetben jól egyezik. Az ilyen egyensúlyi állapotban szaporodó tenyészet tartós fennmaradását az eltávolított tenyészet térfogatával megegyező friss táptalaj folytonos adagolása teszi lehetővé.

Dinamikus egyensúlyi állapotban levő (steady state) tenyészet előállítható rázó asztalra erősített lombikban kétcsatornás pertisztaltikus pumpát használva. A higító táptalaj a vékonyabb, az elszívás pedig egy vastagabb cső hassználatával oldandó meg.

                                                 A generációs idő és a specifikus növekedési állandó összefüggése                                            

	 
	Generációs idő(óra)
	Növekedési állandó 
	pt / po
	
	

	
	                1                                                
	            0,693
	2
	pt =sejttömeg t órában
	

	
	                2
	            0,345
	1,41
	po=sejttömeg 0 órakor
	

	
	                3
	            0,230
	1,26
	
	

	
	                4
	            0,173
	1,198
	
	

	
	                5
	            0,124
	1,15
	
	


A mikroorganizmus fiziológiai állapotára vonatkozó adatgyűjtésre széleskörben aslkal,azzák a kemosztátban való folytonos tenyésztést.  Ez esetben limitáló faktorként szabadon választható a táptalaj valamelyik nélkülözhetetzlen összetevője (szénforrás, nitrgénforrás, a foszfát vagy a kén). De limltáló komponens lehet az oxigén is. A mikroszervezet fiziológiai állapotát a higítási ráta állítja be, mert a sejtben felhasznált tápanyag komponensek asktuális mennyisége, az anyagforgalom (turnover) döntően befolyásolja az élettani viszonyok koncentráció függő szabályozottságát. Az exponenciális fázis specifikus növekedési rátája a kemosztát kultúrában a hígítási rátával egyezik. A higítási rátát növelve a köztesanyagcsere szabályozási mechanizmusa is éárvényesül, sőt bizonyos metabolitok termelése is lehetővé válik. Az átfolyási ráta további emelését adott esetben a kimosódás akadályozhatja.


A mérhető növekedés tehát számszerű adatot szolgáltat a vizsgá​landó szervezet élettani állapotáról. Elfogadhatónak látszik az a fel​tételezés, hogy az életkörülmények kedvezőbbé válására bizonyos mértékben a képződő sejttömeg mennyiségéből következ​tethetünk. A növekedés ütemét valójában egy‑egy limitáló hatású enzim teljesítménye határozza meg. Bármilyen sejtméreg vagy enzimgátló anyag jelenléte, tápanyaghiány vagy kedvezőtlen fizikai körülmény a generációs idő megnyúlását, a sejtosztódás sebességének a csökke​nését okozhatja. A mikroorganizmus növekedési sebessége a mikros​zervezet és a környezete közötti viszonyra jellemző számszerűen megadható adat. A munkahipotézis szerint a növekedési sebesség fokozódása az optimális körülményekhez való közeledést jelzi. Ennek az adatnak a megbízható mérése, a növekedés ütemének a meghatáro​zása, nem könnyű feladat. Ezt a megállapítást igazolja az irodalomban és a laboratóriumi gyakorlatban használt mérési módszerek nagy száma. (Száraz sejttömeg mérés, élő sejtszám változás mérése, fényelnyelés mérése, nefelométer használata, DNS- tartalom mérés, fehérjetartalom-mérés, stb.) 


Jack Monod 1942‑ben bevezetett egyenlete a szubsztrátum hasz​nosíthatóságára vezeti vissza a növekedési sebesség alakulá​sát. Formailag a specifikus növekedési rátára vonatkozó egyenlete megegyezik a Michaelis‑Menten féle klasszikus enzimkinetikai egyenlettel.

	Michaelis‑Menten                      



	Monod

	                                                     S

                          V = Vmax


                 KM + S
	                                            S

  =   max

                                      KS  +  S

	V =  reakciósebesség 

S = szubsztrátum                 

            
	 =  specifikus növekedési ráta

S  =  növekedést limitáló tápanyag  (g.L–1)

	Vm​ax  = maximális reakciósebességi állandó
 

KM = féltelítési S konc. Vmax / 2‑nél

            
	max  = a   maximális értéke 

KS = féltelítési koncentráció max  / 2‑nél                                                                                       (limitáló tápanyag mennyiség használatakor!)

	Megjegyzendő, hogy a Michaelis‑Menten egyenlet gátlószer nélkül, ép (kémiailag stabil) enzimet használva érvényes.
	Megjegyzendő, hogy Monod egyenlete exponenciálisan növekedő homogén sejtszuszpenziót és metabolizálható szubsztrá​tumot (S) használva érvényes.



A baktériumsejt növekedése optimális esetben exponenciális összefüggést mutat a tenyés​zidővel. Húsz perces generációs időt feltételezve 10 osztódással három és fél óra alatt a kiindulási sejtszám ezerszeresét mérhetjük. További hat óra múlva egyetlen sejtből kiindulva az élő csíraszám megközelíti a 100 milliót. Gyakorlatilag egy kezdeti lappangási szakasz, várakozási idő (lag-fázis) után, a növekedés intenzív szakaszában mérhetjük a tenyésztés hőfoka által befolyásolt — Escherichia coli esetében 20 perces —  generációs időt. Ha a sejt térfogatot 1 m3 -nek tekintjük, akkor 48 óra alatt 20 perces generációs idővel 2,2x1025 m3  protoplazmához jutnánk. Megjegyzendő: a Föld térfogata csak 1,1x1021 m3!

2.4.0.0. TÁPTALAJ-ÖSSZETÉTEL HATÁSA A MIKROBA NÖVEKEDÉSRE.  

    
Alaptételként elfogadandó, hogy a mikrobatörzsek az anabolikus és katabolikus folyamatok változó arányú működ​tetésével a kísérletező személy számára minden esetben az adott tenyésztési körül​mények között lehetséges optimális szaporodási tel​jesítményt nyújtják.           


A növekedés mérése ennek megfelelően olyan zárt rendszerben végezhető, amely a vizsgálandó homogén tenyészet életfeltételeit biztosítja. Minden mikroszervezet az életműködéséhez, növekedéséhez szükséges építőelemeket előnyösen a tápközegből szerzi, illetve a felvett anyagokból saját szervezetének felépíté​sé​hez szükséges bonyolult vegyületeket enzim​rendszereivel állítja elő. Ha a tápközeg valamilyen természetes eredetű növekedési faktort — például élesztőkivonatot — is tartalmaz, akkor a mikroba gyorsabban fejlődik, mert az életműködéséhez szükséges vegyületek szin​tézisére fordítandó munkát meg​takarítja. Célirányosan a tápközeg (táptalaj) a vizsgálandó szervezet fejlődéséhez szükséges valamennyi összete​vőt tartalmazza. A vizsgálandó homogén tenyészettel oltott tápközeget a növekedés szempontjából ideális hőmérsékleten tartva, időrendben követjük a megfigyelhető élettani változásokat. Kiegyensúlyozott növekedéshez a faj, illetve törzs számára optimális szén/nitrogén arányú táptalaj használata kívánatos. Ez esetben a mikroszervezet nem kényszerül nagyobb mennyiségben lebontó, illetve átalakító enzimrendszerek működtetésére. Baktéri​umok tenyésztésére előszeretettel használják a húslevest szén- és nitrogénforrásként, mert a növekedéshez és a szaporodáshoz szükséges építőelemeket bőségesen tartalmazza.


A mikroba élettani tulajdon​ságaira vonatkozó adatok gyűjtése és az élő rendszer tanul​mányozása céljából azonban kívánatos, hogy mérőmód​szereink​kel a szükséges építőele​mek felvételét követni tudjuk. Ezért előnyösebb kémiailag tiszta, ismert összetételű tápközeg használa​ta, szükség esetén olyan ismert anyagokkal kiegészítve, amelyek​nek előállítására a törzs genetikai okok, például bizonyos enzimek hiánya miatt képtelen. Az úgyneve​zett vad törzsek általában az élő szervezet felépíté​sé​hez és szaporodásukhoz szükséges építőelemek előállítására szolgáló teljes enzim​készlettel ren​delkezve az anyagcsererendszer bonyolult összefüggéseinek a felderítésére alkalmasak. 

Az Es​cherichia coli élettani vizsgálatára alkalmas minimál táptalaj összetétele: 

                        0,062   M   
foszfát puffer 

           
               

         0,0004 M  
mag​nézium-szulfát


                                       
         0,015   M   
ammónium ion 


                                       
         0,0225 M  
glükóz   (illetve 0,045 M glicerin)  mint szénforrás


A táptalaj összetevői jól mérhetők. Az anyagfelvétel és -leadás kémiai módszerek​kel követhető. Az E. coli terminális oxidációval, illetve fermentációval is jól működő energianyerő folyamata lehetőséget adott a bonyolultan összefüggő, számtalan kerülő utat működtető anyagcsere-hálózat részletes vitzsgálatára, különös tekintettel annak a szabályozási mechanizmusaira.

A tenyészet sejtjei természetesen időben jól elkülöníthető, minőségileg eltérő fejlődési szakaszokra osztható egyéni életcik​lusukat élik. A gyorsan osztódó baktériumok tenyé​szetében az egyedek fejlődési szakaszainak random eloszlása miatt az egyes sejtek élettani állapota, egyetlen sejtben történt változások általában nem vizsgálható. Különleges körülmények között, például szinkronizált kultúrában viszont tanulmányoz​hatóvá válik. A szinkronizálás egyuik módszere, ha a vegetatív oltó tenyészetet limitáló glükóz koncentráció jelenlétében (például 0,00045 M glükóz) inkubáljuk 8-10 órán keresztül. Átoltáskor a kiéhezett de életképes sejtekben a bőséges glükózt tartalmazó táptalajon egyszerre indul a növekedés. A szinkron fejlődés néhány kettőződésen keresztül érvényesül.

.


A szénforrásként hasznosítható vegyületek mennyiségi változása  akár folyamatos méréssel is jól követhető. Szén​hidrátokon, szénhidrogéneken, polialkoholokon kívül az aminosavak szénváza, zsírok, szerves savak is hasznosulnak energiaforrásként. A mikrobiológiai laboratóriumok kutató és ellenőrző munkájukhoz – különösen rendszer​tani kérdések eldöntésekor – a polialkoholok és a szénhidrátok kép​viselőit előszeretettel alkalmazzák, mivel fajokra jellemzően sok esetben eltérő mértékben hasznosul​nak. A sejtmembránon való áthaladásuk, illetve foszforilációjuk sebessége eltérő lehet. Az ipari gyakorlatban előszeretettel használják szén és energiaforrásként a glükózt, illetve növényi polimerjét a keményítőt. A  diszacharidok közül a szacharózt és a laktózt alkalmazzák. Pentózok közül a xilóz, illetve polimerje a xilán, a polialkoholok közül pedig a glicerin, lipidek közül a növényi olaj alkalmazása említhető.


Nitrogénforrásként biológiai fel​használ​hatóság és könnyű kezelhetőség s​zem​pontjából az ammóniát vizes oldatként, esetleg nitrát-, szulfát-, illetve foszfátsó formájában vagy karbamidként adják a táp​közeghez. Meghatározott körülmények között a mikroorganizmusok egy csoportja képes a légköri nitrogén megkötésére. Teljes értékű táptalaj alkotórészeként előnyösen használ​hatók a növényi (szója-, mogyoró-, gyapotmag-, lucer​naliszt for​májában), valamint az állati erdetű fehérjék, esetleg oligopep​tidekre hasított (kazein, hús​kivonat, kazamin, pepton, tripton) formában. Szerves nitrogént tartalmazó táptalajokban az aminosavak általában nem olyan arányban fordulnak elő, amint a mikroszervezet igényli. A fölöslegben levő aminosavakat a közti anyagcsere enzimei lebontják vagy a szükségletnek megfelelő aminosavak​ká alakítják. Előnyösen használhatók tápanyagként bizonyos ipari folyamatok melléktermékei. A szeszlepárlás után visszama​radt koncentrátum  (szeszmoslék), vagy a keményítőgyártás mellékter​mékeként visszamaradó kukorica-áztatólé tejsavas erjesztésével nyert koncentrátum. Ez utóbbi termék biosz anyagokban gazdag kukoricalekvár néven kerül forgalomba. Sertés​tápszerként, ill.  fermentációs eljárások táptalajában nitrogénforrásként kerül felhasználásra.


A mikro​szervezet növekedését serkentő olcsó vitaminforrásként sok esetben biosz anyagokat tartalmazó, élesztőkivonatot adnak a tápközeghez.


 A fémionok a táptalajok esszenciális alkotórészei. Nagyobb mennyiségben a kálium és a magnézium, nyomokban a vas, a cink, a mangán, a molibdén, a kobalt, a réz és a kálcium jelenléte szükséges. Nyomelemeket általában a tápanyagok szennyeződésként — illetve a csapvíz — elegendő mennyiségben tartalmaz. Anionként foszfát és szulfát jelenléte nélkülözhetetlen. Ebből következően igényeink szerint kemosztátban akár foszfátlimitált tenyésztési körülményeket is beállíthatu​nk.    


A nedvesség a mikrobák természetes élőhelyén nélkülöz​hetetlen; hasznos, vagy káros tevékenységüket meghatározó faktor a víz. Rothadás, korhadás, penés​zedés nedves körülmények között indul meg. A mikrobák okozta káros hatások szempontjából a trópusi páratelt klíma különösen veszélyes! A prokarióták nem képesek magukat megvédeni a kiszáradás ellen. Termés​zetben való létezésük víz jelenlétéhez kötött.  A tenyésztésre használt légtermosztátokban (inkubátor) ezért a páratar​talom megőr​zésére fokozottan ügyelni kell.


A szén-dioxid jelenléte az élővilág számára alapvető jelen​tőségű. A mikrovilág szénforrásként képes hasznosí​ta​ni a Föld légkörében kezdettől fogva jelenlevő szén-dioxidot. A metanogé​nek elektron akceptorként hasznosítják: Négy hidrogénmolekula felhasználásával ATP és két molekula víz képződése mellett metánná redukálják. Nemcsak az autotróf ősbaktériumok és fotoszin​tézissel élők kötik a szén​dioxidot ferredoxinnal működő reduktív citromsav​ciklus segítségé​vel, de az aerob energianyerő folyama​tok​kal rendelkező szer​vezetek számára is nélkülözhetetlen bizonyos vegyüle​tek szin​téziséhez. A piros​zőlősav, illetve foszfoenol-piroszőlősav karboxilezése az egyetlen lehetőség az oxidatív citromsav ciklus feltöltésére minden olyan esetben, amikor a mikroszervezet építőelemeinek képződése a Szent Györgyi-Krebs-ciklust terheli. Az arginin, a piridin és a purin származékok képződése szén-dioxid jelenléte nélkül leáll. A legtöbb aerob mikroba növekedése erősen levegőztetett táp​talajon nem indul meg, csak álló kulturában, mert a membrán kialakulásához szükséges zsírsavak (malonil-CoA igény) kép​ződéséhez a légkör parciális szén-dioxid nyomásának egy minimális szintet kell elérnie. Ez nem meglepő, mert az élővilág kialaku​lásakor, a növényvilág meg​jelenésekor, a légkör szén-dioxid tartalma a mai szintet lényegesen meghaladta. Ennek kései emléke, hogy fóliasá​torban a légkör szén-​dioxid tar​talmának növelése  a növények fejlődését segíti. 


A hidrogén az élő szervezetet felépítő elemek között leg​nagyobb mennyiségben fordul elő. Az élővilág kialakulásakor elektron forrásként hidrogént hasznosító enzimrendszerek szerveződ​tek. Ezek az ősi mikrobák ma olyan biotópokban élnek, például a bendő mik​ro-flórájában, ahol az életközösség valamelyik tagja állítja elő számukra az elemi hidrogént. Jelentős mennyiségű hidrogént juttatnak a környezetbe a nitrogént kötő baktériumok. Az aerob élő világ a tápanyagként felvett vegyületek dehidrogé​nezésével nyert protont használja a bioszintézisben.


Az oxigén az aerob mikrobák számára életműködésük fenntar​tása szempontjából mint légzési szubsztrátum (elektron akceptor) meghatározó jelen​tőségű. Egyes vegyületeknek a képződése, például a go​m​bák m​e​m​b​r​á​n​j​á​ban levő s​z​t​e​r​i​nek bioszintézise a légköri oxigén jelenlétét igényli. Mélyfermentációs (süllyesztett) eljárásoknál, különösen a gombák esetében — csekély (5 g mL-1) vízold​hatósága miatt — az oxigén limitáló faktorként jelentkezhet. A kifejlesztett eljárások technológiai megoldásai a választott organizmus kielégítő oxigénellátását szolgál​ják. Laboratóriumi körülmények között az oxigén parciális nyomásának a növelése is hatásos lehet oxigén bevezetésével.



Tanulságos megfigyelni a fehérjeszintézis és a ribonukleinsav-szintézis összefüggését a növekedési sebességi állandóval különböző szénforrást tartalmazó Escherichia coli tenyészet adatait tartalmazó táblázatban. ahol minimál táptalajon a generációszám jelentősen csökken.

	Táptalaj
	Generációszám / óra
	DNS g

/ mg sejt
	rRNS g

/ DNS g
	RNS g

/ DNS g
	Fehérje g

/ DNS g
	Fehérje g

/ RNS g
	Ehérje g

/ rRNS g

	Húsleves
	           2,4
	    30
	   0,3
	     2.-
	    22
	      3,7
	     4,5

	Glukóz*
	           1,2
	    35
	   3,9
	     2.4
	    21
	      2,8
	     4,6

	Glicerin*
	            0,6
	    37
	    2,4
	     2,4
	    21
	      1,8
	     3,6

	Glutamát
	            0,7
	    40
	    0,9
	      0,9
	    21
	      1,0
	     3,3


*  N forrás      ==       ammónium szulfát

A növekedés követésére a tenyészet fehérje-, vagy DNS tartalmának meghatározása. előnyös módszerként alkalmazható, mert a fehérje/DNS hányadost a tápközeg összetétele és a generációszám alig befolyásolja. Az is jól látszik a táblázat adataiból, hogy a sejt növekedési sebessége és a riboszómák száma, azaz a rRNS, valamint a tRNS mennyisége szoros összefüggést mutat. Ezt erősíti meg az összes RNS tartalom alakulása  is.
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gliik6zt és ammonium sét tartalmazé agar téptalajon.




A fonalas gombák növekedésének mérése agar táptalajon is kivitelezhető. A telepátmérő növekedésének mértéke illetve leállása sok esetben nem a táptalaj esszenciális összetevőinek a hiányát jelzi, hanem lehet az eukariontákra jellemző öregedési fiolyamat következménye.

A fonalas szervezetek esetében azt is figyelembe kell venni, hogy a telep egyidejűleg különböző fejlődési állapotban levő sejtek egymással pórusokon kertesztül érvényesülő összeköttetésben állnak. Lásd bbővebben a mikroszkopikus gombák tulajdonságait tárgyaló füzetet.

                                   2.5.0.0. A MIKROSZERVEZET MEGJELENÉSI FORMÁJA: AZ ÉLŐ SEJT

Az élő sejt fennmaradását két, elvileg eltérő törekvés ötvözete biztosítja. Egyidejűleg érvényesül az autarchiára törekvés és a környezethez való alkalmazkodás, a környezetbe való beilleszke​dés gazdasági kényszere. (A létért való küzdelemben az győz, amelyik gazdaságosabban képes fennmaradását biz​tosítani.)


A mikroorganizmusok protoplazmájában működő anyagcsererendszert a sejtburok legfon​tosabb alkotóeleme, a citoplaz​ma membránja, a sejthártya határolja el a környezettől. Nemcsak elválasztja attól, hanem egyben össze is köti, mivel az anyagfel​vétel és -leadás ugyancsak ezen az elválasztó burkolaton keresztül történik, mégpedig egy​részt pas​szív, de nagyobbrészt aktív transzportjelenségek ered​ményeként. 


A mikroba megjelenési formáját, morfológiai képét, alakját és méretét ugyancsak a sejtburok egy alkotóeleme, a sejthártyán kívül elhe​lyezkedő, viszonylag szilárd sejtfal határozza meg. A mikroszkópi kép alapján megkülönböztethető megjelenési formát a legismertebb családok neveivel, mint típusnévvel jelölik (coccoid, bacilloid, vibroid, spirillum, sarcina, diplococcus, stb. alak). A tenyésztési körülményektől függően változó alakban megjelenő szervezeteket “pleomorf”-ként tárgyalják a morfológusok. 
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A mikroorganizmusok egy csoportját, meghatározó jellegű anató​miai kü​lönb​ségként a sejtfalon kívül egy második, úgyneve​zett külső membrán választ​ja el a környezetétől. A mikroszervezet külső felüle​tén különböző anti​génként ismert szén​hidrát‑polimerek, illetve változó szerkezetű, mozaikszerűen elhelyezkedő fehérjemolekulákból álló réteg borítja. 
A sejtburok külső réte​geként sok esetben több‑kevesebb nyálkás poliszacharidot tartalmazó, sokszor kocso​nyás természe​tű anyag (glükokálix) található; ha ez jelentősebb vastagságú, akkor toknak nevezzük.

2.6.0.0. A PROTOPLAZMA másnéven CITOPLAZMA 


A régebbi elnevezés a görög  ősi és csinálmány szavak összevonásából, az újabb a görög  üreges test fel​használásá​val született. Közönséges fénymikroszkópon vizsgálva a prokariota sejt bel​tartalma homogén fényáteresztő anyagnak tűnik. A festett készít​ményeken látható szerkezeti elemek való​ságtartalmát a sejt külön​böző sűrűségű alkotóelemeit megkülönböz​tető fáziskontraszt mik​roszkóptechnika eredményei erősítették meg. Az elektronmikrosz​kóp fejlődése azután egyre részletesebb információt szolgáltatott az élő sejt szerkezeti elemeiről. Lát​hatóvá vált az örökítő anyagot tartalmazó maganyag, a DNS, a fehérjeszinté​zisért felelős riboszóma, különböző, membránnal határolt vezikulu​mok, mikrotes​tek. A citoplazmát a sejtfalától megfosztott mikroszervezet, ‑ a protoplaszt ‑ mechanikus vagy ozmotikus roncsolásával nyerhetjük. A kolloidkémiailag jellemezhető rendszert a membránroncsoktól centrifugálással szabadíthatjuk meg. Kémiailag dezoxiribonuklein​sav, ribonukleinsav és nagy mennyiségű fehérje mellett nagy mole​kulaméretű szénhidrát polimerek jelenléte igazolható. A kis​molekulájú frakcióban aminosavak, nukleotidok, szénhidrátok, lipi​dek mutathatók ki, de több mint 60 féle nukleotid-cukorszár​mazék fordul elő például sejtfalépítéshez, illetve tokpolis​zacharid képződéshez szükséges prekurzorként. Sűrűség-grádiens centrifugálással a citoplazmából különbö​ző sűrűségű frakció​kat lehet elkülöníteni.  Az új biokémiai vizsgá​ló módszerek — a fehérjefrakciók szétválasztásával — az anyagcsere enzimeiről nyert ismereteinket sza​porítják.

2.6.1.0. A CITOPLAZMA ÉLETTANI JELENTŐSÉGE

A citoplazma fehérje frakcióját a sejtanyagcsere lebontó és felépítő reakcióit katalizáló enzimek összessége alkotja. Az élő sejt roncsolásával kapott kivonatból nyerhető enzimeket az elmúlt ötven évben laboratóriumi körülmények között részle​tesen vizsgálták. Reakciókinetikailag jellemezve, sokat közülük kristályos formában is előállítottak. A kapott eredményeket a legtöbb esetben nem sikerült működőképes egységbe összehangolni. A sejtkivonatban mért koncentrációviszonyok a legtöbb esetben nem érték el az enzimek optimális működéséhez szükséges szintet. Ezek az enzimek ugyanis in vivo funkciójuknak megfelelően, fehérje-komplexek, vagy lazább asszociátumok formájában reakcióso​rokká rendeződve — a reakció sorrendnek megfelelően egymáshoz molekuláris közelségben — számos esetben szinte a kris​tályvizükben működnek. A reakciósor köztiter​mékei általában nem jelennek meg a citoplazma teljes tér​fogatában, mert a képződő termék a szomszéd enzim szubsztrátu​maként folyamatosan felhaszná​lásra kerül. A térbeli közelség miatt egy‑egy enzim aktív köz​pontjában könnyen kialakul​hat az a szubsztrátum koncentráció, amely az enzim optimális működéséhez szükségel​tetik. Szerencsés esetben ez az asszociatív kapcsolat a gondosan végzett feltárás körülményei között is megmarad, ami a vizsgála​tukat lehetővé teszi. Az élő sejtben a lebontó és felépítő folyamatok bonyolultan kapcsolódva összefüggő, rugalmas anyagcsere-hálózatot alkotnak. A bonyolult összefüggések egy‑egy célvegyület előállítására kü​lönböző alternatív utakat biztosítanak. A gazdaságosság elvéből következik, hogy egy adott idő​szakban nincs jelen a teljes enzimkészlet. Az egész lebontó és felé​pítő rendszert kifinomult mechanizmus szabályozza. A változó életkörülményekhez való alkalmazkodást a genetikai állományban levő lehetőségek hasznosítása segítheti. A szelekciós nyomás hatására új mutánsok megjelené​se vár​ható. .A szabá​lyozás színvonala adott esetben a létért való küzdelem porondján a túlélést meghatározó faktorrá válik. Az élettér betöltéséért folyó versenyben a leggazdaságosabban működő lény lesz a győz​tes, miközben az anyag és az energia gazdaságtalan felhasználói automatikusan kihígulnak a populációból.

2.6.1.1. SZÉNHIDRÁT-ANYAGCSERE A CITOPLAZMÁBAN   


Valójában a biokémiai evolúció történései között először a glükóz képződést katalizáló reakciósor (glükoneogenesis) alakult ki, mert a környezetben az ősi időkben aligha fordult elő hasznosítható szénhidrát. Később, amikor ezek a vegyületek feldúsultak a környezetben, akkor kapott fontos élettani szerepet a szénhidrát lebontás útja (glükolízis). A szénhidrát-anyagcsere fogalma valójában a lebontó és a felépítő folyamatok egyidejű működését jelenti. Ezt mutatja a rever​zibilisen működő ​gli​cerinsavfoszfát-kináz elneve​zése, amely az ATP energiatartalmát haszno​sítva a glicerinsav‑foszforsav vegyes an​hidrid létrejöttét katalizálja. A karboxilcsoport redukciójához a vegyes anhidrid csoport kialakulása fel​tétlenül szükséges. 


A glükóz szintézis esetében a glikolízisben is szereplő reverzibilis enzimeken kívül néhány speciális enzim működik. Ezek feladata a gyakorlatilag irreverzibilisen működő, katabolikus funkciót betöltő enzimek kiváltása. Ilyen feladatot lát el a foszfoenolpiruvát karboxikináz, amelyik oxálecetsavból a GTP energiatartalmát hasznosítva egy szén-dioxid felszabadulása mel​lett foszfoenol-piroszőlősavat képez. Oxidáló légkörben kialakuló folyamatban az oxálecetsav képződését piruvátból egy szén​-dioxid fel​vételével az ATP energiatartalmát hasznosítva a piruvát-karbo​xiláz katalizál​ja.


A másik kritikus ponton a fruktóz‑1,6‑biszfoszfát-foszfatáz katalizálja a fruktóz‑6‑foszfát képződését egy anorganikus fosz​fát felszabadításával. A következő rekciólé​pésben az izomeráz segíti elő a glükóz‑6‑foszfát képződését. Ebből a cukorfoszfát​ból (G-6-P) képződik a membrán alkotóe​le​me​ként ismert inozitol, a sejtfal szintéziséhez szükséges glükóza​min és ebből indul a hexózmonofoszfát (HMP) úthoz kapcsolódó pentóz​foszfát ciklus, amely többek között a nukleinsa​vak építőelemei​ként ismert ribóz képző​désére, valamint az aromás aminosavak szintézisére ad lehetőséget. A glükóz‑6‑foszfát hidrolízisét szükség esetén a glükóz‑6-foszfatáz katalizálja.


 A szigorúan anaerob mikroszer​vezetekben (Chlorobium sp., Sulfolobus sp.) talált fer​redoxin függő reduktív citromsav ciklus végzi az archaeozoikum redukáló légkörében jelenlevő szén-dioxid megkötését (Proc. Natl. Acad​. Sci. 55:928-34, 1966.). A glükózt szintetizáló rendszert a reduktív citromsav-ciklusban termelődő oxálecet​sav tölti fel. Az oxálecetsavból NADH függő redukcióval almasav képződik, amiből vízkilépéssel képződik a fumársav. Ezt redukált flavin mononukleotid alakítja borostyánkősavvá. A szukcinil-CoA képződéshez ATP és CoA-SH szűkséges. Redukált ferredoxin segíti a CO2  felvételt. A képződő -ketoglutarát NADPH segítségével újabb  CO2  felvételével alakul izocitráttá, amiből cisz-akonitáton keresztül citromsav képződik.  A citromsav oxálecetsavra és acetátra hasad. Ez utóbbi ATP energiatartalmát hasznosítva CoA-SH-val lép reakcióba és acetil-CoA-vá alakul. Az acetil-CoA redukált ferredoxin segítségével CO2 -ot köt. A képződő piruvát ATP energiatartalmát hasznosítva újabb CO2 felvételével oxálecetsavvá karboxileződik. Az oxálacetátból  foszfo-enolpiruvát-karboxikináz és GTP segítségével képződik a  foszfoenolpiruvát amely táplálja a glükóz képződést katalizáló reakciósort.


Ez a körfolyamat szolgáltatja a két amino-di​kar​bonsavat, a glutamin ​savat és az aszparagin savat, valamint az alanint függetlenül a körfolyamat oxidáló, illetve redukáló irányától. Aszparagin sav​ból az elágazó szénláncú aminosavak, metionin, treonin és lizin képződnek, de innen indul a porfirin- származékok szintézise is.


Emlékeztetőül a (ferredoxin-függő) reduktív citrátkört bemutató ábra jobb alsó sarkában a szén-dioxid megkötés szempontjából fontos ribulóz-5-foszfátot hasznosító Calvin-ciklus vázlata található, amelyben az energiát az ATP, a redukáló erőt a NADPH szolgáltatja.
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A hexózmonofoszfát-út és a pentózfoszfát-ciklus vázlata
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Érdemes összehasonlítani a két útra jellemző folyamatot . Három szén- dioxidból nyerhető glicerinaldehid-3-poszfát képződéséhez a Calvin ciklus 9 ATP energiáját és 6 NADPH által szállított elektront hasznosít.  A reduktív citromsavciklusban felvett 3 szén-dioxid glicerinaldehid-3-foszfáttá alakítását 6 ATP, 3 NADPH, 1 NADH, 2 redukált ferredoxin és egy redukált flavin mononukleotid segíti.


A mikroorganizmusok a sejttömegük felépítéséhez szükséges szénhidrátokat a citoplazmájukban működő enzimrendszereikkel képesek előállítani. Mégis, ha lehetséges, akkor a gazda​ságosság elvének megfelelően a környezetükből veszik fel azt. Az élővilág egységes szerveződésének felismerése ellenére az áttekinthetőség kedvéért, di​daktikailag előnyös a lebontó, a felépí​tő és az energianyerő folyama​tokat biológiai-kémiai szempontból elkülönítve tárgyalni. A hexózmonofoszfát-út (HMP) ‑ másnéven pentózfoszfát-ciklus ‑ fejlődéstör​ténetileg talán az első szabályozott lebontási utat képviseli. Működése a mikroba számára esszen​ciális, mert számos létfontosságú vegyület képződését teszi lehetővé. Valójában a pentóz​foszfátok reverzibilis átala​kulásával jellem​zett ciklus a szénlánc rövidü​lésével kezdődik. A glükonsav foszfátból ribulóz-foszfát képződik. Ez az út szolgál​tatja a ribonuklein​sav- és a dezoxiribonukleinsav szintézis ribóz építőelemeit. Itt képződik az aromás aminosavak bioszintéziséhez szükséges szedo​hep​tulóz‑7‑foszfát és köztes anyagként megjelenik a glicerinaldeh​id‑3‑foszfát (GAP). Ez utóbbi a glikolitikus úton piroszőlősavig oxidálódva ATP képződéséhez vezet a légköri oxigén hiányában, tehát anaerob körülmények között is. A HMP-út fosz​forilezett, nagy energiatartalmú kiindulási anyaga a glükóz‑6‑foszfát (G‑6‑P), amely általában a glükóz aktív felvételekor a citoplazma membránon való áthaladás közben képződik a hexózpermeáz aktív tevékenységé​nek a hatására. A HMP-út működésével egyet​len szénatom széndioxiddá alakulása mellett két redukált kofaktor (NADPH) képződik. Ezek a redukált koenzimek a bioszintetikus folyamatok szem​pontjából — például a membrán felé​pítéshez, a zsírsav szín​téziséhez, a szén-dioxid beépítéséhez — szükségesek. 


Aerob körül​mények között a reakcióút iránya megvál​tozik, a klasszikusnak tekintett, acetil-CoA-val táplált Szentgyörgyi-Krebs körfolyamat ad lehetősé​get a szénváz teljes elégetésé​re. A dehidro​génezési folyamatban elvont elektronok az oxidatív foszforiláció keretében kerülnek az elektronakceptorként szereplő oxigénre.

Az aerob körülmények között működőképes Szent-Györgyi Krebs ciklus vázlata
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2.6.1.2. A SZÉNHIDRÁTLEBONTÁS ALTERNATÍV ÚTJAI A MIKROVILÁGBAN

Az egyes reakció utak aktivitása a mikroorganizmusokban fajok szerint is eltérő lehet, de a növekedés különböző szaka​szaiban is az igényeknek megfelelően, eltérő hatásfokkal működhet​nek. A tápközeg szénfor​rásából az anyagcsere úttól függő mértékben tudja a mikroszer​vezet a növekedéséhez szükséges energiát felszabadítani. Az Escherichia coli glükóz-limitált folytonos tenyészete 10,3 g sejt képződésére képes 1 mol ATP terhére, a Lactobacillus casei esetében ez az érték 24,3 g.  A növekedési szakasz nagyobb pentózigénye az előző fejezetben említett pentóz-foszfát ciklus, a HMP-út fokozott műkö​dését igényli; a lassuló szakaszban viszont előtérbe kerül a glikolízis, az EMP-út 


A felfede​zőiről Embden‑Meyer​hof​‑Parnas útnak  nevezett,  fruk​tóz‑bisz​foszfáton keresztül vezető, több mint tíz enzim egymást követő működését igénylő reakciósor aerob és anaerob körülmények között is alkalmas energianyerésre szubsztrát szintű foszforilációval (ATP nyerésre). A citromsavat termelő Aspergillus niger‑ben a növekedési szakasz​ban az EMP:HMP út aránya 1:1, ami a citromsav​termelő szakaszban 8:2 ‑re módosul.


A kiin​dulási vegyületként szereplő fruktóz‑6‑foszfát (F6P) a G-6-P‑ból képződik egy izomeráz hatására. Ez a reverzibilisen működő enzim a glükózszin​tézisben szerepel. A G6P/F6P egyensúlyi elegy​ben a reakció 7:3 arányban a G-6-P irányában tolódva a glükóz reszin​tézisének kedvez. A következő reakciólépés, amelyet a fruktózfoszfát-kináz kata​lizál, a nagy szabadenergia csökkenés miatt (14,6 kJ) irreverzibilis. Az enzim aktivitását alloszterikusan gátolja a citrát, az ATP és a NADH. Az ADP viszont alloszterikusan serkenti az enzim működését. Jól látható, hogy az ATP-hiány végered​ményben ser​kent egy reakciót, amely maga ugyan ATP‑t emészt, de elin​dít egy olyan folyamatot, amelyik bőséges ATP-képződést eredmé​nyezhet. 
Az ATP felhasználásával képződött fruktóz‑1,6‑biszfosz​fát (F-1,6-P2) az aldoláz hatására két triózfoszfátra bomlik. A két reak​ciótermék a glicerinaldehid-foszfát (GAP) és a dihidroxiaceton-foszfát (DHAP) közötti átalakulást a triózfoszfát-izomeráz katalizálja, mégpedig jelentős mértékben a DHAP irányá​ban eltólva az arányokat. 

                                
 FDP : GAP : DHAP  =  89 : 0,5 : 10,5

Ez az arány felhívja a figyel​münket arra, hogy valójában ezek az enzimek elsősorban a glükóz szintézisben érdekeltek. A triózfoszfát kép​ződés adott esetben a foszfolipid-szintézis glicerin-foszfát igé​nyét elégíti ki. Fontosabb azonban a rever​zibilisen működő, anae​rob körülmények között is működőképes glikolitikus út táplálása. 

A hexózok glikolitikus lebontása  anaerob körülmények között
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A ketodezoxi-foszfoglükonsav út (KDPG), látszólag a HMP-útból ágazik ki. A 6-foszfo-glükonátból (6PG) egy dehidráz segítségé​vel képződik a 2‑keto‑3‑dezoxi‑6‑foszfo-glükonát, amit azután az aldo​láz hasít piroszőlősavra és GAP‑ra. Ez utóbbi a glikolízis során képes egy ATP képzésére. Ez az EMP-útnál régebben kialakult ősi megoldás tehát gazdaságtalanabbul hasznosítja a szénhidrátban rejlő energiát.


A különböző szénhidrát-anyagcsere utak köztitermékeként megje​lenő triózfoszfát (GAP) ugyanis energiaforrásként szerepel. A GAP foszfoenol-piroszőlősavon (P‑E‑P) keresztül vezető reak​cióúton dehidrogéneződik, miközben szubsztrát szintű foszforiláci​óval képes kielégíteni a mikroba  energiaigényét. A GAP>>>>pirosző​lősav átalakulás két ADP>>>>  ATP‑tá alakulását biztosítja.  A glikolitikus út működése azonban csak a GAP dehidrogénezése közben képződő redukált kofaktor (NADH) visszaoxidálása esetén zavar​talan, elmara​dása leállítja az energianyerő folyamatot, leállítja az anyagcse​rét, leáll a mikroba növekedése.


A foszfoke​toláz út (PK) a pentózfoszfát útból ered. Egyes baktériumfajok (a hetero-fermentáló tejsavbaktériumok) képtelenek a F-1,6-P2 aldolízisére. Bizonyos enzimek (aldoláz, transzke​toláz, transzaldoláz) hiánya esetében a túlélés lehetősé​gét jelen​ti, hogy képesek a xilulóz‑5‑foszfátot egy anor​ganikus foszfát felvételével acetil-foszfátra és GAP‑ra hasítani. Az acetil-fosz​fátban megőrzött energia hidrolitikus folyamat kapcsán ATP képző​dését eredményezheti. Anaerob körülmények között az acetil-foszfát etanollá redukálódhat két NADH visszaoxidálását biztosítva (részletesebben a tejsavbaktériumokról szóló fejezet​ben).

           glükóz

                <<<<<<ATP                                             A foszfoketoláz -út vázlata
                                      hexokináz
                >>>>>>ADP

glükóz-6-foszfát

                <<<<<<NADP+
                                      G-6-P dehidrogenáz
                >>>>>>NADPH

6-foszfo-glükonát

                <<<<<<NADP+                                                                          acetil-CoA

  CO2 <<<<                      6-PG dehidrogenáz                                                       

                >>>>>>NADPH                                                                                    

ribulóz-5-foszfát  (Ru5P)                                           Pi                           Pi <                           

                                    epimeráz                                                                                    CoA-SH

xilulóz-5-foszfát (Xu5P)          

                                             p e n t ó z f o s z f á t  -   k e t o l á z                                                        

 glicerinaldehid-3-foszfát (GAP)                                                          acetil-foszfát

                <<<<<<< NAD+                                                                           <<<<<<ADP       
      

                                  GAP dehidrogenáz                                               >>>>>>ATP


 >>>>>>>>NADH                                                                            acetil-foszfori​láz
glicerinsav-1,3-bisfoszfát (1,3-PG)                                                        

                <<<<<<<<ADP                                                                        acetát                   

                                  foszfoglicerát-kináz                                               <<<<<<NADH

                >>>>>>>>ATP                                                                            

glicerinsav-3-foszfát (3PG)                                                                        aldehid-dehidroge​náz

                     foszfoglicerinsav-mutáz                                      >>>>>>NAD+
glicerinsav-2-foszfát (2PG)                                                          acetaldehid


                     enoláz                                                                 <<<<<<<NADH

foszfo-enolpiruvát (PEP)                                                                     


 <<<<<<<ADP                                                                            

                                  piruvát-kináz                                                           alkohol-dehidro​ge​náz

 >>>>>>>ATP                                                                 

     piroszőlősav                                                                                       >>>>>> NAD+ 


 <<<<<<<NADH                                                                        



      tejsav-dehidrogenáz                                       etanol    


 >>>>>>>NAD+

            tejsav

Ezek az enzimek, amint látható, a katabolikus folyamat megfele​lő enzimeivel kis ciklusokat képeznek. Ezek a mini körfolyamatok a sejt belső energiakész​letétől függően a szubsztrátum gyors visszanyerését teszik lehetővé, majd az alloszterikus szabályozási mechanizmussal kiegészülve a lehető leggazdaságosab​b élettani viszonyokat alakítják ki a mikroszer​vezetben.


Anaerob körülmények között a fermentációra (erjesztésre) képes mikroorganizmusok anyagcseretermékeik redukálásával, sejten belül igyekeznek a redukált kofaktorok regenerálását megoldani. Így jelenhet meg primer termékként az etanol, a tejsav, az aceton, a butanol, a propionsav, a vajsav, az izopropanol. A termékek sejten belüli felhalmozódása zavart okozna az anyagcserében, de zavart okoz a belső tér savanyodása is, mert a szubsztrátum dehidrogé​nezé​se​kor a redukált pridin-nukleotid képződés minden esetben  egy‑egy proton megjelenésével jár együtt. A proton eltávolítása életfon​tosságú. A rövid szénláncú savak ‑ így a tejsav is ‑ nem disszoci​ált formában zavartalanul halad át a memb​ránon, miközben elősegíti a proton távozását a külső térbe. Ebből követke​zik, hogy a savanyú termék, ez esetben a tejsav el​távolítása a reakciótérből javítja a mikroba életfel​tételeit. A membránon kívül a tejsav a híg oldatban disszociálva, a protongrá​diens kialakulá​sának kedvez.

 100 mmol glükózból képződő fermentációs termék mmol-ban

	
	Élesztő
	E.coli        
	Propionibacterium.
	Butyrobacterium.
	C.butylicum
	C.acetobutylicum

	vajsav
	   0,21
	
	
	   29,0
	   17,2
	    4,3

	laktát
	   1,37
	79,5
	
	 107,0
	
	

	acxetát
	 15,1
	36,5
	    10,0
	   88,0                      
	   17,2
	  14,2

	formiát
	   0,49
	 2,43
	
	
	
	

	szukcinát
	   0,68
	10,7
	       7,8
	
	
	

	butanol
	
	
	
	
	   58,6
	  56,0

	etanol
	129,9
	49,8
	
	
	
	    7,2

	aceton
	
	
	
	
	
	   22,4

	izopropanol
	
	
	
	
	    12,1
	

	szén-dioxid
	148,5
	88,0
	     63,6
	   48,0
	  203,5
	 221,0

	hidrogén
	
	75,0
	
	   74,0
	    77,6
	 135,0

	butándiol
	    0,68    
	  0,3
	
	
	
	

	glicerin
	  32,3
	 1,42
	
	
	
	

	propionát
	
	
	   148,0
	
	
	     6,4


   (Részletesebb adatok találhatók az egyes baktériumokkal foglalkozó fejezetekbem)
A hexózbontó utak aktivitása a mikroszervezetekben (%-ban)

	          Mikroorganizmus

           Candida utilis
	EMP-út                      80   
	HMP-út                                                 

  20
	KDPG-út

	           Streptomyces griseus
	97
	    3
	

	           Penicillium chrysogenum
	77
	  23
	

	           Escherichia coli
	72
	  28
	

	          Bacillus subtilis
	74
	  26
	

	          Pseudomonas aeruginosa
	
	  29
	  71

	          Acetomonas suboxydans
	
	100
	

	         Pseudomonas saccharophila
	
	
	100

	         Hydrogenomonas sp.
	
	
	100

	         Zymomonas mobilis
	
	
	100


2.6.1.3. NITROGÉN-ANYAGCSERE A CITOPLAZMÁBAN

A citoplazmában folyó nitrogén-anyagcsere didaktikailag anabolikus és katabolikus folyamatra különíthető. Valójában a két folyamat egymáshoz kötődve, egymást kiegé​szítve működik, szoros kapcsolatban a szénhidrát anyagcserével. A mikrovilág ide sorolt anabolikus folyamatai életfontos​ságúak az egész élővilág fennmaradása szempontjából. Az esszen​ciális aminosavak bioszintézisére, a légköri nitrogén megkötésére, bizonyos vitaminok, kobalamin származékok előállítására csak a mikrovilág képes. Nem számíthat más szervezetek segítségére. Az evolúció színpadán egyetlen sejtben kellett kialakítania a gazdaságos életvitel mechanizmusát, és ezzel a magasabb rendű élet kialakulásában és fenntartásában szerepe meghatározó jelentőségűvé nemesedett. Nem véletlen, hogy az aminosav-anyagcsere részletes megismerése, felderítése a mik​robiológiai biokémia művelőinek érdeme.


A létért folyó küzdelemben a fehérjeszintézis az élet fennmaradásának az alapja. Ezért nem csak a genetikai információ hibátlan átmásolásában, de a mechanizmus működésének a gazdaságosságában is versenyhelyzet jött létre. A leggazdaságosabb életvitel kimunkálása céljából bonyolult szabályozási mechanizmusok ellenőrzik, irányítják a biokémiai történéseket. A teljes értékű természetes sejtfehérjét felépítő 20 aminosav előállítására csak a prokarionta képes. A bioszintézis utak felderíthetőségét elsősorban a 14C és 15N -izotóppal jelzett vegyületek sorsának nyomon követése tette lehetővé a nagy szorgalommal előállított hiánymutáns törzsek sejtmentes kivonatában.


 Az aminosavakat aktiváló enzimek csekély mérvű szubsztrát​specifitása csak meghatáro​zott összetételű  aminosav készlet [pool] esetén tudja biztosítani a tRNS állomány helyes feltöltését. A kon​centrációviszonyok, az arányok  bármilyen okból bekövetkező eltolódása, hibás tRNS feltöltést és ennek következ​ményeként hibás, működésképtelen fehérjék  szintézisét okozhatja. Nem meglepő tehát, hogy a bioszintézis és a lebontás szabályozottságának bonyolultan, de eredményesen működő mechanizmusa alakult ki az evolúció folyamán. A fölös​leges aminosavak eltávolítása a zavartalan fehérjeszintézis szempontjából ugyanannyira létkérdés a mikroba szá​mára, mint a teljes értékű fehérje felépítéséhez szükséges építőelemek (aminosav pool) minőségi és mennyiségi szempontból optimális szinten tartása.


A fehérjeszintézishez szükséges aminosavak  előállítására a természetben előforduló,  úgynevezett vad törzsek általában képesek. Ez a bioszintézis a citoplazmában — a szénhidrát anyagcsere köztes termékeit hasznosít​va —  nem csekély energia befektetésével, illetve anyagfel​használás​sal, szigorúan szabályozott körülmények között folyik.

A központi szerepet betöltő aminosavak szabályozás nélküli képződése
                                                                                                                    transzamináz
glicerinsav-3-foszfát         G-2-P         PEP        piruvát               glutamát           oxálacetát

             <<<<NAD+                                                                                                 

                            foszfoglicerát-dehidrogenáz                                                        transzamináz    

             >>>NADH                                                                -ketoglutarát               aszpartát

hidroxi-piruvát-3-foszfát                  foszfatáz
             <<<<<Glutamát                                             hidroxipiruvát

              transzamináz
             >>>>-ketoglutarát                                                        glicin                  

szerin-foszfát                            Pi      glioxalát                  transzamináz                  

                                                                                                                            
                                                                                               

acetil-CoA>>>>                 foszfatáz                  

                         >>>>CoA-SH                             szerin                  glutamát                -ketoglutarát                       

             

                    acetil-szerin                                                             piruvát                        alanin

                                                                                                                   transzamináz           

                     H2S >>>>>>>  >>>>>acetát                                   NH3 + H2S

                                                              dezamináz                                 

                                       cisztein


Az aminosav ​készlet optimális minőségi és mennyiségi összetételét a bioszin​tézis első reak​cióját katalizáló enzimekre ható visszac​satoló (feed-back) mechaniz​mus szabályozza, szükség szerint gátolva vagy serkentve azok működését. Ezzel finoman képes szabályozni a metabolitként felhasználásra kerülő aminosavak koncentrációját, megakadályozni azok túltermelődését. A fehérjeszintézis bizton​ságát szolgálja a szabályozást finomító második rendszer (attenuátor) működése, amely a feltöltött tRNS men​nyiségének függvényében, kellő pontossággal en​gedélyezi a bioszin​tézisben érdekelt gének átírását (lásd 2.6.1.6. fejezet). A végtermék hiányában, a represszor eltávolításával (derepresszió) a mikroba a struktúrgének átírásának en​gedélyezésével a bioszin​tézis​ben résztvevő enzimek mennyiségét a szükségletnek megfelelő mértékre növelheti.


Az aminosavak képződése a köztes anyagcsere meghatározott területeihez kapcsolódik. Így a Krebs-ciklushoz közvetlenül a glutaminsav és az aszparaginsav képződése, áttételesen a lizin, a treonin, a metionin, a valin, az izoleucin, a leucin, az ornitin, az arginin, a citrullin, a prolin, az aszparagin és a glutamin szintézise kapcsolódik.  


Az aszparagin-savból hat esszenciális aminosav képződik. A bonyolult elágazó rendszer enzim szinten, de a transzkripció szintjén is finoman szabályozott formában, izoenzimekkel, illetve az elágazó szénláncú aminosavak  esetében közös enzimekkel bonyolított hálózat működtetésével oldja meg feladatát. A metionin két izoenzim az aszpartát-kináz és a homoszerin-dehidrogenáz képződését szabályozza. Másik aszpartát-kináz izoenzim szintézisét a lizin nem csak represszálja, de alloszterikusan is képes szabályozni.


A treonin két izoenzim képződését (aszpartát-kináz, homoszerin-dehidrogenáz) szabályozza, de szükség esetén alloszterikusan is gátolja mindkettő működését. A finomabb szabályozás érdekében ez utóbbi aszpartát-kináz izoenzimnek az aktivitását a homoszerin is befolyásolja. A derepressziót mindegyik aminosav esetében az attenuátor szabályozás finomítja. Ez a mechanizmus végső soron csak az esetben engedélyezi a bioszintézisben érdekelt enzimek struktúgénjeinek átírását, ha az életműködés szempontjából nélkülözhetetlen fehérje szintézise igényli azt (vesd össze a 2.6.1.6. fejezetben részletesen tárgyaltakkal). 


Az aszparaginsav a reverzibilisen működő glutaminsav-oxálecetsav-transzamináz segítségével képződik a szükséges mennyiségben. Nem véletlen, hogy a glutaminsav — amely az ammónia felvételben kulcshelyzetben van — fordul elő legnagyobb mennyiségben a mikroorganizmusok sejtmentes kivonatában. A légkörből megkötött nitrogén a glutamin és a glutaminsav közvetítésével jut a  nitrogén anyagcsere hálózatába. A szerin, a cisztein, a glicin és az alanin képződése a glicerinsav-foszfát, illetve a  piruvát képződéséhez kötődve, a körfolyamat jellegű működés miatt különösebb szabályozást nem igényel.

Az aszparagin savból induló aminosavak bioszintézisét mutató vázlat  (Escherichia coli)

                                                                                             Aszpartát


A bioszintézisét mutató vázlat jó példa                             [Tre]   [Met]   [Liz]
a  szabályozott hálózat működ ésére                                 <<<<<<<<<<<<<<<<<<ATP

[1]  izoenzim képződését Tre gátolja                                                                     aszpartát-kináz
[2]  izoenzim képződését Met gátolja                                [1]-----[2]------[3] 

[3] izoenzim képződését Liz gátolja                                 >>>>>>>>>>>>>>>>>> ADP                                

[4] izoenzim képződését Tre gátolja                                aszpartil foszfát

[5] izoenzim képződését Met gátolja

                                                                                                      <<<<<<<NADPH

feed-back gátlás  |Tre] |Liz] |Hom] |Ile] |Val] |Leu]              aszpartátfélaldehid-dehidrogenáz
                                                                                                      >>>>>>>NADP+
                                                                                   aszpartát-ß-félaldehid

                    |Liz]                                                                  [Tre]  [Met]
    

                                                                                               <<<<<<<<<<<NADH

           dihidrodipikolinát-szintetáz                     NAD+ <<<<<<<<<<<         homoszerin-dehidrogenáz
         <<<<<<<<<piruvát                                                            [4]       [5]

2,3-dihidroxi-dipikolinát                                                    homoszerin

                                                                                                       |Tre]                                                                            
        <<<<<< NADPH                                                                      <<<<<<ATP                                             

               dehoidrogenáz                                                                    homoszerin-kináz                      
         >>>>> NADP+                                                                         >>>>>>ADP                                                           |Met]

1-piperidin-2,6-dikarboxilát                                     homoszerin -foszfát


        <<<<<<<  szukcinil-CoA                                                         <<<<<H2O                          szukcinil-CoA>>>>>>
                    acil transzferáz                                                                treonin-szintetáz              aciltranszferáz    
                                                                                          Pi<<<<<<                                                  CoA-SH<<<<<<<
N-szukcinil-2-amino-                                                               treonin                                                         O-szukcinil

   -6-keto-L-pimelát                                                                           |Ile]                                                      homoszerin

                                                                                piruvát                   treonin-dezamináz                             

                                         -keto-izovalerát                                     >>> NH3                                        cisztein>>>>  

        <<<<Glutamát             |Leu]              /\                            -ketobutirát                                            

            transzamináz            ipm.szintáz           [Val]      acetolaktát szintetáz              cisztation -szintetáz    

>>>>-ketoglutarát    <<<<<cetil-CoA                      <<<<<<<<<piruvát>>>>>>>>>>>>                      szukcinát<<<<<
N-szukcinil-L,L-2,6--izopropil-                  -ace to-CO2-aceto-                                            

-diaminopimelát           -malát               laktát                                --hidroxi-                       ciszta--tionin

                                                                                                                              -butirát                                             

                                                                                       <<<<<<<<NADPH>>>>>>>>>>>>                            NH3<<<<<<
           deszukciniláz           ipm.izomeráz                             reduktáz,mutáz                             cisztation ß-liáz 
         >>>>>>szukcinát                                                     >>>>>>>> NADP+ >>>>>>>>>>>>                        piruvát<<<<<<
   L,L -2,6-               ß-izopropil-                          dihidroxi-ß-dihidroxi-                  

-diaminopimelát           -malát                                 -izovalerát                        -ß-metilvalerát                     homocisztein 

                                                                                                                                                                                

                                          <<<<NAD+                                                                                         N5-metil-FH4 >>>>   
          epimeráz                  ipm.dehidrogenáz                  dihidroxisav -dehidráz                  metil-transzferáz

                                          >>>> NADH                                   >>>>>>>>>>H2O<<<<<<<<<<<<<<                             FH4 <<<<<     

mezo-2,6-dia-               keto-                               keto-keto-ß-                                           

-minopimelát             -izokaproát                              -izovalerát                  -metilvalerát                                         

  

                                          <<<<<Glutamát                       <<<<<<< Glutamát >>>>>>>>>>>                                                                   

            dekarboxiláz              transzamináz-B                         transzamináz-B                                                            
>>>> CO2>>>>-ketoglutarát>>>>>>-ketoglutarát <<<<<<                                                              

L- lizin                          L-leucin                              L-valin                                 L-izoleucin                          L-metionin

Az aromás aminosavak szabályozott bioszintézise Escherichia coli-ban

                            foszfo-enol-piruvát +  eritróz-4-foszfát

                                       [Phe]    [Tir]  [Tri]            (izoenzimek!) 

                                       [pref]   [kor]  [pref]   foszfo-2-keto-3-dezoxi-heptonát aldoláz
                          3-dezoxi--arabino-heptulonsav-7-foszfát

                                                     Pi <<<<<         
                                                                             dehidrokvinát-szintetáz
                                                    5-dehidrokvinát

                                                 H2O<<<<<
                                                                                5-dehidrokvinát-dehidratáz
                                                3-dehidro-sikiminsav

                                         NADPH>>>>>>
          [Phe][Tir][pref][kor]                                     sikimát-dehidrogenáz
                                          NADP+<<<<<<<    
                                                    D-sikiminsav

                                                 ATP>>>>>     
                                                                                      sikimát-kináz

                                                 ADP<<<<< 
                                               sikiminsav-3-foszfát

                                              P-E-P>>>>>>                   
                                                                             piruvil-sikimát-foszfát szintetáz
                                           5-enolpiruvil-sikiminsav-3-foszfát

                                                    Pi<<<<<<              
                                                                                   korizmát-szintetáz

                                                        korizminsav

                                                                            Glutamin

                                                                                     antrani3lát-szintetáz {trpE-gén}

                                                                                        Glutaminsav

       korizmát-mutáz                                                          Piruvát

                                                                            antranilsav

              [Phe]              [Tir]                                     <<<<<<P-R-PP (foszfo-ribozil-pirofoszfát)        
                                                                                         antranilát-foszfo-ribozil-transzferáz
                                                                                   >>>>>>PP                     {trpD-gén}

     prefénsav                                                           N-(5'-foszfo-ribozil)-antranilát    

                                                                                                       foszfo-ribozil-antranilát izomeráz
                                                        enol-1-O-karboxifenil-amino-1-dezoxiribulóz-foszfát

                                                                    H2O >>>>>
                                                              CO2 <<<<<<<<<indol-3-glicerol-foszfát szintetáz{trpC}

                            <<<<<<<NAD+                       indol-3-glicerol-foszfát

  H2O <<<                  >>>>>NADH              szerin>>>>>>            
  CO2<<<<                     >>>CO2                  GAP<<<<<<<<   triptofán-szintetáz  {trpA, trpB-gén}

                                    p-hidroxi-                       L-triptofán

fenil-piruvát               fenil-piruvát

          <<<<<Glutaminsav>>>>>>
>>>>-ketoglutársav<<<<  
L-fenilalanin                  L-tirozin


A pentózfoszfát-útból indul a fenilalanin, a tirozin, és a triptofán bioszintézise. Az elágazó rendszer enzim szinten és génszinten izo-enzimek felhasználásával teljesíti feladatát.  A bioszintézis egyes köztes termékének a képződése is feed-back szabályozás alatt áll, mert nem csak az esszenciális aromás aminosavak szintézise, de egyes vitaminok (PAB) képződése is innen ágazik ki. A szabályozás finomítása céljával a foszfoenol-piroszőlősav és az eritróz-4-foszfát kondenzációját  három izoenzim (foszfo-2-keto-3-dezoxi-heptonát aldoláz) katalizálja. Mindegyik aktivitását alloszterikusan valamelyik végtermék és egy köztes-termék, a prefénsav, illetve a tirozinérzékeny enzim esetében a korizminsav is befolyásolja. A sikimát-dehidrogenáz aktivitását alloszterikusan négy ligandum, a tirozin, a fenilalanin, a korizminsav és a prefénsav befolyásolja. Termés​zetesen a  környezetből felvehető aminosavak a mikroba számára gaz​daságo​sabb megoldást kínálnak, mint a teljes szin​tézis. Kizárólag fehérjét tartalmazó táptalajon (pl. húsleves) a mikroba szénfor​rásként is hasznosítja az aminosava​kat, amit jól mutat a tápközegben megjelenő ammónia. Az aminosav-felvétel céljára jól működő transzport-mechanizmus szolgál (részletesen lásd az anyagfelvételről szóló fejezetet). A citoplazmában a fehérjeszintézis szempontjából életfontosságú optimális aminosav arányok kialakítá​sa érdekében a felvett aminosavak egy  része lebomlik, illetve átala​kul. Egy-egy aminosav feldúsulása ilyenkor a lebontására specifikus enzimrendszerek képződését váltja ki.


A bonyolult önszabályozó rendszer szép példájaként tanulmányozható a kataliti​kus folyama​tokban oly fontos szerepet játszó imidazol gyűrűt tartalmazó aminosav, a hisztidin bioszintézise. A  huszadik aminosav, a hisztidin képződése ribózon kívül nukleotidot is igényel. Az élő szervezetben folyó enzimreakciókban kitüntetett szerepet játszó imidazol-gyűrű ugyanis az ATP-ből származik. A glutaminamido-transzferáz-cikláz egyik terméke pedig a purin szintézis köztes terméke.

                              L-hisztidin bioszintézis vázlata
     5-foszforibozil-1-pirofoszfát

              ATP>>>>          ATP-foszforibozil transzferáz   {G-gén} [His]

      N1-5'-foszforibozil-ATP

                 PP<<<<         foszfortibozil-ATP-pirofoszfohidroláz {E-gén}

       N1-5'-foszfo-ribozil-AMP

              H2O>>>>|         foszforibozil-AMP-ciklohidroláz    {I-gén}

       foszforibozil-formimino-5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid

              H2O<<<<|  foszforibozil-formimino-5-aminoimidazol-karboxamid-ribotid dehidratáz {A-gén}

       foszforibulozil-formimino-5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid

               Gln>>>>                       glutaminamido- transzferáz-cikláz    {H-gén}

               Glu<<<<
      imidazol-glicerol-foszfát     +      5'-foszforibozil-5-amino-imidazol-4-karbonsavamid

              H2O<<<<|       imidazol-glicerol-foszfát dehidratáz {B-gén}

             imidazol-acetol-foszfát                                                          (IMP-szintézishez használható!)
              Glu>>>>>        hisztidinol-foszfát transzamináz   {C-gén}

-ketuglutarát<-

         L-hisztidinol-foszfát

                Pi<<<<<<     hisztidinol foszfatáz  {B-gén}

                    hisztidinol

          NAD+ >>>>
        NADH<<<<<        hisztididinol dehidrogenáz {F-gén}

                   hisztidinal

        NAD+ >>>>>>
        NADH<<<<<      hisztidinal dehidrogenáz    {D-gén}

                 L-hisztidin

A hisztidinszintézis tíz enzim szabályozott tevékenységét igényli. A hisztidin, mint végtermék az ATP-foszforibozil-transzferáz működésének feed-back szabályozásával állítja be az élő sejt életműködése szempontjából optimális hisztidin színtet. A bioszintézisben résztvevő enzimek képződését a hisztidin felszaporodása represszálja. A finom szabályozást az attenuátor rendszer működése szolgálja, amit a fehérjeszintézis által felhasznált hisztidil-tRNS mennyiségének az alakulása vezérel. Nem lehet véletlen, hogy ennek az életfontosságú aminosavnak a bioszintézisét szabályozó rövid irányító-fehérje szekvenciája hét, egymást követő hisztidin kódot  tartalmaz. Bonyolítja a helyzetet a hisztidin bioszin​tézise és a két purin nukleotid bioszintézisében fontos szerepet vivő inozinsav (IMP) képződése között kialakult kapcsolat. Amint az a bemutatott ábrán tanulmányozható, a purinszintézis függetlenül szabályozott az életfontosságú nukleotidok optimális szintjének beállítása  szempontjából. Nem véletlen azonban, hogy a purin nukleotidok bioszintézisét az inozin monofoszfát (IMP) több ponton is szabályozza, mivel minden hisztidin molekula szintézise egy 5'-foszforibozil-5-amino-imidazol-4-karbonsavamid (IMP-prekurzor) képződésével jár. A képződő bázisok nem csak a makromolekulák építőelemei​ként szerepelnek, de fontos szerepet játszanak az energiaképzésben és -konzerválás​ban résztvevő nukleotidok (NAD, FAD, GTP stb.) kép​ződésében is. A hisztidin-bioszintézishez nélkülözhetetlen köztes vegyület a glutamin, amelynek a képződését katalizáló glutamin-szintetázt az egyik alegységéhez kapcsolódó hisztidin alloszterikusan szabályozza. A glutamin-szintetáz működését az Escherichia coli-ban egyébként mindazok az anyagcseretermékek (triptofán, aszparagin, GMP, glükózamin, PABA) összeadódó módon befolyásolják, amelyeknek a bioszintézisében a glutaminszint alakulása meghatározó jelentőségű. Az alloszterikus kötőhely  foglaltsága esetén az alegység gátoltságát fokozza annak  adenileződése. Az így inaktiválódó glutamin-szintetáz központi szabályozó szerepet játszik a mikroba nitrogén-anyagcseréjének alakulásában. Az inaktív enzimkomplex gátolja a nif-gének átírását, az aktív komplex viszont éppen serkenti  azt.


Az aminosavak lebontását katalizáló - sok esetben katabolikusan represszált - enzimrendszerek képződése indukálható. Tevékenységük általában acetil-CoA formájában őrzi a lebontott vegyületből még hasznosítható építőelemeket. A glutamin, az arginin, a hisztidin és a  prolin lebontva értékesebb termékhez vezet, amely glutaminsavon keresztül hasznosulhat. Az optimális hisztidin szint kialakításában a lebontó folyamatok is fontos szerepet kapnak. A lebontást végző négy enzim képződését elindító - az ábrán szereplő két független operátor régióban elhelyezkedő - négy struktúrgén (hut enzimek) átírását a represszor fehérjéhez kapcsolódó hisztidin indukálja, de végső soron a belső energiaszint, a katabolikus represszió klasszikus mechanizmusán keresztül serkenti. Ez nem meglepő, hiszen a hisztidin lebontása  gazdaságosan hasznosítható ammónia, glutaminsav és formamid képződésével jár.

A hisztidin lebomlása
                   H  H                                                     H  H                                                    H H  H

H-C===C–C–C–COOH   hisztidáz    H-C===C–C=C–COOH   urokanáz   O=C––––C–C–C–COOH

     |          |   H NH2                                    |         |                                                     |          |   H H

    N=C–N-H                                             N=C–N–H                                              N=C–N–H

         H                                                           H                                                             H             4-imidazolon-5-propionsav

                                                                                                                                                  IPS-hidroláz                                                                                                                                

         H                        H  H H                                                          H  H H
H2N-C=O  +  HOOC-C-C-C-COOH    FGS-hidroláz       HOOC-C-C-C-COOH

                                      | H H                                                            |   H H               N-formimino- L-glutaminsav

                                     NH2                                                    H-N=C-N-H


Alapállásként a folyamatosan képződő hisztidin nélküli represszor fehérje az operátor régióhoz kötődve akadályozza lebontó enzimek struktúrgénjeinek átírását. Hisztidin fölösleg esetében a represszor fehérje  (|repr|) hisztidinnel kapcsolódva lemozdul a szabályzó kötőhelyről, és első lépésként engedélyezi a hisztidin lebontást végző enzimek génjeinek átírását. Az átírás azonban csak a katabolikus represszió energia és N hiány okozta felfüggesztésekor indul. A citoplazmában megnövekvő cAMP szint hatására az energia hiányt megjelenítő cAMP/CAP komplex aktiválja az átírás folyamatát

A hut-enzimgének átírásának gátlása illetve serkentése
___________|CAP|______________________________________________|CAP|________________________

  | promoter |operátor|  IPS hidroláz | FGS hidroláz |    |represszor|   |promoter| operátor |  Urokanáz | Hisztidáz|                    

                        |repr|                                                                                                  |repr|

                      cAMP                                                                                          cAMP
___________|CAP|______________________________________________|CAP|________________________

  | promoter |operátor|  IPS hidroláz | FGS hidroláz |    |represszor|    |promoter| operátor |  Urokanáz | Hisztidáz| _ 

               RNS-polimeráz >>>>>                                     

         |repr|                                                                                           |repr|

          His                                                                                              His
A mikroba  növekedése szempontjából előnyös  optimális építőelem-készletet a citoplazmában folyó bioszintézis és a lebontó-aktivitás finoman szabályozott egyensúlya alakítja. Az egyensúlyra azért is szükség van, mert a gazdaságos életvitel érdekében a citoplazmában ta​lálható peptidázok mindazokat a fehér​jéket lebontják, amelyek hibásan készülve működéskép​telenek vagy pedig je​lenlétük az életműködés szempontjából az adott fejlődési fázisban már szükség​telen. A így nyert építőelemek más irányban  kerülnek felhasználásra.

Az optimális aminosav szint fenntartására szolgáló komplex rendszer elemei az élő sejtben:


1,  a környezetből történő aminosav felvétel transzportmechanizmusa,


2, attenuáltan szabályozott, represszálható bioszintézisért felelős enzimállomány,


3, alloszterikusan ellenőrzött bioszintézis (feed-back),


4, derepresszálható, katabolikusan represszált lebontó rendszer (C és N hiány).


A bioszin​tézisben nélkülözhetetlen enzimek sérülése vagy elvesztése a mikroba amino​sav igényeként jelentkezik. Ezek a hiánymutánsok (auxotróf törzsek) jól használhatók a mikrobiális genetikai munkákban. A szabályozási mechanizmust érintő genetikai beavatkozással, bizonyos enzimek működésének akadályozásával vagy éppen bizonyos utak serkentésével gazdaságosan használható mutánsok nyerhetők egy-egy aminosav előállítására. Ilyen genetikailag hibás törzsek képességeit glutaminsav, lizin, fenilalanin, triptofán, treonin, izoleucin ipari előállítására hasznosítják. A citoplazmában található enzimek finoman szabályozott körül​mények között végzik a DNS- és az RNS-bioszin​tézishez szükséges purin- és pirimidinbázisok előállítá​sát. A képződő bázisok nem csak a makromolekulák építőelemeiként szerepelnek, de fontos szerepet játszanak az energiaképzében és -raktározásban résztvevő nukleotidok, NAD, FAD, GTP. képződésében is.
A purinbázisok képződésénél az egyensúlyt az alloszterikus gátló- és serkentőhatás egyidejű jelenléte hivatott biztosítani. Nevezetesen az adeniloszukcinát képződését  az AMP gátolja, míg a GTP serkenti; a xantilát guanilsavvá alakulását viszont az ATP segíti.

A purinnukleotidok bioszintézise és a szabályozási mechanizmusa

                          ribóz-5-foszfát

                    ATP>>>>>>                           

                                           ribóz-foszfát pirofoszfokináz      [IMP ]  [AMP]  [ADP]                                                        

                   AMP<<<<<<                                                          [GMP] [GDP] [GTP]    
               5-foszforibóz-1-pirofoszfát

[AMP_]      <<<<<glutamin>>>>>>
[ATP_]                 izoenzimek            amido-foszforibozil-transzferáz         [IMP_][GMP_][GDP_]

[ADP_]       >>>glutaminsav<<<<
                5-foszfo-1-ribozilamin

                  ATP>>>>>
                  Gly>>>>>>                foszfo-ribozil-glicinamid szintetáz

                  ADP<<<<<
             5'-foszfo-ribozil-glicinamid

N,N-metenil-FH4 >>>                  foszfo-ribozil-glicinamid formil-transzferáz
    5'- foszfo-ribozil-n-formil-glicinamid

                 ATP>>>>>><<<<<<<glutamin

                                                    foszfo-ribozil-formil-glicinamidin szintetáz

                ADP <<<<<<>>>>>>glutaminsav

   5'- foszfo-ribozil-N-formil-glicinamidin

                ATP>>>>>>>          
                                             foszfo-ribozil-amino-iomidazol szintetáz

                ADP<<<<<<<
   5'- foszfo-ribozil-5-amino-imidazol

                                                   foszfo-ribozil-amino-imidazol karboxiláz
   5'- foszfo-ribozil-5-amino-imidazol-4-karbonsav

                ATP>>>>>>><<<<<<< Asp

                                          foszfo-ribozil-amino-iomidazol-szukcino-karbonsavamid szintetáz
                 ADP<<<<<<
        5'- foszfo-ribozil-5-(n-szukcino-karbonsavamid)-5-amino-imidazol

          fumarát<<<<<<<                   adenilo-szukcinát liáz  

 5'- foszfo-ribozil-5-amino-imidazol-4-karbonsavamid   ---> His szintézishez
     N-formil-FH4>>>>           foszfo-ribozil-amino-imidazol karbonsavamid formil-transzferáz
        5'- foszfo-ribozil-5-formamido-imidazol-4-karbonsavamid 

                                  

                                                    IMP-ciklohidroláz
                                      inozinsav (IMP)

  NAD+ >>>>>                                                         GTP>>>>>>><<<<<<Asp

                        IMP-dehidrogenáz                                              adenilo-szukcinát szintetáz 

NADH<<<<<           [GMP]                                    GDP<<<<<                [AMP][GTP]   
         xantilsav (XMP)                                              adenilo-szukcinát

  Gln>>>>>>>                                                                          

                       GMP-szintetáz                       fumarát<<<<<<<<          adenilo-szukcinát liáz
  Glu<<<<<<<           [ +ATP]                                                              

      guanilsav (GMP)                                                adenilsav (AMP)


A pirimidin-nukleotidok képződése

                               CO2                   

           glutamin >>>>><<<<<<2 ATP

                                                         karbamoil-foszfát-szintetáz  [UMP]

              2 ADP <<<<<>>>>>glutamát

                   H2N-CO-O-PO3H2    >>>>>>>>>>>  +   <<<<<<<<<<  ASZPARTÁT

                                                           Pi <<<<<<<         aszpartát transzkarbamoiláz    [CTP]

                                                   N-karbamoil-aszpartát


                                                 H2O<<<<<<<<<<<                dihidro-orotáz
                                                         L-dihidro-orotát

                                                     NAD+ >>>>>>                orotát-reduktáz
                                                  NADH<<<<<<<
                                                                   orotát


                                                     PRPP>>>>>>>                  orotát foszfo-ribozil transzferáz

                                                           orotidin-5-foszfát

                                                                                            orotidin-5-foszfát dekarboxiláz

          DP-kináz             MP-kináz      CO2 <<<
UTP                    UDP                    uridinsav  (UMP)                Gln        CTP-szintetáz     Glu

        ADP ATP              ADP   ATP                                 UTP                                                         CTP

                                                                                                          ATP                   ADP


A primidin-bázisok képződése céljából az aszparaginsav karbamoil-foszfáttal kondenzálva karbamoil-aszpartáton keresztül egy molekula víz kilépésével alakul  dihidroorotsavvá. NAD-függő dehidrogénezés után foszforibozil-pirofoszfáttal reagálva egy dekarboxilezési reakcióval képződik az uridilsav (UMP). A nukleozid-monofoszfátból nukleozid-trifoszfát két egymást követő transzfoszforilálással (N-monofoszfát-kináz, N-difoszfát-kináz) képződik ATP felhasználásával. A másik pirimidin-bázis képződését (C4) ammónia felvételével a CTP-szintetáz katalizálja UTP-ből az ATP energiatartalmát hasznosítva. A karbamoil-foszfát  glutaminból, szén-dioxidból ATP felhasználásával  képződik. Ennek a szintetáznak a teljesítményét alloszterikusan az uridilsav szabályozza. Az aszpartát transzkarbamoiláz aktivitását viszont a citidin-trifoszfát gátolja. Ezt a gátlást például az Escherichia coli esetében kompetitív módon felfüggeszti az ATP. Ez a szabályozás a purin- és pirimidinbázisok képződésében egyensúlyt  biztosít. A dezoxiribonukleozidok a megfelelő nukleozid-trifoszfátokból képződnek. Redukáló ágensként  dihidroliponsav, illetve tioredoxin- vagy glutaredoxin-reduktáz rendszer  jöhet számításba. A reduktáz rendszer  elektron-igényét egy NADPH elégíti ki. A DNS-szintézishez szükséges dTTP a dezoxi-uridilsav metilezésével képződik N5,N10-metilén-tetrahidrofolát segítségével. A folyamathoz 5,6-dimetil-benzimidazol-kobamid koenzim és Mg2+ szükséges.

2.6.1.4. A MIKROSZERVEZET NUKLEINSAVTARTALMA


Nukleinsavak az élő szervezetből különleges kémia szerkeze​tük miatt viszonylag könnyen, szelektíven nyerhetők. Dodecilszul​fát nátriumsójával, vagy vízzel telített fenollal a sejt fehérjetar​talmú alkotórés​zeitől könnyen el​választható, sőt az alkalmazott technológia optimálásával az RNS, illetve a DNS célzott kinyerése is meg​valósítható. A mikroba DNS-tartalma szigorúan állandó.  Az RNS tartalom azonban, amely a riboszómák nukleinsav alkotórészét (rRNS), a transzfer ribonukleinsavat (tRNS) és a hírvivő ribonukleinsav (mRNS) tartalmat foglalja magába, a szükségletnek megfelelően periodiku​san változik. A nukleinsav-készítmény lúgos kezelésével az RNS frakció hidrolizál​ható, miközben a DNS érintetlen marad. A DNS kémiai stabilitása nem csak a cukorkom​ponens minőségé​vel, de a duplahé​lix szerkezetének merevségével is magyarázható.


Az RNS és a DNS nemcsak a cukorkomponensben különbözik (ribóz - dezoxiribóz), de a pirimidinbázisok minőségében is eltérnek. Az RNS-ben uracil és citozin, a DNS-ben timin és citozin  kapcsoló​dik  a pentóz glikozidos szénatomjához. Bizonyos kémiai átalaku​lások a nukleinsavak érési folyamata közben is bekövetkez​hetnek (6-metil-adenin, 5-metil-citozin, 5-metil-uracil). A legnagyobb különbség azonban a két nukleinsav másodlagos szerkezetében észlelhető, amennyiben a DNS két komplementer szál szoros asszociátuma; az RNS viszont egyetlen ribóz​foszfát-kopoli​mer fonal, amelyen meglevő komplementáris szakaszok egy másodlagos szerkezet kialakulását teszik lehetővé. Az így kialakuló jellegzetes szerkezet (lásd tRNS), bizonyos fokú stabilitást kölcsönöz a molekulának. Az aminosav-bioszintézis​ben résztvevő enzimek kép​ződését finoman szabályozó attenuátor mechanizmus működésében az átmeneti bázispár képződésnek fontos szabályozó szerepe van (lásd 2.6.1.6. fejezet). 


Az egyszálú RNS rugalmas szerkezete ugyanis kémiailag könnyen támadható, enzimekkel lebontható. A foszfodiészteráz a 3'-hidroxicsoport mellett, a foszfoészteráz-b az 5'-hidroxic​soport mellett bont. Az exonukleázok a lánc 3'-hidroxi végétől indulva nukleotid-5-foszfátokat hasítnak le. A b-típusú exonuk​leázok 5'-hidroxi végéről indulva nukleozid-3-foszfátokat tesznek szabaddá. Az endonukleázok a láncon belül bontanak. A ribonuk​leáz-b a pirimidinbázis mellett, a ribonukleáz-T pedig a guanin csoport mellett hasít.
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2.6.1.5. A MIKROSZERVEZETEK MAGÁLLOMÁNYA


A magállomány kémiailag purin- és pirimidinbázisokat, foszfor​savat és dezoxiribózt tartalmaz. Ez utóbbi kolorimetriku​san meghatározható pentóz csak a sejt örökítő anyagában fordul elő. Oswald már 1930-ban valószínűsítette a DNS genetikai szerepét. Az örökítő anyag jellegét Avery és munkatár​sai által 1944-ben leírt kísérleti eredményei igazolták. A DNS finomszerkezetének a felderítése James Dewey Watson és Francis Crick érdeme (1953), amit a genetikai kód felfedezése és az információáramlás módjának részletes felderítése követett. Ez a magállomány elektronmikroszkópos felvételeken jól látható, de speciális festési módszerekkel, például bázikus fukszinnal festve fénymikroszkóppal is kimutatha​tó. Nyugvó sejtekben egy-egy festhető képlet, osztódás előtt álló sejtekben két elkülönülőben levő maganyag látható. Ezt a maganyagot baktériumkromoszómaként emlegeti a szakzsargon. Ma már el​fogadott, hogy a kromoszómán kívül több-kevesebb extrakromo​szomális elem, plazmid is létezik a mikroszervezetekben. Ezek egy része beépülhet a kromoszómába (3.5.1.4. fejezet). A bak​tériumkromoszóma kémiailag két, egymással komplement szerkezetű fonalas molekula szoros asszociátu​ma, amelynek savanyú jellegét a külső felületen elhelyezkedő poliaminok közömbösítik. A kettős hélix a lehető legtömörebb, szupercsavart állapotban helyezkedik el a citoplazmában. Ez a fonalas szerkeze​tű maganyag a sejttérfogat egytizedét foglalja el, szárazanyagban azonban mindössze 2-3 %-ot teszi ki, elméleti hossza (teljesen kitekered​ve) viszont a sejt méretének akár ezerszerese is lehet. Például az Escherichia coli kromoszóma 3x109 Da tömegű (Dalton = 1,67x10-24g), 5,4x106 nukleotidot tartalmaz és négyszázszor hosszabb (1,5 mm), mint az E. coli sejt hossztengelye. 

A  maganyag a sejtfal és a membrán kíméletes eltávolítása után nyúlós anyagként nyerhető ki. A fonalas szerkezetű vegyület molekuláris méretéből következik törékeny szerkezete, mechanikus érzékenysége. Ezért a DNS készítmények általában  molekulatördeléket tartalmaznak. A kromoszómafonal két szála közötti kapcsolatot az adenin és a timin, valamint a guanin és a citozin párok között kialakuló hidrogénhidak tartják fenn, amely kapcsolat viszonylag enyhe hőhatásra fellazul. A függetlenné váló két szál a hőmérséklet óvatos csökkentésével újra összekapcsolódik, mégpedig arra a termodinamikailag legstabi​labb változat meg​jelenítésére töreked​ve, amikor minden bázis megtalál​ja a párját. Ez a folyamat végeredményben egydimenziós kristályosodásnak tekinthető. Gyors hűtéssel ez a folyamat akadályozható. A DNS-molekula fizikai állapotára következ​tethetünk a hődenaturálás közben mért ultraibolyafény-elnyelés változásából. A duplaspirál állapot megszűnése a fényelnyelés ugrásszerű növekedését (40 %-os emelkedés) eredményezi. Egyszálú DNS esetén ez az érték nem változik   

A DNS olvadási hőmérsékletének nevezzük azt a hőmérsékletet, amikor az UV-elnyelés növekedése eléri a maximális érték 50 %-át. Ez az érték a bázispárok fajra jellemző minőségétől és mennyiségétől függ. A G/C pár hármas hidrogénhíd​jának lazulása magasabb hőmérsékleten következik be, mint a két hidrogénhíddal rögzített A/T páré. .A genotípust meghatározó DNS a mikroorganizmusok rendszer​tani csoportosításában, összehasonlításában nagy segítséget jelent. A renaturálódási készséget használja ki a DNS hibridizációs technika. A referencia nukleinsavhoz keverik az összehasonlítandó nukleinsavból készült, célszerűen izotóppal jelzett fragmen​tumokat. A denaturált keveréket 0,3 M konyhasó oldatban 65 oC-on tartva kialakul a hibridkeverék, amely asszociálódva grádiens centrifu​gá​lással frakcionálható. A radioaktivitás és az UV-elnyelés mértéke az analógiáról, adott esetben a rokonság mér​tékéről tájékoztat. Ezen az úton DNS/RNS hibridek is előállít​ha​tók. Az élő sejtben (replikáció közben) egy speciális fehérje segíti a termodinamikailag stabil asszociátum kialakulá​sát, megakadályozva az egyszálú DNS idő előtti össze​csapódását. A T-4 bakteriofágban ennek a fehérjének a génjét is sikerült megtalálni.


A sejten belül feleslegessé vált nukleinsavakat nukleázok bontják építőele​mekké. A felszaba​duló nukleotidok új nuklein​sav kép​ződéséhez haszná​lódnak fel vagy pedig a lebontó enzimek távolít​ják el a sejt​ből. A nem működő mRNS eltávolí​tása megakadá​lyozza a felesleges fehérjék képződését. A nem működő riboszómák eltávolítása, a felesle​ges enzimek lebontása megakadályozza szükségtelen vegyüle​tek spontán kép​ződését, az energia értelmetlen pazarlását.


Ez a finoman szabályozott állandó fehérje- és nukleinsav lebontó aktivitás segíti elő a leggaz​daságosabb életműködést. A létért foly​tatott küzdelemben a szabályozó rendszer egy‑egy apróbb hibája már hátrányos helyzetet jelent, kihígulás​hoz vezet. Tudománytörténeti érdekesség, hogy a ribonuk​leáz volt az első enzim, amelynek teljes szintézisét 1969-ben elvégezték.

A prokariota kromoszóma RNS-sel stabilizált, többszörösen feltekert (szupercsavart) állapota a replikáció megindulásakor, annak első lépéseként fellazul, kitekeredik. Ez a folyamat speciális destabilizáló fehérjék segítségével folyik. A két szál szét​válását segítő fehérjék a replikáció ideje alatt folyamatosan mintegy kétezer bázispárnyi területet biztosítanak az új DNS-fonalat szintetizáló enzimek működéséhez. A DNS-polimeráz III zavartalanul tudja felépíteni a megfelelő dezoxiribonukleotid-trifoszfátok felhasználásával 5'-3' irányban az egyik szál komplementer fonalát.  A másik szál szintézise bonyolultabb, mert ott elméletileg 3'-5' irányban kellene történni a szintézisnek, ilyen enzimet azonban nem találtak. Itt a szintézis az RNS-primáz által elhelyezett primer RNS darabokból indul 5'-3'irányban az előző RNS primerdarabig. A rövid DNS-darabok között maradó RNS-fragmen​tumokat ezután folyamatosan a DNS-polimeráz I cseréli a komplementernek megfelelő nukleotidokra.

 A DNS megkettőződésének a vázlata
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A DNS-polimeráz működése Sanger módszerét alkalmazva lehetőséget ad a DNS bázis​sorendjének  felderítésére (szekvenálá​sra). Ha a reakció elegybe a négy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) dezoxiribonukleotid-trifoszfát mellé valamelyik bázis 2",3"-didezoxi-nukleotid-trifoszfátját (ddNTP) adják, akkor ez a bázis — beépülve a láncba — a láncnövekedést leállítja. A beépült didezoxi​nuk​leotid ugyanis képtelen a következő foszfodi​észter kötést kialakítására. Sanger kísérleti reakcióelegye tehát tartalmazza; a szek​venálandó DNS-darabot, egy rádioaktívan jelölt olyan (primer) DNS darabot, amely a vizsgálandó DNS végével komplementer, a dezoxiribonuk​leotid-trifoszfátokat és meghatáro​zott arányban valamelyik nukleotid didezoxi-analógját (ddNTP). A polimeráz hoz​záadása​kor a meglevő primert folytatva elindul a komplemen​ter szintézise. Amikor egy ddNTP beépül, a lánc növekedése megáll. A képződő lánc hossza attól függ, hogy milyen messze van a DNS végétől az a bázis, amelynek a helyére a didezoxi származék beépült. Pár​huzamosan természetesen mind a négy ddNTP-vel meg kell csinálni a kísér​letet. A láncdarabok elegyét akrilamid-gélen futtatva a méret szerinti sorrendbe rendeződő fragmentumok a radioak​tív jelölésnek köszönhetően láthatóvá tehetők. Kellő számú kísérleti adatból a DNS-szál bázissorrendje, illetve ebből a kódolt fehérje aminosav sorrendje nagy biztonsággal megál​lapítható.


Az in vivo DNS replikációs folyamat igen bonyolult mechano​kémiai jelenség. Egyetlen 4,5 millió bázispárt tartalmazó Escherichia coli kromoszóma kettős spirál szerkezete közel félmillió csavarodást jelent, nem beszélve a szupercsavart állapot töb​bszörös feltekeredet​t​ségéről. Ez azt jelenti, hogy 30 perces osztódási ciklust feltételezve percenként legalább 13.000 fordulatot végeznek a szálak. In vitro ezt a sebességet nem lehet elérni. A tisztított DNS-polimeráz percenként 1000 nukleotid beépítésére képes. Ezzel szemben egyetlen osztódási ciklushoz szükséges két kromoszóma elkészíté​séhez 2 x 4,5 millió bázispár kialakítása szük​séges, amely per​cenként 350.000 nukleotid beépítését jelenti. Nem kétséges, hogy replikáció közben a DNS-szálak szám​talanszor elszakadnak, amit a javító mechanizmus menetközben újra összekap​csol. A replikáció közben előforduló hibák javításá​ban fontos szerepet tölt be a polimeráz I. A DNS bioszintetizáló és hibajavító mechanizmusa ugyanis nem törődik a DNS-szál infor​mációtartal​mával. Teljes aktivitását az eredeti szöveg hibátlan másolására, illetve e másolatok változatlan formában való fenntartására fordítja.


Külön enzimek szolgálnak a kettős szálú DNS feldarabolására. Ezek a restrikciós endonukleázok csupán meghatározott szekvencia mellett hasítanak. A DNS a hasítás helyén palindrómát alkot, azaz ugyanaz a szekvencia olvasható az ellenkező irányban is.

                         A A G C T T                      G G C C                                  A T C C G G A T 

    Hind III         |   |   |   |   |   |       Hae III     |   |    |   |                Hpa II          |   |   |   |   |   |   |   |
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Ennek az a következménye, hogy a hasított szál komplementer végződésű (ragadós végű), amelynek összeillesztését az adenilsav​val acilezett ligáz végzi. 


Az adenilsav a ligáz lizin oldalláncának -aminocsoportját acilezi, miközben nikotin​amid-mononukleotid (NMN) szabadul fel.  A nagyenergiájú foszfoamid-kötés segíti a bemetszett DNS 5'-végéhez kötni az adenilsavat. A kialakuló pirofoszfát-kötést éri a láncvégi 3'-hidroxicsoport nukleofil támadása, aminek a végeredménye a DNS lánc zárása.

                                 NAD   +  ligáz                                                      ligáz-AMP   +  NMN

             ligáz-AMP + felmetszett DNS                                                  felmetszett-DNS-AMP

                        felmetszett-DNS-AMP                                                  összekapcsolt DNS + AMP


A restrikciós enzimek és a ligáz használata egy adott DNS-darabhoz tetszőle​ges tartalmú, komplementer végződésű idegen DNS hoz​záépítését, mesterséges gének előállítását teszi lehetővé.

   
A DNS-replikáció bonyolult folyamata könnyen megzavarható kémiai és fizikai beavatkozással. Az úgynevezett citosztatikus hatású antibiotikumok, amelyek a DNS-lánchoz kötődve zavarják a replikációt a rákkemoterápiában kerülnek felhasználásra. Mások, például a bleomicinek a DNS-lánc kémiai hasításával zavarják a sejtek osztódását. Ismeretesek olyan vegyületek, amelyek a replikációs folyamat enzimeinek a működését zavarva fejtik ki antibakteriális hatásukat. A novobiocin például a giráz működését gátolva a DNS szuper​fel​tekeredését zavarja.

2.6.1.6.        RNS-SZINTÉZIS A PROKARIONTÁKBAN


A DNS-ben elhelyezett információ elolvasása már egy másik mechanizmus, a transzláció feladata. A transzláció azonban nem közvetlenül a DNS-szálról, hanem az átíró (transzkri​pció) folyamatban készülő RNS-kópiáról történik. Az átíró mechanizmus nem törlődik a DNS-ben rögzített szöveg olvasatával, csupán a hű másolat készítésével. Megkülönbözteti azonban a DNS egyes génszakaszait és ezzel élettani szabályozó szerepet tölt be. Az RNS-polimeráz bármely gén átírására képes, működését azonban csak külön parancsra, illetve a tiltó parancs felfüg​gesztése esetén kezdi meg. A DNS-hez kapcsolódó termék-represszor komplex lehetetlenné teszi az RNS szintézisét. Végtermék hiányában a komplex fellazulva, nem az átíró enzimet aktiválja, hanem kötőhelyéről eltávozva megterem​ti a lehetőséget a DNS-en rögzített információ átírására. Nem akadályozza a promoter régióhoz kötődő RNS- polimeráz tovahaladá​sát.


Az átíró rendszer, az RNS polimeráz öt fehérjéből álló, félmillió daltonnál nagyobb méretű holoenzim. A fehérjekomplex​hez hatodikként átmenetileg különböző méretű  faktor kapcsolód​hat, amely az indítójel felismerése után a DNS-hez kötődést segíti. Az RNS-polimeráz ezt követőleg az úgynevezett szoros kötődés helyére csúszik. A  faktor pedig kilépve az átmeneti komplexből részt vesz a következő RNS polimeráz indításá​ban. 


A szoros kötődés hatására a két DNS-szál egy rövid szakaszon (7 bázispár) szétválik.

                                                  5' TATAATG

                                                  3' ATATTAG

Jellemző erre a szakaszra az AT bázispár gyakori előfordulása, amely a dupla hélixen jellegzetes duzzanatot okoz. A kumulált két hidrogén​hidas kötés könnyebben nyílik fel. Ettől a helytől 6-7 bázispárnyi távolságra van a kezdő purin bázispár. E. coli esetében pppG-vel indul az átírás ribonukleotid-trifosz​fátokból 5'-3' irányban, a templátnak megfelelően, a stop jel felé. Ebből következik, hogy a DNS két száláról csak ellenkező irányban folyhat átírás. 

Az Escherichia coli 16S RNS kiegészítő szekvenciák által rögzített szerkezete
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A rRNS érési folyamatában a riboszóma fehérjekomponenseinek is lényeges szerepük van. A bioszintézis egyik utolsó lépésében alakul ki a riboszóma mRNS és tRNS kötőképessége. Ily módon nem következhet be a mRNS és a tRNS kötődése éretlen riboszómához.


Az átmenetileg szétváló szakaszt befedő, -faktor nélküli polimeráz másod​percenként kb. 50 bázisnyi sebességgel halad előre az általában 6-8 egymás​után el​helyezett AT bázispárt tartalmazó stop jelig. Néhány esetben más termináló jel létét is észlelték, amely bizonyos palindrom szakaszokat felismerő faktor jelen​létében fejti ki hatását. Az átírás a DNS-replikáció már ismert elvét követi. A komplementer szál ribonuk​leotid-trifoszfát építőelemekből készül azzal a különbség​gel, hogy az RNS timin helyett uracilt tartalmaz az adenin komplement​er párjaként. Bázispárképzésre lehetőséget adó kiegészítő szekvenciák a mRNS szálon is előfordulnak, különösen a szál végén a termináló kód környékén. Ez lehetőséget ad az RNS visszahajló szakaszának a megkötésére, megvédve a ribonuk​leázok lebontó ak​tivitásá​tól. A lebontó aktivitás egyébként olyan jelentős, hogy nem létezik szabad RNS bioszintetikus funkció nélkül. A ribonukleázok lebontó aktivitásával szemben a riboszómához kötődés is védelmet jelent.  A DNS-ről történő átíráskor a különböző RNS-fajták esetében általában a végső cél szempontjából látszólag szükségtelen szekvenciákat tartal​mazó hosszabb, úgynevezett prekurzor-RNS láncok képződnek. Ebből érési folyamat közben alakulnak ki a biológiai feladat megoldására alkalmas molekulák. A tRNS-gén is lényegesen hosszabb pre-tRNS molekulát kódol. Előfordul, hogy különböző aminosavra specifikus tRNS (például a szerin-tRNS és a treonin-tRNS) egy gén termékeként jelenik meg és bonyolult érési folyamatban, endonuk​leázok és exonukleázok közreműködésé​vel, egyes bázisok módosítá​sával válik használhatóvá a DNS-ről készült RNS másolat. A  bázisok  távozásával szabadul fel az aminosavak kötésére szolgáló C-C-A szekvencia.


A riboszómális RNS-molekulák, a riboszóma kis (30S, 0,9-1 mDa) és nagy alegységének (50S 1,8 mDa) alkotórészei (16S, 600 kDa, 1,5 kb; 5S 40 kDa, 120 b; 23S 1200 kDa, 3 kb) is közös nagy prekurzor-molekula​ként  képződnek és csak később válnak szét. Ugyanez érvényes az eukariotákban működő riboszómák kis  (40S, 1,5 mDa) és nagy alegységére (60S, 3 mDa), valamint alkotórészeire (18S, 2 kb;   5S, 120 b;   5,8S, 160 b;    28S, 5 kb).


A szekvencia bázispárjai jellegzetes stabil másodlagos szerkezet kialakulását segítik. A 16S rRNS szekvenciáját az utóbbi időben a törzsek rendszertani azonosítás​ra, a rokon​sági fok meghatározására használják. A PCR-eljárás gyakorlatba vételével ez már egyszerű rutin feladat. Az E. coli primer felhasználásával a vizsgálandó törzs kromoszomális DNS-ál​lományából könnyen felszaporítható a 16S rRNS-t kódoló DNS-szakasz. Valójában tehát a 16S rDNS szekvenciáját hasonlítjuk össze. Ennek szek​venálása megfelelő számító​gépes program alkalmazásával az egyes törzsek közötti különbség számszerűsíté​sét teszi lehetővé. 


A ribo​szomális gének több kópiában találhatók a kromoszómán. Az Escherichia coli esetében 7 kódoló szakaszt azonositottak. Átírásukra csak az esetben kerül sor, ha a fehérjeszintézishez elegendő aminosavkészlet rendelkezésre áll. Az osztódó baktérium​sejtben általában 25.000 riboszóma található, az éhező sejtben ez az ötszázat sem éri el. (Aminosavhiány esetén szabályozó szerepű ppGpp és ppGppp szaporodik fel.) 


A mRNS esetében a kódolt fehérjére vonatkozó, AUG kodonnal induló információ előtt a riboszómához való kötődést biztosító szakasz található. A DNS-szálon akár egy génen belül is egyidejűleg több RNS-polimeráz is működhet, sőt az enzimről folyamatosan letekeredve képződő mRNS-fonalakon körülbelül 40 bázisnyi távolságban már megindul a fehérjeszintézis. Ebből az következik, hogy meglehe​tő​sen kis területen változatos biokémiai reakciók (RNS-szintézis, fehérjeszintézis) tömege folyik egyidejűleg. Ezt a lehetőséget használja ki az élő szervezet az aminoaci​lezett tRNS szabályozó szerepének a megjelenítésére. Ennek keretében a promoter régión kötődő RNS-polimeráz, az operátorhoz kötődő represszor fehérje távoztával elindulhat a struktúrgén felé. Az RNS-polimeráz működése viszont megszakad akkor, ha a megfelelő aminoacil-tRNS a fehérjeszintézis szem​pontjából szükséges koncentrációban jelen van a mikrobasejtben.

A triptofán bioszintézis enzimeinek képződése: Triptofán hiány esetében a korepresszor (esetünkben triptofán) nélküli represszor fehérje lemozdul az operátorról. Ennek következtében elindulhat az RNS-polimeráz 
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a struktúrgének felé. Hamarosan megindul a transzlációs folyamat is. Elkezdődik a struktúrgének információja előtt elhelyezkedő attenuátor szakaszon kódolt rövid vezérfehérje szintézise. A vezérpeptid információja a promoter régiót követő rövid ribo​szómakötő szakasz után, a szokásos AUG kodonnal kezdődik és UGA kóddal végződik. Az RNS-polimeráz által szintetizált mRNS- láncon, amelynek szekven​ciája több komplementer szakaszt is tartalmaz,  a polimerázt 40 bázisnyira követve folyik a vezérfehérje képződése. A két szintézis (azRNS- és a peptidszintézis) közel azonos sebességgel folyik. A vezérpep​tidtől 30 bázis távolságra, jóval a struktúr​géneket iniciáló kodon előtt található az a termináló hurok, amely képes lenyomni a -faktor nélküli, lazán kötődő polimerázt a templát​járól. A termináló hurok azonban, csak az esetben alakulhat ki, ha a vezérpeptid szin​tézise zavartalanul megtör​ténik. Az RNS-polimeráz tehát leválik az operonról és -faktorral kiegészülve újra kezdi működését a promoter szakasznál. Az anyagveszteség csekély, mert a jelenlevő proteázok a funkció nélküli vezérpeptidet lebontják, és az aminosavak visszakerülnek a bioszintetikus folyamat​ba. Triptofán esetében ez a vezérpeptid mindössze 14 aminosavból épül fel, de szekvenciájában közvet​lenül egymás után két trip​tofánt tartalmaz, amely százalékos arányban különösen nagy gyakoriságot jelent, mivel a prokarionták​ban  általában 100 aminosavra esik egy triptofán.

A triptofán operon átírását befolyásoló attenuátor régió szabályozó szerepe
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Ha azonban triptofánnal töltött tRNS hiányában megakad a vezérfehérje képződése, akkor a vezérszekvencia bázissor​rendjében levő komplementer szakaszok által létrejött új párkapcsolat nem engedi kialakulni a termináló hurkot. Ennek következményeként a polimeráz a kritikus szakaszon tovább haladhat a struktúrgének kezdő kodonja felé. Hamarosan megkezdi az illetékes aminosav képződését katalizáló enzimek, ez esetben a triptofán-operonba szer​veződött struktúrgének átírását, a mRNS szin​tézisét.


Amikor a végtermék által (feed-back) szabályozott, trip​tofánt szintetizáló rendszer aktív tevékenysége (lásd bővebben a 2613. fejezetet) a vezérpeptid szin​téziséhez elegendő triptofanil-tRNS szintet állít be, a struktúr​gének további átírása megszűnik.. 


Hasonló szabályozó rendszer irányítja a többi aminosav szin​tézisét katalizáló enzimek struktúrgénjeinek átírását. Az egyes vezérpeptidek kémiai szerkezetében az illetékes aminosav egymás közelében több példányban szerepel. A hisztidin esetében 7 szomszédos kodon igényel feltöltött hisztidil-tRNS-t. A fenilalanin-szintézis enzimeinek képződését szabályozó vezérfehérje 7 fenilalanil-tRNS jelenlétét igényli az RNS-polimeráz leválasztásához. Figyelemre méltó a treonin és az izoleucin  struktúrgénjeinek átírását szabályozó vezérpeptid szerkezete, amely alternáltan 8 treonin és 4 izoleucinal feltöltött tRNS-t igényel. Ez esetben tehát a treonin és az izoleucin szintézist katalizáló enzimek génjeinek átírását csak az izolucinnal, illetve treoninnal töltött tRNS jelenléte akadályozhatja meg.

Az egyes aminosavak bioszintézisét végző enzimek struktúrgénjeinek  

átírását akadályozó vezérpeptidek szerkezete:

 Triptofán szintézis enzimeinek képződését akadályozó vezérpeptid szerkezete
Met-Lys-Ala- Ile-Phe-Val-Leu--Lys-Gly-Trp-Trp-Arg-Thr-Ser

Hisztidin szintézis enzimeinek képződését akadályozó vezérpeptid szerkezete
Met-Thr-Arg-Val-Gln-Phe-Lys-His-His-His-His-His-His-His-Pro-Asp

Fenilalanin szintézis enzimeinek képződését akadályozó vezérpeptid szerkezete
Met-Lys-His-Ile-Pro-Phe-Phe-Phe-Ala-Phe-Phe-Phe-Thr-Phe-Pro

Treonin és Izoleucuin szintézis enzimeinek képződését akadályozó vezérpeptid szerkezete
Met-Lys-Arg-Ile-Ser-Thr-Thr-Ile-Thr-Thr-Thr-Ile-Thr-Ile-Thr-Thr-Gly-Asn-Gly-Ala-Gly

   *Vastagítva van a szabályozást végző aminósavval acilezett tRNS


Az ismertetett átírás mechaniz​musát több antibiotikum képes gátolni. Az ansaláncú rifamicin-származék, például rifampicin az RNS polimeráz ß-láncához kötődve akadá​lyozza az RNS-szintézis megindulását.

A citoszta​tikus hatású an​tibiotikumok közé sorolt actinomycin-D a DNS-bázispárok közé ékelődve akadályozza a kettős spirál fel​lazulását, a két szál szétválását, végeredményben az RNS szintézisét. Meg​jegyzendő, hogy ez az antibiotikum  a DNS-replikációt csak nagyobb koncentrációban alkalmazva képes gátolni, mivel a helikáz nagyobb ener​giával lazítja fel a dupla spirál bázispár​jait, mint az RNS-polimeráz.

2.6.1.7. FEHÉRJESZINTÉZIS A MIKROORGANIZMUSOKBAN

A hírvivő ribonukleinsavba (mRNS) átírt információ a riboszómán folyó mechanokémiai rekciók ered​ményeként fehérje formájában átfordítva jelenik meg. A fehérjét felépítő aminosavak  minőségét és sorrendjét három-három nukleotíd, az úgynevezett triplet  kódolja. 
Az egész élő világra érvényes kódjeleket fáradságos munkával a prokarion​tákkal végzett kísér​letekben Ochoa, Nirenberg és Khorana polinukleotid-foszforiláz és szintetikus oligonuk​leotidok segítségével határozták meg 1961-65 között. 


Az AUG lánckezdő kodon az N-formil-metionint hordozó tRNS kötődését teszi lehetővé, amit követően szigorúan 3-3 nuk​leotidnyi egységekben történik a leolvasás (transzláció) alapján szállított aminosavak egymáshoz kapcsolása, a fehérjekép​ződés. Az eukariotákban és az ősbaktériumokban formil​metionin helyett metioninnal indul a bioszintézis. 

A szerin és treonin tRNS prekurzora.
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 A  kövérített bázisok távoznak az érési folyamat közben.  D=dihidrouridin, pszeudouridin


Bázispárok természetesen a ribonukleinsav-lánc esetében is kialakulnak, ha megfelelő komplementer szakasz található térközel​ben. A tRNS kémiai stabilitását éppen a térbeli szerkezetének, a kiegészítő szakaszok között kialakuló kapcsolatoknak köszön​heti.



Egyedül a tRNS-molekulák képesek értelmezni a DNS-ről átírt mRNS  első meg​közelítésben értelmetlennek látszó kémiai szerkeze​tét. Az olvasatért a tRNS meghatározott részén található triplet antikodon felelős. A leolvasás az RNS szintézissel azonosan 5'-3' irányban folyik. Ily módon a fehérjeszintézis a prokarotákban már a születő mRNS szálon, annak teljes elkészülte előtt megindul. Sőt, a folyamat közben, amint felszaba​dul a lánckezdő AUG kodon előtt található riboszómakötő szakasz, máris új riboszómakomplex kialakulása indul meg. A riboszómák a mRNS-en 80 nukleotidnyi távolságra követik egymást. Elektronmik​roszkópos felvételeken riboszómafüzérek, úgyneve​zett poliszómák  képződése látható.


A riboszómák az elektronmikroszkópos felvételeken 15-20 nm méretű szemcsékként észlelhetők. Tömegük 63 %-a RNS, 37 %-a fehérje. A prokariotákban található 70S riboszóma egy nagyobb 50S (1,8x106 dalton tömegű, 5300 nm3 térfogatú) és egy kisebb 30S (1x106 dalton tömegű, 2600 nm3 kiterjedésű) méretű alegységből tevődik össze. (A prokariota és az eukariota riboszóma összehasonlítása a 4.0.4.0. számú mitokondrium fejezetben található.) Az 50S alegység egy nagyobb, 3500 bázist és egy kisebb 130 nukleotidot tartalmazó RNS-molekulából valamint 33 fehérje molekulából áll. Három alkotórészre választható  szét centrifugá​lással (16S 600 kDa, 5S 40 kDa, 23S 1200 kDa). A 30S alegység (0,9-1 mDa tömegű) 1700 bázit tartalmazó  RNS molekulát és 21 fehérjét tartalmaz. A két alegység csak a fehérjeszintézis idejére kapcsoló​dik funkcionáló egységbe, 70S riboszómát alkotva. 


Az éhező sejtben, illetve az endospórában néhány száz riboszóma található, a növekedés legaktívabb szakaszában viszont sejtenként 15-25 ezer fordul elő. A sejt RNS-tartalmának zöme (90 %-a)  itt talál​ható, amely az intenzív növekedés szakaszában a szárazsúly negyven százalékát is elérheti. 


A transzláció lépései a következők: iníciáció, elongáció, termináció. 


Az iniciáció  szakaszában áll össze a fehérjeszintézist végző komplex. A riboszómán a mRNS riboszóma kötőhelyével kompatibilis templát jelenléte irányítja az mRNS-30S riboszóma komplex kialakulását, amit egy 21 kDa tömegű IF-3, egy 9 kDa méretű IF-1 és egy 65 kDa tömegű formilmetionin-tRNS, +GTP, +IF-2  komplex (iníciációs fak​torok) bekötődése tesz lehetővé. Az iniciációs komplex kialakulásának a lépéseit zavarják az aminoglükozid antibiotikumok, például a streptomycin. Az így kialakuló komplex kapcsolódik az 50S alegységgel, létrehozva a működőképes 70S riboszómát, miközben az előbbi iníciáló fehérjék (IF-1, IF-2 és IF-3) szabaddá válva újabb komplex kialakításában működnek közre.



A következő lépés az úgynevezett elongációs szakasz, a peptid​lánc hosszabítása.  Az aminosavkötő helyhez kapcsolódik a következő triplet által meghatározott aminosavval acilezett tRNS. A kapcsolódáshoz szükséges energiát az elongációs faktornak nevezett EF-Tu-GTP fehérje komplex szolgáltatja. A peptid kötés kialakulását az 50S alegység egyik fehérjemolekulája, a transzfe​ráz segíti elő. Ennek az enzimnek a működését gátolja a chloramphenicol (klorocid). A tRNS 3' végén levő ribóz 3'-OH-hoz észterkötés​ben rögzített aminosav amino-csoportja nukleofilen támadja a peptid​kötőhelyen levő aminosavészter karbonil csoportját. A kiürülő tRNS egyidejűleg elhagyja a peptidkötőhelyet. 


A kémiai reakciót mechanikus lépés, a transzlokáció követi.  Ezt a lépést gátolja a makrolid antibiotikum csoport, például az erythromycin. Ez a mechanokémiai reakció a másik elongációs faktor, az EF-G-GTP komplex​ben levő energia fel​használásával a növekedő peptidet a riboszóma peptid​kötő helyére emeli át. Ezzel lehetővé válik egy újabb tRNS kapcsolódása. 


A petidláncnövelő körfolyamat, az elongáció és a transzlo​káció mindaddig ismétlődik, amíg a mRNS termináló kodonja kerül a riboszóma aminosavkötő helyéhez. A befejező szakaszban a termináló kódnak megfelelően valamelyik R-faktor (release) kötődik a komplexhez. Az R-faktor kötődését követően a peptidil-transzferáz hidroli​zálja az utolsó tRNS és a kész peptid közötti észterkö​tést. Ezzel szabaddá válik a kész fehérje, miközben újra felhasználásra alkalmas alegységei​re (30S, 50S) esik szét a riboszómakomplex. Az aminogli​kozid antibiotikumok az R-faktor kötődését akadályozva gátolják a riboszóma szétválását és ezáltal a fehérjeszintézist. 


Riboszómális fehérjeszintézis a prokariontákban (vázlat)
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           *Az ábrán jelöltük az an​tibiotikumokkal zavarható reak​ciólépéseket

Helyileg a fehérje​szintézis sok esetben a citoplazma membrán belső felületéhez közel, illetve annak belső felületén folyik. A membrán közelsége bizonyos védelmet nyújt a fölösleges fehérjék és nukleinsavak elbontását végző proteázok és nukleázok hidrolitikus hatásával szemben.

  2.7.0.0. A PROKARIONTA SEJTBUROK


A mikroorganizmusok anyagcsere rendszerét a sejtburok legfon​tosabb alkotóeleme, a citoplaz​ma membrán, a sejthártya határolja el a környezettől, de nem csak elválasztja, hanem egyben össze is köti, mivel az anyagfelvétel és -leadás ugyancsak ezen az elválasztó burkolaton keresztül történik, mégpedig egy​részt pas​szív, de nagyobbrészt aktív transzport jelenségek ered​ményeként. A baktérium megjelenési formáját, morfológiai képét, alakját és méretét ugyancsak a sejtburok egy alkotóeleme; a sejthártyán kívül elhe​lyezkedő, viszonylag szilárd sejtfal határozza meg.


A baktériumok egy csoportját meghatározó jellegű anató​miai kü​lönb​ségként a sejtfalon kívül egy második, úgyneve​zett külső membrán választ​ja el a környezetétől. Ennek az élettani szempontból jelentős memb​ránnak a külső felüle​tén különböző, anti​génként ismert szén​hidrátpolimerek találhatók. 


Előfordul, hogy a sejtfalon kívül antigén jellegű, változó szerkezetű fehérje molekulák mozaikszerűen elhelyezkedő rétege borítja a prokariota szervezetet. Jól elkülöníthető csoportot alkotnak a sejtfalon kívül található, zsírsavban gazdag réteggel  rendelkező, úgynevezett saválló szervezetek. A sejtburok külső réte​geként sok esetben több‑kevesebb kocso​nyás természe​tű fehérje, illetve poliszacharid jellegű anyag  található; ha ez tömörebb szerkezetű, akkor toknak nevezzük. 
A prokariotákat több mint száz éve két nagy csoportba sorol​ják a biológusok, mégpedig festődésük alapján. A festési eljárást a dán Christian Gram 1884‑ben írta le, és azóta a róla elnevezett festési eljárást a mikrobiológusok világszerte  alapvető taxonó​miai módszernek tekintik.


A tárgylemezre fixált kenetet bázikus kristályibolyával vég​zett fes​tés után kálium-jodidos jódoldattal kezelik. A jód a festékmoleku​lákhoz kötődve olyan mértékben megváltoztatja a színanyag fizi​kai tulajdonságát, hogy a festési technológia következő lépésében az acetonnal vagy alkohollal (propanol) végzett mosás a mikrobák egy jelen​tős csoportjából nem képes eltávolítani a jód​komplexet. Ezeket nevez​zük Gram‑pozitívan festődő szer​vezeteknek. A mikrobák másik cso​portjából (Gram‑negatív) a festék viszonylag könnyen kimosható. Gyakorlati szempontból a festett készítményt célszerű háttér festéssel (pl. szafranin) változatosabbá tenni. 
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Gram pozitivan festődő baktériumsejt burok vázlata
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Gram negatívan festődő baktériumsejt burok vázlata


Közel hetvenöt évig használták a mikrobiológusok ezt a szelek​tív festé​si módszert a jelenség molekuláris magyarázata nélkül. Salon úgy vélte, hogy valójában a Gram‑pozitív sejtburok permeá​bilitá​si viszonyai akadályozzák a festék jódkomplexének eltávolí​tását. Mai ismereteink szerint a hálózatos szerkezetű, 1 nm pórusméretű sejtfal 10 kDa moltömegig átjárható. Salon és munka​társai a festék megtartását a Gram‑pozitív fajokra jellemző, vas​tag glükopeptid sejtfal tömörségével okolták meg. Alátá​masz​totta ezt az elképzelést egyrészt az a megfigyelés, hogy a Gram‑pozitív baktériumok idősebb tenyészete az autolitikus folyamatok előrehaladása miatt Gram‑negatívként festődik, más​részt az a tapasztalat, hogy a pozitívan festődő sejtekből a fal részleges enzimes emésztése után a festék‑jód​komplex könnyen kimosható.

2.7.1.0. A SEJTHÁRTYA (Citoplazmamembrán)


A prokarionta citoplazmát a külvilágtól egy 8‑10 nm vastag memb​rán választja el, amely a mikroba szárazanyag tartalmának 8‑15 %-át teszi ki.  A sejtburok kémiai összetételének és szerkezetének a vizsgála​ta céljából a mikrobasejt egyes alkotórészeit el kell választani. A Gram-pozitív baktériumokból a sejtfal lizozimes emész​tése után nyert proto​plasztok ozmotikus elron​csolásával vízben nem oldódó frakcióként  nyerhető a sejtmem​brán. A baktérium összfehérje-tartal​mának 20 %-a és a lipid tartalom 70‑90 %-a a sejtmem​bránban található. A sejthártya 50‑60 % fehérjét, 30‑40 % lipidet és 15‑20 % szénhidrátot tartalmaz. A membránban található fehérjemolekulák fon​tos élet​tani szerepet töltenek be. Ezért nem meglepő, hogy a membrán fehérjetartalma a növekedés folyamán válto​zik. Ezek a biológiailag aktív fehérjék saját tengelyük körül forogva, szinte  úsznak az állandó mozgásban levő, főleg foszfolipidet tartalmazó,  kétrétegű membránban. 



A Gram‑pozitív baktériumok ozmium‑tetroxiddal kezelt ultravékony metsze​te​inek elektronmikroszkóppal készült felvételein 20‑80 nm vastagságú, elektronokat erősen elnyelő, sejtfalnak nevezett külső réteg veszi körül a 7-8 nm vastagságú sejthár​tyával körül​vett mikrobasejtet. A 2‑3 nm vastag, elektront elnyelő két poláros réteg között 4‑5 nm vastag világos sáv látszik. A foszfatid építőelemek alifás zsírsavláncai egy​mással szemben helyezkedve alkotják ezt a hidrofób réteget. A membrán a fizikai kémiából ismert háromré​teges elren​dezést mutatja: a középső lipidgazdag rétegen kifelé és befelé egyaránt töltést hordozó csoportok találhatók.


A Gram‑negatív sejtek metszetein elektronmikroszkóppal általában három fő réteg különböztethető meg. A belső, 7‑8 nm vastag, háromrétegű membrán felett egy vékony, 2‑4 nm erősen elektronel​nyelő réteg, a sejtfal látható. A felvételeken jól észlelhető a sejtfal két oldalán a belső és külső periplazmának nevezett tér. Ez utóbbit határolja (körülveszi), egy 6‑l8 nm vas​tag, a belső citoplazmamembránhoz hasonló háromréteges szerke​zet. Ezeknek a rétegeknek a létezését fagyasztott mintából (freeze‑etching módszerrel) hasított metszetek elektronmik​roszkóppal készült felvé​telei is megerősí​tik. 


Gram‑negatív sejtek vékony peptidoglükán sejtfala lizozim​mal — nehezebben ugyan — de eltávo​lítható. Az így nyert szferoplasztokon azonban a citoplazmamemb​rán felett a külső membrán is jelen van, sőt a két membrán között sejtfaltöredékek is kimutathatók. A szfero​plaszt lízisével a sejtmembrán és a külső  membrán roncsainak a keverékéhez jutunk, amit csak sűrűség grádienssel centrifugálva lehet szétválasztani. Újabban sikerrel alkalmazzák a dextrán‑polietilénglikol‑foszfátpuffer összetételű, kétfázisú polimer rendszereket a membránfrakciók tisztítására. A két frakciót indokolt külön tárgyalni, mert a citoplazmamembrán és a külső membrán kémiai szerkezetében lényeges különbség fedezhető fel.

 
Membránszerkezetet nemcsak zsírsavak glicerofoszfát-észterei, digliceridjei hozhatnak létre, hanem hosszú szénláncú alkoholok glicerinnel alkotott éterei is hasonló tulajdonságot mutatnak. A természet a törzsfejlődés folyamán ezt az elvi lehetőséget is kipróbálta - feltételezhetően a zsírsavalapon létrejött szerveződést megelőzően - mégpedig oly sikerrel, hogy képviselői ma is megtalál​hatók olyan körülményekhez alkalmazkodva, amilyene​ket az észter​szárma​zékot tartalmazó mikrobák nem képesek elviselni. A Föld őstörté​netének egy hosszú periódusában ezek az ősbaktériumok alkothatták az élőlé​nyek főtö​megét. 


Az életkörül​mények vál​tozásával, a klimatikus viszonyok enyhü​lésével ezek az organiz​musok elvesztették kiváltságos helyzetü​ket. Az éterszár​mazékok szintézisének nagy energiaigénye a létért való küzdelem​ben hátrányos helyzetbe juttatta őket a foszfatidok​ból felépülő membránnal rendelkező szervezetekkel szemben. A gazdaságosság elvének érvényesülésével olyan élőhe​lyekre szorul​tak, ahol előnyük vitathatatlan (hőforrás, iszap, mélytengeri élőhelyek, bélcsatorna, mocsár, szennyvíztisztító, stb.).


Az izoprén egységekből felépülő életfontosságú vegyületek nem csak az ősbaktériumok esetében - ahol a membrán főtömegét alkotják - de a foszfatidsavból építkező szervezetek esetében is megőrizték élettani fontosságukat, membránba rögzítő ősi alkotórészek - izoprenil származékok - formájában. Gondoljunk csak a különböző baktoprenol-  és terpén-származékokra, karotinokra, retinolra, szterinekre,  továbbá kofaktorokat rögzítő szerepükre (klorofill, koenzim-Q). 

Az ősbaktériumok membránjából izoprén egységekből felépülő telített alko​holok (fitanil) glicerinnel alkotott étereit izo​lálhatjuk. Egy glicerinhez két fitanillánc kapcsolódik. A gli​cerin harma​dik szénatomjához azután polialkoholok, cukorfoszfátok kapcsolód​nak szén‑szén kötéssel, esetleg  elvétve foszfátészterkötéssel. A hőtűrő Sulfolobus nemzetségben például a glicerinhez egy hexit kapcsolódik C‑C kötéssel és az így létrejövő nonit alkotja a membrán-építőelem poláros fejét. 


Vizes kö​zegben ‑ a foszfatidokhoz hasonlóan ‑ ez a lipid is kettősréteget alkot. Az éterkötés stabilitása a nagy sótartalom​mal, magas hőmérséklettel jellemzett savanyú környezetben is elősegíti a membrán​szerkezet fennmaradását. Ennek a membrán építőe​lemnek az a külön​legessége, hogy a telített izoprénláncok kova​lens kötéssel összekapcsolódhatnak. Ez esetben kétszer négy, azaz összesen nyolc izoprén egységből épül fel az izoprenoid alkohol, a bifi​tanillánc, amelynek láncvégi hidroxil csoportjai vagy egyetlen glicerin vicinális hidroxiljaival alkotnak éterkötést, vagy pedig két glicerinmolekulával lépnek kapcsolatba. Ez a szerkezet jellemző a hőtűrő ősbaktériu​mokra, amelyekben a lán​con belüli ciklopentán gyűrűk fokozzák a membrán stabilitá​sát. Az ősbaktériumok membránjában a szemben levő fitanilláncok egymás mellé csúszva, illetve kovalensen összekapcsolódva alkotják a szélsőséges fizikai‑kémiai hatásoknak is ellenálló sejthártyát. 


Az izoprenoid alkohol acetil-CoA-ból épül mevalon savon keresztül. Végül dimetilallil és izopentenil építőelemekből képződő geranil-pirofoszfát köztitermék vezet a fitanil végtermékhez. A szintézis ATP- és NADPH-igénye nagy. Ez a szintézisút az egész élővilág számára nélkülözhetetlen  izoprén egységekből felépülő, telitett, illetve telítetlen  oligomerek képződését szolgálja

Izoprén-oligomerek bioszintézise

                                                     2  acetil‑CoA

acetoacetil-CoA-szintetáz                       >>>>>>>CoA-SH            a fontosabb köztestermékek

                                                                                                       szerkezetének bemutatásával

                                                    acetoacetil-CoA

                                                                <<<<<<<<<<acetil-CoA

hidroximetil-glutaril-CoA-szintetáz       >>>>>>>>>>CoA-SH                                 COOH

                                                                                                                          H-C-H

                                              -hidroxi‑‑metilglutaril‑CoA                         HO-C-CH3
                                                                <<<<<<<>>>2 NADPH                           H-C-H

hidroximetil-glutaril-CoA-reduktáz       >>>>>>>>CoA-SH                                 O=C-S-CoA

                                                                >>>>>>>>>>>2 NADP+
                                                                                                                   H   H  OH H

                                                 3 R-mevalonát                                   HO-C--C--C---C--COOH

mevalonát-kináz                                     <<<<<<<<<<<<ATP                       H   H  CH3H

                                                                >>>>>>>>>>>>>>>ADP              

                                                                                                                   H  H   OH H

                                               5‑foszfo‑mevalonát                   H2O3-P-O-C--C--C---C--COOH

                                                                <<<<<<<<ATP                                H   H  CH3H

mevalonátfoszfát-kináz                           >>>>>>>>ADP
                                                                                                                   H   H  OH H

                                             5‑pirofoszfo‑mevalonát                    PP--O-C--C--C---C--COOH

                                                                <<<<<<<<<<<ATP                           H  H   CH3H

5‑pirofoszfo‑mevalonát dekarboxiláz    >>>>>>>>CO2
                                                                >>>>>>>>>ADP               H

                                 izomeráz                                                 H-C-H                         H-C-H

  dimetilallil-pirofoszfát  izopentenil-pirofoszfát                    C-CH3                         C-CH3
                                                                                                     C-H                         H-C-H

dimetilallil                                                                                H-C-O--PP                  H-C-O--PP
transzferáz                                                                                    H                                  H

                                                                                                                                                  CH3
                            geranil-pirofoszfát                           PP--O-HCH-HC=C-HCH-HCH-HC=C

                                                                                                                   CH3                        CH3
geranil PP                                                      
transzferáz                                                        

                                       izoprenil PP  

                                          transzferáz                                  oligoizoprén szintáz
                                                       farnezil-pirofoszfát                                                    baktoprenol-foszfát

            tetraizoprenil-pirofoszfát             

                                  <<<<<<4 NADPH        

tetraizoprenil-                                               <<<<NADPH                                      retinál
-PP reduktáz             >>>>>>4 NADP+               

                                                    szkvalén     szintáz
                fitanil-pirofoszfát                                                                                   karotinok

                                                                      >>>>NADP+

                                                              szkvalén

A CITOPLAZ​MAMEMBRÁN-MODELLEK FEJLŐDÉSE


 
A közvélemény leginkább a membrán Singer és Nicholson által 1972‑ben leírt folyékony mozaik modelljét fogadja el. Nem csak tudománytörténeti érdekességű, de tovább gondolásra ösz​tönöz a membránmodellek  fejlődését bemuta​tó ábra, amely szerint a biokémiai módszerek és a technikai berendezések fejlődésével összefüggésben, a leírás egyre jobban közelíti a ma elfogadott elképzelést.
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Az eubaktériumokban található kétrétegű membrán olyan kétdimen​ziós folyadéknak tekinthető, amelyben a foszfatidok zsírsav építőele​mei a membrán síkjára merőlegesen helyezkednek el. Kép​lékeny szerkezete spontán kiala​kul, ha foszfatidokat megfelelő arányban vízzel összekeverünk. Az építőelemek moz​gékonysága hőmérséklet függő. Magasabb hőmérsékle​ten a telített zsírsavak mennyiségének a növelése biztosítja a membrán megfelelő folyékonyságát. A hőmérséklet csökkenésekor vi​szont a telítetlen zsírsavak jelenléte biztosít megfelelő flexibilitást. A membrán fluiditása szempontjából optimális zsírsavösszetétel kialakulásá​ban kulcshelyzetet foglal el az a tioeszteráz (glicerin‑foszfát acil​transzferáz), amelyik a lizofoszfatid, illetve a foszfatidsav szintézist katalizálja -glicerinfoszfátból és a zsírsav CoA-származékából. Ez az enzim az aktuális hőmérséklet függ​vényében változtatja a beépítendő telített, illetve telítetlen zsírsavak arányát. Az enzim a szelektáló képességét sejt​mentes körülmények között is megtartja; a reakcióelegyben levő zsír​sav‑CoA‑tioészte​rek keverékéből az aktuális hőmérsék​letnek megfelelően válogat.

Membránt alkotó foszfatidok képződése
H2C-O-P-O3H2                                                      G-6-P > > > > inozitol-1-P   

     |                    -glicerin-foszfát                                                            

H-C-OH                                                                                                    

     |                                                                                                  inozitol       

H2C-OH                        <<<<<<<CoA-S-CO--R                                   

H2C-O-P-O3H2             >>>>>>>>CoA-SH                                                             OH            OH

     |                                                                                                                        C              C

H-C-OH                                                                                                                               

      |                                                                                                                   C                      C

H2C-O-CO--R   lizofoszfatid                                                                   HO                               OH                                                             

                                                                                                                                C          C

H2C-O-P-O3H2             <<<<<CoA-S-CO--R                                                            |               OH

     |                                                                              CMP                                    O      foszfatidil-

H-C-O-CO--R              >>>>>CoA-SH                     NH2                                          |            inozitol

     |                                                                           C                                       HO-P=O

H2C-O-CO--R       foszfatidsav                      H-C         C-H                                    |

                                                                             |           |                                        O

CTP-->                       OH   OH                      O=C        CH                                      |

                       H2C-O-P--O-P--O--CH2                   N                                          H-C-H

                            |      O       O          |            O          |                                                 |

                      H-C-O-CO--R       H-C                       C-H                                       H-C-O-CO---R

PP                       |                                    CH--CH                                                       | 

                      H2C-O-CO--R                   OH   OH                     CDP-glicerid      H2C-O-CO---R

  szerin---------->                     O      H H                                        R---CO-O-CH2
                                 H2C--O--P--O-C-C-COOH                                              |

                                       |      HO      H  NH2                                  R---CO-O-C-H           

   CMP<----------       H-C-O-CO-----R                                                             |      O

                                        |                                                                             H2C-O-P-O-CH2
                                   H2C-O-CO-----R   foszfatidil-szerin                                      OH   |

                                                      CO2 <<<<<<<<                                                            H-C-OH

            O                                                                                                                  O        |

H2C-O-P-O-CH2-CH2NH2                                                                          H2C-O-P--O-CH2
     |       OH                                                                                                        |       OH

H-C-O-CO--------R                                                                        R---CO-O-C-H

     |                                                                                                                      |

H2C-O-CO--------R                foszfatidil-etanolamin                      R---CO-O-CH2                 

                                                                                                                                         kardiolipin

3   S-adenozil-metionin       –CH3                     –CH3             –CH3
             O                                                   O                                                 O                      CH3
H2C-O-P-O-CH2-CH2-NH-CH3    H2C-O-P-O-CH2-CH2-N-CH3      H2C-O-P-O-CH2-CH2-N+-CH3
     |       OH                                         |       OH                  CH3              |      OH                    CH3
H-C-O-CO--------R                       H.C-O-CO-----R                          H-C-O-CO-----R
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                                                                                                                          foszfatidil-kolin


A citoplazmamembrán fizikai‑kémiai tulajdonságait erősen befolyásolja az építőelemek poláros csoportjának a szerkezete és a különböző élettani folyamatokat katalizáló fehérjék jelenléte. Az így kialakuló flexibilis képződmény a sejten belüli és a sejten kívüli vizes fázisok szét​választásával olyan ozmotikus akadályt képez, amely egyrészt visszatartja az élő sejt életfontossá​gú metabolitjait, másrészt megakadályozza a környezetben jelenle​vő anyagok beözön​lését a sejtbe. A töltéssel bíró anyagok számára a membrán fizikai‑kémiai okokból gyakorlatilag át​járhatatlan. A glicerinnél na​gyobb mole​kulák ezen az ozmotikus gáton csak speciális transzportmechaniz​mus segítségé​vel halad​hatnak át. Ilyen feladatot látnak el azok a membránfehérjék, amelyek a külső és a belső teret össze​kötve, lipofil régiójuk segítségével szinte beoldódnak a memb​rán hidrofób rétegébe. A sejthártyában működő fehérjék egy csoportja a membrán belső, más részük a külső oldalán a feladataiknak megfelelően, a foszfo​lipid rétegbe süllyedve helyezkednek el. A membránban található fehérjemolekulák katalitikus aktivitá​sa tartja fenn az élő sejt​hártya külső és belső oldala között mérhető membrán​potenciált, ami az élet alapjának tekinthető. Az itt műkö​dő fehérjék eltérő feladataiból következően a membrán külső és belső oldalának a kémia szerkezete jelentős mértékben különbözik. (Különösen jelen​tős az eltérés a külső membrán esetében!)



Membránhoz kötött fehérjék az elektrontranszport és az oxidatív fosz​foriláció enzimei. Ide kötődnek a foszfatidsav képződését katali​záló enzimek, a muramil‑peptid és teichoinsav bioszin​tézisében résztvevő enzimek. A membránhoz kötve találjuk azokat a fehérjéket, amelyek később a periplazmikus térben kezdik meg működésü​ket. Ezek az enzimek képződési helyüket – a riboszó​mákat – el​hagyva, hidrofób régiójukkal kötődnek a membránba, és adott eset​ben proteolitikus hatásra, a rögzítő fehérjeláncról leszakadva kerülnek az extracel​luláris térbe. A citoplazmamembránban készülnek, illetve itt fejeződik be azon vegyületeknek a szintézise, amelyekből a Gram-negatív bakté​riumok sejtfalon kívül elhelyezkedő rétege, az úgynevezett külső membrán felépül.  Membránhoz kötődik a DNS-polimeráz, sőt nagy valószínű​séggel a sejt DNS-állománya is kapcsolatban lehet a membránnal.  


A citoplazmamembránban működő enzimek általában csak különle​ges módszerekkel mozdíthatók ki a helyükről. Különféle, nem ionos detergensek, dezoxikolát, dodecil-szulfát, fenol, pufferhatás, hőkezelés, esetleg proteolitikus enzimek alkalmazása vezethet eredményre. A kinyert fehérjefrakció a polá​ros környezet miatt sok esetben in vitro inaktív. A reakcióe​legyhez adott foszfo​lipid hatására azonban az esetek többségében visszatér az aktivitás.


A membrán építőelemeinek a képződését a membrán közelében rögzített enzimek katalizálják. Itt képződnek a 14‑18 szénatom​számú zsírsavak is. Egyes esetekben a zsírsav különlegesen hoszszú is lehet, más esetben hidroxil-csoportot (például mikolsav), esetleg metil‑oldalláncot vagy ciklopropán gyűrűt tartalmazhat. 


In vivo a választék összetétele is szabályo​zott; amennyiben az alacsonyabb hőmérsékleten fejlődő mikrobában fokozódik a telitetlen zsírsav képződése, a környezet hőmérsék​letének az emelése viszont a telített zsírsavak képződé​sének kedvez. A tápközegben jelenlevő zsírsavak is bővíthetik a választé​kot. A környezetből felvett zsírsav ugyanúgy CoA származékként van jelen a citoplazmában, mint a saját  készítésű zsírsav, amely acil‑CoA formájában hagyja el a zsírsav‑szinteti​záló komplexet.


A membránban jelenlevő telítetlen zsírsavak két úton képződ​hetnek. Az egyik lehetséges út, ha a bioszintézis egyik körfolya​matánál kimarad a telítési reakció, amikor is transz kettős kötésű zsírsav marad vissza. A másik esetben az elkészült zsírsavat egy külön enzim, a membránban elhelyezkedő deszaturáz dehidrogénezi, mégpedig térszerkezeti okokból cisz helyzetben. A deszaturázaktivitás szintje a membrán fluiditásától függ. Az enzim a hőmérséklet hatására merevedő membránból kiemelkedve lép működésbe a telítetlen zsírsavképződés elősegítése céljából. Amint a membrán fluiditása optimalizálódik ez az enzim visszasüllyedve a membránba beszünteti működését. Escherichia coli‑ban telítetlen zsír​savként főleg cisz‑vaccenát (cis‑ll,l2‑oktadekanoát) fordul elő a tenyésztési hőmér​séklettől függő mennyiségben. A magasabb rendűekben (a növények​ben és az állatokban) inkább az olajsav (cisz‑9,l0‑oktadekanoát) képződik. 


A cisz kettős kötés a zsírsavlánc térbeli helyzetét változ​tatva a membrán fluiditását befolyásolja, de jelentős hatású a membrán flexibilitására a fosz​folipid építőelemek fejrészének a mérete és a kémiai szerkezete is. A citoplazmamembránban ugyanis nem a szabad foszfatidsav, hanem annak származékai fordulnak elő. A foszfatidsav citidin‑trifoszfát segítségével citidin‑difoszfo​gli​ceriddé alakul pirofoszfát fel​szabadulása mellett. A CDP‑gli​cerid azután szerinnel reagálva foszfatidil‑szerinné alakul, amiből dekarboxileződve a membrán főkomponense, a foszfatidil-etanolamin képződhet. Ez utóbbi különböző mértékben metilezve végül foszfa​tidil‑kolinná (lecitin) alakul. A CDP‑glicerid  ‑glicerinfosz​fáttal reagál​va CMP felszabadulása mellett foszfatidil‑glicerin képződéséhez vezet. Ez egy újabb CDP‑glice​riddel reagálhat, ami​nek az eredmé​nye a kardiolipin, (difoszfati​dil-glicerin) építőe​lem képződése. Ugyancsak CDP‑gliceridből képződik a foszfatidil‑inozit.


A zsírsavlebontás és a zsírsavszin​tézis egymástól teljesen független folyamatok. Az élő sejtben nem csak térbelileg különül el a két folyamat, de a köztes termé​kek kémiai szerkezete is különbözik. Amíg a lebontási út L‑ß‑hidroxia​cil‑CoA  inter​medieren keresztül, a szintézis D‑ß‑hidroxia​cil származékon keresz​tül folyik. A zsírsavlebontáshoz NAD+ kofak​tor szükséges, bio​szintézisekor viszont NADPH kofaktor kerül felhasználásra.

 A ZSÍRSAV-SZINTETÁZ  MŰKÖDÉSE

A bioszintézis építő elemének (malonil‑CoA) képződését citráttal serkenthető, biotin igényes acil‑S‑CoA karboxiláz kata​lizálja, amelynek a működését zsírsavanalógok gátolják. A biotin ATP felhasználásával ADP‑széns​av vegyes​anhidrid köztes terméken keresztül karboxi​leződik. A savanyú körülmények között labilis kar​boxi‑bioti​nil enzimkomplex​ről kerül a karboxil-csoport az acil‑S‑CoA reaktív szénatomjára.


Ez a reakcióút a mikrobák növekedése és szaporodása szem​pontjá​ból meghatározó jelentőségű. (Zsírsav nélkül nincs foszfatidsav, foszfatidsav nélkül nincs membrán, membrán nélkül nincs élet.) Ezért nem meglepő, hogy a mikroorganizmusok szaporodásának sebes​ségét 

ZSÍRSAV ANYAGCSERE az Escherichia coli K-12-ben
{R-gén} Represszorfehérje                                         Zsírsavszintézis a savhordozó fehérjén (ACP)                

{L-gén} Külsömembrán transzportfehérje                    R-CH2-CH2-CH2-CO-S-CoA                    

                                                                                                     >>>>>>>>>>>>>>>>CH3-CO-S-ACP                                                                                  

                                                                                                     tiotranszészteráz
Zsírsavlebontó komplex (mikroszómában)                                <<<<<<<<<<< acetil-CoA


 R-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH                                                         aciltran​szferáz
                                                                                     R-CH2-CH2-CH2-CO-S-ACPx

                 <<<<<<<ATP 

 CoA-SH                                                                                     >>>>>>>>> NADP+
 {D gén}              acil-CoA-szintetáz                                           enoil-ACP-reduktáz
                 >>>>>>AMP +PP                                                          <<<<<<<<<NADPH               

R-CH2-CH2-CH2-CH2-CO-S-CoA                                  R-CH2-CH=CH-CO-S-ACPx                 
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{E gén}              acil-CoA-dehidrogenáz                                        enoil-ACP-dehidráz   

                 >>>>>>>FADH2                                                    

R-CH2-CH2-CH=CH-CO-S-CoA                                    R-CH2-CH-CH2-CO-S-ACPx          
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{B gén}              enoil-CoA-hidratáz                                    
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                                                                                                     D-ß-ketoac​il-ACP reduktáz
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{B-gén}     L-ß-hidroxiacil-CoA-dehidrogenáz
                 >>>>>>NADH                                                               >>>>>>>>>>>>>HS-ACPo >>>>>>>>>>>>>>>>>>      

                                                                                     CO2 <<<<<                            

R-CH2-CH2-CO-CH2-CO-S-CoA                                               <<<<<<<<<<CH2-CO-S-ACPo<<<<<<<<<<<<<                                                                            
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{A gén}                     3-ketoacil-CoA-tioláz                                 

                                                                                               COOH            

                                                                                               CH2                             

                                                                                               CO-S-ACPx                   HS-CoA


R-CH2-CH2-CO-S-CoA  CH3-CO-S-CoA        COOH                          ACP-maloniltranszferáz 

                                                                            CH2
                                                                            CO-S-CoA                                  HS-ACPx 

                                                       biotin                                        
                          CO2                                                              H3C-CO-S-CoA

                                     ATP                    ADP   +    Pi           

                                       acetil-CoA-karboxiláz       

                                        *ACPo = Savhordozó fehérje o jelű pantetein oldallánca

                                        **ACPx = Savhordozó fehérje x jelű pantetein oldallánca
növelni lehet a tápközegbe adott biotinnal, és minden eset​ben kedvezően hat a növekedés megin​dulására a szén-dioxid parciá​lis nyomásának emelése. A kedvező hatás annak ellenére jelentkezik, hogy nem beszélhetünk a szén-dioxid fogyásáról, hiszen a lánchosszab​bításra használt malonil‑S‑CoA‑val való reak​cióban a szén-dioxid felszaba​dul és újra részt vehet a kar​boxilezési reakci​óban. A pozitív hatás oka talán az, hogy az ADP‑szénsav vegyesan​hidrid átmeneti képződésé​nek kedvez a szén-dioxid felesleg, amely az élő sejt megjelenésekor környezeti tényező volt.


A zsírsavak a zsírsav-szintetáz enzimkomplex felületén képződ​nek. A pékélesztőben előforduló, 2300 kDa méretű  komplexet tisztán előállították. Ugyancsak sikerült kinyerni az Escherichia coli zsírsav szintetizáló komplexének működőképes alkotóelemeit.


A növekvő zsírsavláncot a komplex egyik tagja, a savhordozó fehérje (ACP-acyl carrier protein) tioészter-kötésben tartja, miközben a komplex tag​jai forgószínpadszerűen a megfelelő biokémiai átalakításokat  elvég​zik. Minden körbefordulás két szénatommal növeli a képződő zsír​sav hosszát, amint az a zsírsav anyagcsere ábrán tanulmányozható. 


Az Escherichia coli savhordozó fehérje (ACP, 8847 dalton) 36.‑ik aminosa​vaként szereplő szerinhez kapcsolódik a foszfopantetein oldallánc (CoA‑analóg), amelyhez a lánchosszabításra váró sav kötődik. Ez a tioészterkötésben jelenlevő sav a kondenzációs reakcióban a komplex másik tagjához kapcsolt malo​náttal szén-dioxid felszaba​dulása közben reagál. 


A képződő acetoacil‑ACP ezután a NADPH‑függő  ß‑keto‑acil‑ACP reduktáz szubsztrátumaként D‑ß‑hidroxi‑acil‑ACP‑vé alakul. A to​vábbiakban a víz kilépését az enoil‑ACP‑de-hidráz katalizálja; a kettős kötés telítését pedig az ugyancsak NADPH-függő enoil‑AC​P-​reduktáz vég​zi. Az ACP‑aciltranszferáz ezután a telített acilcso​porttal a növekedő intermediert tartalmazó ACPo-foszfopantetein oldaláncot acilezi. Ez a körfolyamat mindaddig folytatódik amíg a zsírsavlánc el nem éri a kívánt hosszú​ságot (palmitinsav esetében hét ciklus). Utolsó lépés​ként egy speciális tio‑transzészteráz acetil‑CoA fel​használásával a zsírsavat acil‑CoA formájában leválasztja az ACPx komplexről, miközben az x-foszfopantetein oldalláncra acetil-csoport kerül amit ezt követőleg az előbbi ACP-aciltranszferáz visz át az ACPo-foszfopantetein oldalláncra. Ezzel elindul a következő zsírsav szin​tézise.

 A zsírképzés élettana

Tömegükre vonatkoztatva a zsírok (zsírsavak glicerin észterei) a legnagyobb energiát képviselő felhasználásra kész vegyületek a mikroba számára. Tartalék tápanyagként ideálisak. Zsírképzéskor egy foszfatáz hidrolizálja a foszfatidsav foszforsav észtert és az elkészült diacil-glicerinre az előbbi transzferáz újabb acil-CoA felhasználásával elhelyezi a harmadik zsírsavat. A zsírok hidrofób tulajdonságukból következőleg heterogén fázisként olvadáspontjuknak megfelelően szilárd ré​szecskék alakjában vagy olajcseppek formájában találhatók a citoplazmában vagy a mikrobák vizes környezetében, viszonylag stabil szuszpenzió vagy emulzió formájában. 


Legismertebb példa erre a friss tehéntej, amelyben a tejnek a fehérje- és foszfatidtartalma biztosítja a (víz‑zsír) kolloidrendszer vi​szonylagos stabilitását. A mikrobák külső felszínének hidrofób jellegétől függően feldúsulnak a zsírcsep​pecskék fe​lületén. Nem meglepő, hogy a lipid​gazdag tejszínben található a baktériumok fő tömege ‑ így az esetleg jelenlevő Mycobacterium bovis (a tehén-TBC kórokozója) is. 


Folyékony tápkö​zeg​ben a lipidgazdag felszínű mikróbák gyakran egymáshoz tapad​va jellegzetes aggregátumokat képezve növekednek, amit a táptalajhoz adott, élettanilag elviselhető detergensekkel (tween‑80) igyekeznek megakadályozni.


A táptalajban jelenlevő, energiaforrásként hasznosítható gli​cerid minden esetben a mikroba válaszreakcióját váltja ki. A hasznosítást elősegítendő a mikrobák hosszabb‑rövidebb adaptációs idő után a lipolitikus enzimek hatásos működését befolyásoló, detergens jellegű anyagokat választanak ki. A mikroszervezetek egy része extracelluláris lipázt termel, más esetben a membrán külső oldalá​hoz kapcsolva működnek ezek az enzimek. A lipolitikus aktivitás eredményeként felszabaduló zsírsavak acil‑CoA for​májában jutnak a sejtbe, ahol a katabolikus folyama​tok fűtőanya​gaként vagy szén​forrásként hasznosulnak. Megtalálhatók membránt alkotó fosz​foli​pidek építőelemeiként is. 


A vízben nem oldódó trigliceridből a membránhoz kötött digli​cerid aciltranszferáz választja le az első zsírsavat, amely egy átészterezési folyamat keretében CoA‑S‑acilát formájában jelenik meg a citoplazmában. A diglicerid a foszfatid‑foszforiláz hatására, ATP felhasználásával foszfatiddá alakulva résztvehet a sejtmembrán felépítésében vagy pedig az  ‑glicerinfoszfát aciltranszferáz egy újabb zsírsavat választ le róla CoA‑acilát formájában. A folyamat végén visszamaradó  ‑glicerinfoszfát egy NAD‑függő dehidrogenáz segítségével dihidro​xiaceton-foszfáttá oxidálódva kapcsolódhat az anyag​cserébe.

ß-oxidáció a mikroszómában
 
 A citoplazma mikroszóma-frakciójában található ß‑oxidáló enzimkészlet a hosszú szénláncú zsírsava​kat acetil‑CoA  egységek​ké bontja egy-egy FADH2 és NADH képződése közben. A redukált kofaktorok az oxidatív foszfori​láci​ót táplálva regenerál​ódnak. Escherichia coli-val végzett kísérletekben nem csak a lebontásban szerepet játszó mikroszómában rögzített multi​funkcio​nális enzimkomplex tulajdon​ságait derítették fel, de a struktúr​géneknek a kromoszómán való elhelyez​kedésé​ről is adatokkal rendelkezünk.


A zsírsav transzportját a baktérium külső membránjában helyet foglaló, 43 kDa méretű fehérje végzi, amelyet az L-gén kódol. A periplazmából a zsírsavat a citoplazmamembránba ágyazott, D-gén által kódolt acil‑CoA-szintetáz tioészterként továbbítja a sejtbe, ahol szabad zsírsav nem fordulhat elő.


A zsírsavlebontás (ß‑oxidáció) a citoplazma mikroszómáiban folyik. Az első enzimet az acil‑CoA-dehidrogenázt az E-gén kódol​ja. Ez az enzim a zsírsav C-2, C-3 szénatomjáról távolít el egy‑egy hidrogént FADH2 képződése közben, amelynek visszaoxidálása légköri oxigént hasznosítva peroxid képződéssel jár. A B-gén két enzimet kódol az enoil-CoA-hidratázt és a NAD+ kofaktorral műkődő 3‑hidroxi‑acil​-CoA-dehidrogenázt. Itt találjuk a telítetlen zsírsavak lebontása szempontjából nélkülöz​hetetlen enoil‑CoA-izomerázt és a hidroxia​cil‑CoA-epimerázt. A komplex utolsó tagja az A-gén által kódolt 3‑ketoac​il‑CoA tioláz, amely egy acetil‑CoA felszabadításával két szénatommal rövidí​ti a lebontandó láncot. 


A zsírsavlebontás sebességét a redukált kofaktorok oxidációja szabályoz​za. A zsírsavlebon​tás enzimeinek a kép​ződését hosszabb szénláncú (12‑18 szénatom​számú) zsírsavak indukálják; ennél rövidebbek hatástalanok. A 24 kDa méretű represszor fehérjét az R-gén kódolja a kromoszóma jól ismert régiójában. A represszor (R)-gén hibája miatt konstitutí​van derepresszált mutánsokban az en​zimképződést glükózzal, illet​ve glicerinnel lehet represszálni. Ez a represszió cAMP-adagolással befolyásolható. Ilyen esetben két cAMP kapcsolódik a CAP-hoz. Azt is megál​lapítot​ták, hogy a cAMP receptorban sérült mutánsokban a zsírsav-bontó enzim​komplex nem indukálható.


A D- és az L-génben hibás mutánsokban a mul​tifunkcionális enzimkomplex nem indukálható. (Lehetséges, hogy D- és L-gén termékei az aktív represszorkomplex olyan építőe​lemei, amelyek az induktorral való kapcsoló​dást segítik.) Az A-, B- és E-gén​ben hibás mutánsokban az épen maradt enzimek képződését zsírsavakkal serkenteni lehet. 


Rövidebb szénláncú savak lebontására külön enzimkomplex szolgál, amelynek képződését az acetecetsav indukálja. A membránon átkerülő rövid szénláncú savat (vajsav, acetecetsav) az atoA-gén által kódolt acetoacetil‑CoA-transzferáz aktíválja ecetsav képző​dés közben. Az enzimkomplex második, atoB-gén által kódolt tagja a tioláz II, amely egy CoA‑SH felhasználásával két acetil‑CoA képződését katalizálja.

                            Rövid szénláncú savak bontása Escherichia coli-ban
                                         CH3 - CO ‑ CH2 ‑ COOH

                      acetil‑CoA >>>>>>>>>                acetil‑CoA-transzferáz  (ato A) 

                                         CH3 ‑ CO ‑ CH2 ‑ CO ‑ S‑CoA    +      ecetsav


                       CoA‑SH <<<<<<<<<<                    tioláz II. (ato B)

                                                      2  acetil‑CoA


Zsírsav szénforráson az aceA-gén által kódolt izo-citratáz és az aceB-gén által kódolt malát-szintetáz ak​tivitása nő. A multikomplex rendszer képződését szabályozó represszor (R) gén terméke befolyásolja a glioxalát-út enzimeinek – különösen az izocitrát-liáznak – a képződését. Ez a folyamat a glioxiszómának nevezett enzimkomplexben szolgálja a zsírsavlebontás közben képződő acetil-CoA hasznosulását oxálecetsav-képződés irányában.


A mezoszóma valójában a membrán betüremlése a citoplazmába. Különösen fontos a szerepe a Gram-pozitív mikrobák​nál, ahol a mezoszóma megnöveli a peptidoglükán sejtfal és a membrán között levő periplazmikus teret. Elektronmikroszkópos felvételek szerint a Gram‑pozitív baktériu​moknál a DNS-replikáció folyamatában a mezoszómának is fontos szerepe lehet. Az ATP-szintézisért felelős enzimkomplex nagyobb mennyisége is itt helyezkedik el.  A mezoszóma fiziológiai jelentőségére utal, hogy a Gram-pozitív mikroorganizmusok proto​plasztjain is jól látható a szerkezete. A Micrococcus lysodeikti​cus -  neve lizozim ér​zékenységére utal - mezoszómá​jában jelentős peptidoglükán-hidro​lizáló aktivitást találtak, amely a sej​tosztódáskor fontos szerepet kap, lazítja az osztódó sejtek közötti kapcsolatot. A Gram‑negatív baktériumokban a mezoszóma jelentéktelen méretű, pro​toplasztá-láskor beltartalmát kiürítve kisimul. Szerepét valószínűleg átvállalja a külső membrán, amely a peri​plazmikus térbe kiválasztott enzimek távozását megakadá​lyozza.

A belső membrán szerkezete.  A prokarioták elektronmikroszkópos felvételein sok esetben a citoplazmában különleges belső membránszerkezet figyelhető meg. Bizonyos reakcióutak mikroszómákba, glioxiszómába szerveződve működnek. Ezek a kettős rétegek olyan enzimrendszereket tartalmaznak, ame​lyek az életműködést fenntartó elektronáramlást biokémiailag hasznosítható energiacsomagokká alakítják. Jelentős mennyiségű ilyen membrán található a fototróf baktériumokban, az azotobakte​rekben és a kemolitotróf baktériumokban, főleg azokban az organizmusokban, amelyekben az elektrontransz​port-rendszer különleges szerveződésű. 


Az eukariontáknál erre a feladatra külön sejtalkotórészek – mitokondriumok, kloroplasztok, mikrotestek – szolgálnak, de méretükből adódóan a prokariontákkal összevetve lényegesen bonyolultabb belső membránszerkezet szervezi jól szabályozott egységes rendszerré a biokémiailag és élettanilag összefüggő anyagcsere hálózatot..

2.7.2.0. AZ ÉLŐ SEJTET JELLEMZŐ MEMBRÁNPOTENCIÁL FENNTARTÁSA


Az elmúlt néhány milliárd év alatt az élővilág szinte minden lehetséges módszert kipróbált az élő sejt belső terét a külvilág​tól elválasztó membrán két oldala közötti membránpotenciál fenn​tartására. A kemoozmotikus kapcsolási hipotézis szerint  valójában az oxidációs energia jelenik meg a hidrogén ion által fenntartott elektrokémiai membránpotenciál formájában.  Ezt a kedvező állapotot valamilyen aktív protonpumpa működtetésével éri el az élő sejt, mivel a membrán- amelyben a légző lánc egyes elemei rögzítve vannak - a hidrogén és a hidroxil-ionok számára átjárhatatlan. Az ionvándorlás lehetőségét mindkét irányban a membránpotenciál hatására kialakuló protongrádiens teremti meg az erre szolgáló csatornákon. A protont mozgató erő így milivoltokban adható meg.

pH     =- Z •  pH


   = a membrán külső és belső oldala között mérhető potenciál különbség


pH  = a membrán külső és belső oldala között mérhető pH közötti különbség


                             R T


Z       =       2,3   -----------      ( számszerűen  59 mV 25 °C-on)

 
                                F



R= egyetemes gázállandó



T= a hőmérséklet Kelvin fokban



F= Faraday állandó


Az élet fennmaradásának  a fizikai‑kémiai alapja az elektron​mozgás fenntartása, az elektron áramlása az elektrondo​nortól az elektronakceptor felé. Az élő rendszer igényelte elektronmozgás fenntartására leginkább az élőlény környezetében előforduló elek​trondonorként, illetve -akceptorként szóba jöhető vegyületek, illet​ve elemek kerülnek felhasználásra. Sok esetben külső energia, például fényenergia szolgáltatja a mozgató erőt.

                                    Ciklikus fotofoszforiláció az anaerob fototróf​oknál

                                                     cit.c                            cit.b                                          ADP

                                                                                                                                          Pi  

foton ……………      P870                                                        …… proton H+ >>>>

                                                                                                                                                    

                                                       Q/Fe-S                    CoQ                                              ATP


A proton mozgató erő (PME) nagysága adott esetben az elektron donor és az akceptor közötti redoxipotenciál különbséggel jellemezhető. Az így mérhető érték határozza meg az elektronáramlás pozitív irányultságát.  


{Tudvalevő, hogy az úgynevezett szétkapcsolószerek, mint például a membránban jól oldódó, azon akadálytalanul áthatoló dinitrofenol protonhordozóként kiegyenlíti a membrán két oldala között létrehozott pH-grádienst és ezzel megakadályozza az ATP képződést. Az energiahiány felgyorsítja a katabolizmust, növeli a légzést, végül is a szervezet pusztulását okozza.}

A mikroszervezet működését vizsgálva  protonmozgató erőt (PME) szolgáltató és protonmozgató erőt hasznosító folyamatokat különböztethetünk meg. PME-t  szolgáltat a citokrómmal kapcsolt  elektrontranszport-rendszerek működése, az ATP-hidrolízis, az anyagcsere termékek kiáramlása, a bakteriorodopszin működése. PME-t hasznosítanak a transzhidrogénezési reakciók, az ATP-képződés, az ostormozgatás, a transzport folyamatok.


Az ATP hidrolízise legalább kettő, de inkább négy proton átáramlását okozza. A komplex működését a sejtben levő ATP/ADP arány befolyásolja. A protonmozgató erő azonban képes az ATP-hidrolízist megfordítva katalizálni az ATP-képződést. A komplex megfordítható működése életfontosságú az anaerob életkörülmények esetében, amikor az ionmozgást biztosító ATP-t a citoplazmában folyó endergonikus reakciók erdményeként a szubsztrátszintű foszforiláció szolgáltatja. 


Az energia gazdag foszfátkötések hidrolízisekor felhasználható energia

	               ATP               ADP + Pi               
ATP               AMP + PP

acetil-P              acetát + Pi

PEP                   piruvát + Pi
	      -30,97 kJ

       -31,81 kJ

        -44,8  kJ

         -51,5  kJ



Az elektronmozgás biológiai‑kémiai eredményeként két életfon​tosságú faktor, a redukált kofaktor képződés és az energiagazdag foszfátkötés említendő. Ennek a folyamatnak a gazdaságossá​ga a létért való küzdelem szelekciós hatású eleme. A leggaz​daságosabb életműködésért folyó verseny résztvevői a szabályozási mechanizmusok egyre tökéletesebb formá​inak kifejlesztésére kényszerültek

Redoxipotenciál értékek az elektrondonor és -akceptor között.(E’0 volt/mol  7 pH, 1 atm. 25 °C)

	-ketoglutarát/szukcinát
	-0,68
	2 e-
	

	Ferredoxin ox / red
	-0,48
	1 e-
	

	CO2/ glükóz
	-0,43
	24 e-
	

	2 H+/ H2
	-0,42

	2 e-
	

	CO2/metanol
	-0,38
	6 e-
	obligát anaerob

	NAD(P)+/NAD(P)H
	-0,32   

	2 e-
	

	CO2/acetát
	-0,28
	8 e-
	obligát anaerob

	S°/H2S
	-0,28
	2 e-
	fakultatív aerob, illetveobligát anaerob

	SO42-/H2S
	-0,22
	8 e-
	obligát anaerob

	piruvát/laktát
	-0,19
	2 e-
	

	flavin enzim ox / red
	-0,06
	2 e-
	

	S4O62-/S2O32-
	+0,024
	2 e-
	

	fumarát / szukcinát
	+0,03
	2 e-
	fakultatív aerob

	Citokróm b ox / red
	+0,035
	1 e-
	

	Ubiquinon ox / red
	+0,11
	2 e-
	

	Citokróm c ox  / red
	+0,25
	1 e-
	

	Citokróm a ox / red
	+0,39
	1 e-
	

	NO3-/ NO2-
	+0,42
	2 e-
	fakultatív aerob

	NO3-/ N2
	+0,74
	5 e-
	

	Fe3-/Fe2-
	+0,76
	1 e-
	fakultatív aerob, illetve obligát anaerob

	Mn4-/ Mn2-
	+0,798
	2 e-
	

	1/2 O2 / H2O
	+0,82
	2 e-
	obligát aerob, illetve fakultatív aerob

	N2O/N2
	+1,36
	2 e-
	


A fenti adatokból számítható az energia egyenérték-változás:         G°  =   -nF•E’0
n  = átvitt e- száma,      F = Faraday állandó (96,48 kJ/volt),       E’0 volt /mol redoxipotenciál

A redoxipotenciál értékekből számítható a felszabaduló energia a reagáló párok esetére

:

	
	különbség volt-ban
	G0’ /mol

	H2/NADH                     

NADH/flavin enzim      


Flavin enzim/citokróm b 

Citokróm b/citokróm c   


Citokróm c/citokróm a   


Citokróm a/ O2-             


NADH/1/2 O2               

	         0,10 V 

         0,24 V

         0,04 V

         0,31 V

         0,02 V

         0,52 V

         1,13 V


	 -19,3   kJ 

 -46,46 kJ

   -7,7   kJ

 -59,86 kJ

   -3,86 kJ

-100,46 kJ

-212,67 kJ

	       donor
	    termék
	G° /mol

	2H2 / fumarát 

  H2 / NO3-
   H2 /1/2 O2

4 H2 / CO2 
	szukcinát

nitrit + víz

víz

metán + 2 víz    

	  -86     kJ

-163     kJ

-237     kJ

-135,6  kJ



Ősi elektronforrásként ismert a kemotrófok számára a hidrogén, a kén és különböző fémek sói. Ezekről származó elektronáramlás alakítja ki az élet fenntartását biztosító protongrádienst. A kemoorganotrófok energiaforrásként - elektrondonor​ként - a glükózt bontják piroszőlősavig, illetve ecetsavig egyrészt a glikolízis, másrészt a pentózfoszfát-ciklus útján. Ez utóbbi út zavartalan működése a nukleinsav-építőelemek szintézise szempontjából fontos. Az elektrondonorként szolgáló energiaforrás gazdaságosabb hasznosulását teszi lehetővé a citokrómokból felépülő légzőrend​szer működése. A szénváz ez esetben a Krebs-ciklusban alakul szén-dioxid​dá, miközben az eltávolított elektronok NADH, illetve FADH2 közve​títésével jutnak a terminális oxidáció láncnak nevezett légző​rendszerhez, amely az elektrondonorként szereplő vegyületről eltávolított elektronokat a lánc utolsó tagjaként működő specifi​kus citokrómoxidáz segítségével a kiszemelt (elektron) akceptorra viszi.


A citokrómok a légzési lánc fontos csoportját alkot​ják. Több típusuk ismeretes; ezeket az abc kisbetűivel jelölve, adott esetben indexszámmal különböztetik meg. Mindegyik tartal​maz hem‑vasat, ami reverzibilisen elektron felvételére, illetve leadására képes. A citokróm c kivételével általában nehezen távolíthatók el a membránból. A légzőrendszer, megfelelő mennyiségű oxigén jelenlétében, az elektronokat az oxigénre juttatja. A komplex utolsó rezet is tartalmazó tagja (cito​króm a), ugyanis az oxigénnel közvetlenül képes reagálni; ezért nevezik citokrómoxi​dáznak. A reakció közben a vízben oldott molekuláris oxigént redukálva instabil oxanion képződik, ami a jelenlevő protonnal vízzé egyesül. A légzőrendszer működése cianiddal, aziddal és szén-monoxiddal gátolható.


A redoxipotemciál táblázat adatait tanulmányozva jól követhető az elektron útja a membránban elhelyezkedő elektrontranszport-fehérjéken keresztül az elektronakceptor felé:

flavin enzim (0,06 volt/mol)  citokróm b (+0,035 volt/mol) citokróm c ( +0,25  volt/mol)  citokróm a (+0,39 volt/mol)  NO30,42 volt/mol )  Fe++ (+0,76 volt/mol )   O2  (+0,82 volt/mol)

Az oxidatívfoszforiláció elektrontranszportlánca a membránban

                                                                   O-----------------O                ATP

                                                                  O-----------------O--

                                                                  O-------------

                                              H+ <<<<<               ATPáz             <<<<<<  

                                                                   O-----------------                                              

                                  H+                              O-----------------O                    > ADP +  Pi 

                                                                     O-----------------O             

                                                                     O------------------O                        

                                                                    O--------------                        NADH
                                         H+ <<<<<<<<   O--------------  FMN              NADH-dehidrogenáz
                                                                   O---------  FeS  --    O-           >NAD+
NADH-CoQ-reduktáz                               O-----------------------O 

                                                                  O------------------------O         szukcinát                                           

                                                                  O----         ----   FAD         szukcinát-dehidrogrnáz
                                           H+<<<<<<<<        CoQ                              >fumarát

                                                                   O-----------------------O

                                                                   O-----------------------   

                                      H+                         O----------------     cit b
                                                                   O--------------               

                                                                    O-----------   FeS   ---O

CoQH2 citokróm-c reduktáz                        O        -----         -----O                         

                                                                       cit c  ------------O
                                                                           --------------------O       

                                          H+                   cit c  --------------------O   

                                                                 O             ---------------O

                                                                 O-- cit c  -----------O 
                                                                  O-----------------------O                                                              

                                                                  O----------------------O

                                                                   O-------          ------O                         

citokróm-oxidáz                    H+<<<<<<<      ci t   a    cit  a3
                                                                                                         

                                                                    O----------------------O                                                                  

                                                                     O----------------------O               ADP  +  Pi
                                              H+                   O----------------------O

                                                                      O---------------------O

                                                                      O

                                                                                       ATPáz          >>>>>>>>H+
                                                  H+                O------------------                    

                                                                      O--------------------O                     >ATP
                                                                     O--------------------O

   külső tér                                               O----------------------O                  protoplazma
                                                                    O----------------------O          

                                                                           membrán         


 Mivel a földi élet kialakulása közben a légkör oxigéntartalma fokozatosan növekedve érte el a mai szintet, nem meglepő, hogy találunk olyan mik​robákat, amelyek citokróm rendszere a mainál csekélyebb oxigén jelenlétében is működőképesek. Az Escherichia coli például egy‑két százalék oxi​gént tartalmazó légkörben is képes aerob légzőrendszerét működ​tetni. A sejtmemb​ránba rögzített citokróm a oxidáz  mellett olyan eltérő tulajdon​ságú nagy oxigénaffinitású citokróm d oxidáz műkö​dik, amely oxigénszegény tenyésztési körülmények között is képes működésben tartani a terminális oxidációs rendszert.


Ez a transzferrendszer teszi lehetővé a mikroszervezet számá​ra azt, hogy az energiaforrásként használt tápanyag lebontása folya​mán bekövetkező szabadenergia-csökkenés jelentős része ké​sőbb felhasználható diszkrét energia csomagok (ATP) formájában kerüljön raktározásra. Az elektrontranszport-rendszer végered​ményben az elektrondonor és az elektronakceptor közötti nagy redox​ipotenciál-különb​séget haszno​sítja. A felszabadított energia fenn​maradó része hő alak​jában jelenik meg, nem kis gondot okozva a fermentációs tech​noló​giai folyamatok kivitelezésekor. A reak​ciótér hűtésével lehet az eljárás szempontjából optimális hőmérsékletet tar​tani.


A transzportrendszeren áthaladó elektronáram (protongrádi​ens) több ATP képződését teszi lehetővé. Ezért a folyamatot oxidatív foszforilációnak is nevezik. Maga a transzportrendszer és a hozzákapcsolódó energiatároló mechanizmus nehezen vizsgál​ható. Tanulmányozása végett a sejteket adott esetben fel kell tárni, miközben az egész légzőrendszert elroncsoljuk. A légzési lánc egy meglehetősen merev szerkezetbe rendezett fehérjékből​ álló, lipidtartalmú komplexrendszer. A reak​ciólánc térben rögzí​tett, de egymástól elszigetelt tagjainak a redoxipotenciálja olyan sorrendben válik egyre pozitívabbá, ahogy az elektron a szubsz​trátumtól az elektronak​ceptor felé halad. Az elektrontranszportlánc különböző helyein vas-kén fehérje is található. Az Fe2S2 vagy Fe4S4 csoport a fehérje cisztein oldalláncaihoz kötődik.


A foszforilációt katali​záló ATP‑áz komplex és elektrontranszport-lánc egyes tagjai  működésük sorrendjében, egymástól optimá​lis távolságban helyezkednek el a membránban. Az ATP-szintézis valójában egy körfolyamatba illeszkedő mechanokémiai reakció eredménye. A három reakciótérrel rendelkező fehérje mozgási irányát a protonáramlás határozza meg.  Az egyik szektorban ATP helyezkedik el. A szomszéd szektor veszi fel az ADP-t és az anorganikus foszfátot. A harmadik szektor köztes állapotban vár  a protongrádiens által meghatározott protonmozgás irányától függő feladatára. A citoplazma irányába haladó protonáramlás a fehérje-komplex forgószínpadszerű elmozgatásával olyan konformáció változást okoz, amely elősegíti az ATP leválását, miközben kedvez a felvett ADP  és a foszfát között létrejövő nagyenergiájú kötés kialakulásának. P. D. Boyer és munkatársai húsz év múlva, 1997-ben Nobel-díjban részesültek felfedezésükért.

Boyer mechanokémiai elképzelése az ATP szintetázról (fordulatonként 1 ATP képződik) 

(ATP szintetáz központi tengelye)
[image: image23.png]



Az ATP‑áz komplex két fehérje-asszociátumból szerveződika. Az egyik molekula-asszociátum, a három reakcióterű katalitikus aktív centrumot tartalmazó fejrész öt alegységből épül fel. Viszonylag könnyen eltávolítható a membránból alacsony ionerősségű pufferrel való mosással.


A komplex másik része (az alaprész), olyan szorosan kötődik a membránhoz, hogy csak a membrán feloldásával szabadítható abból ki. Ez a fehérje-lipid asszociátum legalább három, de inkább öt alegységből áll. Ebben helyezkedik el a protont átvezető csatorna. Ez a csatorna specifikusan blokkolható kémiai vegyüle​tekkel. A hidrofób tulajdonságú alaprészt a fejrészhez egy oligomicin antibiotikumra érzékeny fehérje kapcsolja. Az Escheri​chia coli ATP‑áz komplexében egy szabályozó fehérjét is kimutat​tak, ami megakadályozza az ATP-hidrolízis túlműködését. 


A NADH-hordozta elektron csak a flavin mononukleotidot tar​talmazó flavoproteinen  (NADH-dehidrogenáz) keresztül léphet a rendszerbe. Ez a vastar​talmú fehérje átmenetileg redukálódva juttatja át az elektront a hosszú ideig felderítetlen, bár az élővilágban minden​ütt előforduló és ezért Morton által ubiquinonnak (CoQ) nevezett  elek​tronátvivő vegyületre. Ennek a vegyületnek a hidrogén felvételére alkalmas kinon részét (K-vitamin esetében a naftokinon részét) 6‑10 tagú izoprén-polimer rögzíti a membránba. Szerepük különösen fontos, mert ezek a vegyületek inga módjára működve, a dehidrogéne​zéskor leválasztott két elek​tront a protontól különvá​lasztva továbbítják a citokróm enzim​komplex első tagjához, a citokróm b fehérjéhez. Mivel az ubiquinon az elektro​nokat a citokróm b‑hez csak egyenkiét továbbíthatja, nem meglepő, hogy átmenetileg, rendkívül rövid ideig létező, köztes redoxpotenciálú, félig oxidált, félig redukált intermedierrel kell számolni. 


Az ubiquinon nemcsak a redukált flavoproteinről, hanem a bo​rostyánkő​sav- dehidrogenáz kofaktoráról, a FADH2‑ről is képes az elektront a citokrómok felé továbbítani. A különbség azonban jelentős, mert amíg a NADH dehidrogénezését végző, FMN-tartalmú flavoprotein redukciója közben jelentkező protongrádiens egy ATP képződését katalizálja, addig a szukcinátról származó elektron  FAD-enzim által katalizált átvitele nem jár ATP-képződéssel. 


Megjegyzendő, hogy egyes redukált FAD‑enzimek (oxidázok) a levegő oxigénjével is képesek visszaoxidálódni hidrogénperoxid képződése közben. Ez a toxikus vegyület azonban a mikroorganizmu​sokban  jelenlevő peroxidáz hatására vízre és oxigénre bomlik.

koleszterin    +       FAD‑fehérje      ‑----oxidáz-------‑>     kolesztenon   +      FADH2‑fehérje

FADH2‑fehérje    +     oxigén            ‑‑-------------‑‑‑>        FAD‑fehérje  +   hidrogén-peroxid

                                       H2O2           ‑--‑peroxidáz‑---‑>         H2O   +      1/2  oxigén

Ez a reakciósor energetikai szempontból ugyan haszontalan, mégis fontos söntfeladatot lát el: sok esetben méregtelenítést végez. A Photobacterium fajokban a luciferáz típusú flavoprotein regenerálja a redukált kofaktorokat látható fény kisugárzása közben.



       FMNH2             oxidált luciferáz                        víz

                                                                   R-COOH

                                                                                                                                                      fény

                                                                    R-CHO



         FMN                redukált luciferáz                   oxigén


Számos esetben az energianyerés nem igényel redukált piridinnukleotid képzést, mert az oxidáció közben eltávolított elektro​nok közvetlenül  kerülhetnek az erre a célra kialakult citokróm rendszerbe, amely azután az oxigénre továbbítja (etanol + oxigén  ecetsav + víz).


Oxidatív foszforiláció megy végbe a fototróf prokariota belső membránjában is, ahol valamikor az oxigénlégkör megteremtése indult  vízből, mint elektrondonorból. (Részletesen lásd 3.2.2.0. fejezetben)
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A dehidrogénezési folyamat előrehaladása közben az élet​működés szempontjából fontos faktorok (ATP, NADH, NADPH stb.) meghatá​rozott sztöchiometriai arányban képződnek, jóllehet a mikroorganiz​mus egyes életszakaszaiban az igények jelentős minőségi és men​nyiségi eltérést mutatnak. Az enzim szintű ATP-képződést a redukálható kofaktorok (NAD+, NADP+) mennyisége egy​értelműen meghatározza. Tehát a redukált kofakto​rok visszaoxidál​hatósága az életben maradás feltételeként jelent​kezik.


Ennek a problémának a feloldására különböző alternatív elektrontranszport-rendszerek szolgálnak. Az elektronakceptor lehet akár az oxigén is. Feladatuk a túlélés biztosítása. Közös jellemzőjük, hogy tapasztalat szerint toxikus peroxidok képződése nélkül megoldják a dehidrogénezési folyamatok közben megjelenő redukált kofaktorok regenerálását. Alternatív légzésnek nevezik a cianiddal nem, de szalicilsav-hidroxamáttal gátolható rendszert, amely ATP-képződés nélkül juttatja át a redukált kofaktorokról az elektront a tápközegben oldott oxigénre, mint elektronakceptorra.


Számos példát találunk a mikroszervezetekben az anaerob légzésnek nevezett kofaktor-regenerálási folyamat működésére. Elektronakceptorként szerepelhet anaerob körülmények között a nitrát, illetve a szulfát, de elektronakceptorként szepelhet valamilyen redukálható fémion, például a három- értékű vas-, vagy a hidrogénion. Ilyen esetben a kör​nyezetben fel​lelhető elektronakceptorként szereplő vegyületekre kerül az elektron. Az Escherichia coli esetében cito​króm b közvetítésével a nitrát-reduktázra, vagy a citokróm c közvetítésével a szulfátredukáló rendszerbe kerül az  elektron.

	
	

	                             szulfát-ion + 8 elektron >>>    

  

nitrát-ion   +  2 elektron>>>     

      

ferri-ion + elektron>>>>>>              

                              2 hidrogén-ion + 2 elektron 


	 Szulfid-ion + 4  víz 

 Nitrit-ion  +  víz

 Ferro-ion

  H2



Ez utóbbi esetekben az akceptorra jutó elektronok száma lényegesen kevesebb, mint az oxigént hasznosító légzésnél. Ez a mikroba lassú növekedésében is észlelhető.


A fermentációra képes törzseknél anaerob körülmények között a szubsztrátszintű foszforiláció biztosítja az energiaellátást. Az endergonikus reakciók (pozitív szabad​energia-változás) folyamán közvetlenül ATP képződik, ami azonnal felhasználódik egy újabb lebontásra váró vegyület képző​déséhez. A közben képződő redukált nukleotidok bizo​nyos bioszintetikus folyamatokhoz használódnak fel.


Anaerob körülmények között a kofaktorok regenerálására külön​böző fermentációs folyamatok alakultak ki, amelyek közös jellem​zője, hogy mindegyik a piroszőlősav továbbalakításával oldja meg ezt a fela​datot.

	
	

	Clostridium -ok fermentlevében
	tejsav, butanol, izopropanol, aceton képződik

	Enterobacter-ek fermentlevében
	etanol, butándiol, hangyasav, tejsav, hidrogén képződik

	Escherichia nemzetség
	Borostyánkősav, eta​nol, tejsav, ecetsav

	Lactobacillus-ok fermentálásakor
	piruvát redukciójával tejsav képződik

	Propionibacterium-ok hatására
	propionsav, ecetsav, hidrogén fejlődik

	élesztők fermentációs termékeként
	szén-dioxiddal equivalens mennyiségű etanol fejlődik



E fermentációs folyamatok közös jellemzője, hogy az akceptor​ként szereplő vegyületek a tenyészközegben maradva, ott felszapo​rodva végül is toxikus hatást (például alkoholmérgezés) fej​tenek ki a mikroszervezetre, azaz a folyamat leállásával kell számolnunk.

         2.7.3.0.  ANYAGFELVÉTEL, A MEMBRÁN TRANSZPORTFOLYAMATAI


Az élő sejt belső terét a környezettől a citoplazmamembrán választja el, miközben az életműködéshez szükséges anyagok is a membrá​non keresztül juthatnak a sejtbe. Az anyagcsere végter​mékei, ese​tenként a túltermelődő köztes vagy melléktermékek ‑ az úgyneve​zett primer és szekunder anyagcseretermékek ‑ ugyancsak a memb​ránon keresztül kerülnek a környezetbe.


A környezetben előforduló és tápanyagként hasznosítható poli​merek, óriásmolekulák általában csak építőelemeikre hidroli​zálva juthatnak a sejtbe; kivételt képez a kettős szálú DNS, amely egyelőre részleteiben felderítetlen módon a sejt belsejébe kerülve bizonyos genetikai információk átvitelét teszi lehetővé.


A citoplazmamembrán régebben ismeretlen permeábilitási viszo​nyai nem egyszer téves nézetek kialakulásának és elter​jedésének kedveztek. A "kryptic enzyme" is ide sorolható. Ezzel az elneve​zéssel illették például a citromsavat hasznosító enzimrendszert, amelynek működését ép sejtben nem, csak sejtmen​tes kivonatban lehetett észlelni. A baktériumot egy enzimekkel töltött, félig áteresztő hártyából készült zsáknak tekintették, amelyben bizo​nyos enzimek a sejten belüli kon​centrációviszonyok miatt nem működhetnek.


A glükóz jelenlétében növekedő Bacillus subtilis például nem hasznosítja a tenyészethez adott citrátot, de ha a mikroba előző​leg citrá​ton, mint egyedüli szénforráson növekedett, akkor jól metabolizál​ja azt. A két tenyészetből nyert sejtmentes kivonat viszont egyformán bontja a citromsavat, ami nem meglepő, hiszen a citrátkör működőképessége létfontosságú minden szervezet számá​ra. Az eltérést az okozza, hogy a citrát felvételét egy citráttal indukálható, glükózzal represszálható transzportmechanizmus teszi lehetővé.


Ugyancsak indukálható transzportmechanizmusok szükségesek a laktóz (lásd később részletezve), az arabinóz, a cukorfoszfátok és még sok más vegyület felvételéhez.


A transzportmechanizmusokat két nagy csoportra oszthat​juk:aktív folyamatokra, amelyek a koncentrációgrádienssel szemben is működőképesek és a kon​centrációkülönbség​től függő passzív folyamatokra. A két folyamat egyidejű jelen​létével is találkoz​hatunk.


Passzív transzport esetében energia felhasználása nélkül, az anyag felvétele a koncentrációviszonyoknak megfelelően, a magasabb koncentráció felől az alacsonyabb koncentráció irányába folyik. Kis molekulák (alkohol, glicerin, acetát, rövid savak) nem disszociált alakban könnyen átjutnak a membránon különleges hordozó-fehérje segítsége nélkül is. A fermentációs folyamatban képződő savak nem disszociált formában a sejten belül megjelenő proton kiszállításában fontos szerepet játszanak.


Elősegített transzport esetén már valamilyen hordozó fehér​je (karrier fehérje) segíti bizonyos vegyületek szelektív áthala​dását a membránon. Két típusát különböztetjük meg ezeknek a fehérjéknek. Az egyik bizonyos csatorna kialakításával, a másik viszont mechanikus mozgásával szállítja a szubsztrátumot a kon​centrációgrádiensnek megfelelően a membrán másik oldalára. Ez utóbbi esetben a karrier fehérje tercier szerkezetében a szállí​tandó molekulának a bekötődése olyan változást okoz, amely előse​gíti, illetve gyorsítja a transzportfolyamatot.


Az anyagátvitel elősegítésére szolgáló fehérjék nagy változa​tosságot mutatnak. Többségük genetikai adottságként állandó men​nyiségben van jelen a membránban, mások viszont az életviszonyok függvényében az igényeknek megfelelően képződnek. A membrán fizikai állapota, a hőmérséklet csökkenésével járó merevedése eltérő módon hat a transzportfehérjékre. A csatorna jellegű karrier fehérje szállí​tóképessége nem érzékeny a környe​zet hőmérsékletének a változá​sára, a mozgékony hordozó működését viszont jelentős mértékben befolyásolja a memb​rán flexibilitásá​nak a változása.


Aktív transzport esetében valamilyen koncentrációgrádiens ellenében folyik az anyagátvitel. A transzport folyamat, az ozmo​tikus munka elvégzése ez esetben kémiai energia befektetését igényli. 

                                                 Aktív transzport hordozó fehérjével

                                                                energia terhére
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A folyamat kinetikája a Michaelis‑Menten egyenlettel leírható. Számíthatók a Vmax és a Km értékek. A transzport érdekében befektetett energiát, (szabadenergia-változást) számszerű síti az egyenlet.

                                                                         C2
                                       Go    =      RT . ln -------- 

                                                                          C1
Egy molnyi töltés nélküli molekula átviteléhez egy nagyságrend koncentrációkülönbséggel szemben 20 oC‑on 5585 kJ energia szükséges. Töltéssel rendelkező molekula átvitele esetén az egyenlet koncentrációgrádiense elektrokémiai poten​ciálgrádi​ensként szerepel és megjelenik az egyenletben az oldott molekulák töltéseinek számával (Z) szorzott Faraday-egység és a membránpo​tenciál (V).

                                                                       C2
                                         Go    =     RT. ln ‑-‑‑‑   +  Z . F . V

                                                                        C1     


A hordozófehérje szerkezetének a megváltoztatásához energia szükséges. A permeáló (S) vegyületre specifikus hordozó fehérje konformációjának a megváltozása, inaktiválódása (T‑‑>Ti) inaktív permeáz) az előző​leg megkötött (permeáló) vegyület kötődését befolyásolva, a molekula leválását okozza. A kötő fehérje (T ) nem lép kovalens kapcso​latba a permeáló vegyülettel (S), csupán laza asszociátu​mot (T‑S töltött permeáz) képez vele.

                                         Aktív transzportfolyamat működési vázlata.
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Az inaktivált transzportfehérje (Ti) a membránban aktivá​lódva hamaro​san újra alkalmassá válik a permeáló molekula fel​vételére. Ezért amíg a sejt belső energiaszintje nem csökken, addig anyag​kiáramlás gyakorlatilag nem következik be. Ha az E. coli sejtet előzőleg  ß‑galaktoziddal telítjük, majd galaktozid mentes közeg​be helyezzük, csupán alig mérhető galaktozid kiáramlást tapaszta​lunk. Ha azonban az energiatermelést valami​lyen módon, például nátrium-aziddal gátoljuk, akkor gyors galaktozid-kiáram​lást ész​lelhetünk.


A felvétel (influx) sebessége (Vin) a permeáló vegyület környezetben mért koncentrációjától (Cex) függően változik.

                                                       max
                                                     Vin    •   Cex
                                    Vin     =    ‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑

                                                     Km   +   Cex 


Az egyenletben szereplő Km az enzimek Michaelis-állandójához hasonlóan azt a szubsztrátum koncentrációt jelenti, amely a maximális felvételi sebesség felét eredményezi. A Vin max  a permeáló anyag telítési koncentrációjánál mért felvételi sebesség.


A tényleges felvétel egyenlő a felvétel és a kiáramlás (efflux) különbségével. Az efflux, a kiáramlás sebessége függ a kérdéses vegyület (Cin) sejten belüli kon​centrációjától; a Kex a kilépési sebességi állandó. A tényleges nettó felvétel tehát

                                                                          max
                                                   Cin             Vin        Cex 

                                                  ‑‑‑‑‑‑    =     ‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑   ‑   Kex . Cin
                                                     t               Km     +   Cex

 A kiáramlás végbemehet aspecifikusan, diffúzió útján a membrán pórusain keresztül, de végbemehet a szerkezeti hasonló​ság alapján bizonyos homológ vagy heterológ transzport- rendszerek igénybevé​telével is. Példaként hasonlítsuk össze a ß‑gal​aktozid transz​portmechanizmus jellemző adatait.


	

	Tiometilgalaktozid
	Tiodigalaktozid
	tiofenilgalaktozid
	laktóz

	KM (mol.liter-1)
	5 x 10-4
	2 x 10-5
	2,5 x 10-4
	7 x 10-5

	Vmaxin(mol.g-1 perc-1)
	148
	20,4
	86
	158

	Kex
	0,82
	0,59
	2,7
	-

	Maximális Cin  /Cex
	65
	400
	26
	1950

	
	
	
	
	



Ez a galaktozid-permeáz lak​tózt tartalmazó táptalajon növekedő Escherichia coli-ban képződik, mégpedig koordináltan a laktózt bontó  ß‑galaktozidázzal és egy transzacetilázzal együtt. A három fehérje képződése nem csak laktózzal (valójában allo-laktóz), hanem más, nem hidrolizál​ható ga​laktoziddal – például metil‑ß‑tio​galaktoziddal –  is serkent​hető. Ennek hatására a transzportmecha​nizmusban résztvevő fehérjék mennyisége jelentős mértékben fokozódhat. Egyedüli szénforrásként laktózt tartalmazó táptalajon az aktív centrum​ban szabad SH-csoportokat tartalmazó, 30 kDa méretű, ß‑gal​aktozidot kötő fehérje mennyisége az alapszintről (sejtenként 8‑10 per​meáz) akár ezerszeresére is nőhet. Az ilyen körülmények között növekedő sejtek membránjá​ban kb. 8000 permeáz található; ez a sejt összfehérje tartalmának 0,35 %‑a. 


Ez a fehérje a membránból detergens kezeléssel kinyer​hető, majd a membránból kimozdított fehérjék elegyéből kromato​grafálás​sal lehet tisztítani. Negyedszázaddal eze​lőtt az irodalmi adatok szerint a ß‑galaktozid permeáz előállítá​sakor éppen ezt a jelenséget, a fehérje ß‑galaktozidot kötő képességét és a kötés specifitását hasznosí​tották. Első lépésként nagy mennyiségű ß‑galaktozid jelenlétében a membránból kimozdított fehérjék szulfhidril csoportjait N‑etil‑maleinimiddel inaktíválták. A ß‑galaktozid permeáz aktív centru​mában levő SH‑csoportokat az oda kötődő galaktozidmolekula meg​védte. Ezt követőleg felsza​badították a transzportfehérje aktív központját galaktozidmentes körülmények között. A szabaddá vált SH‑csoportokat izotóppal jelölt N‑etil‑maleinimiddel inaktivál​ták. Ezzel a művelettel sikerült specifikusan jelölni a galak​tozidot kötő fehérjét, ami megkönnyí​tette a kromatografálás​sal való tisztítását és homogén formában való előállítását

         2.7.3.1. Foszfoenol-piroszőlősavtól függő foszfotranszferáz rendszer (PTS)

A szénhid​rátlebontás első lépéseként hexózfoszfát kép​ződését katalizál​ja a mono-szacharidok felvételére szolgáló mechanizmus. Escherichia coli ilyen módon veszi fel a glükózt, fruktózt, mannózt és redukált szár​mazékaikat, a szorbitot és a mannitot. Ezek a transzferázok általában specifi​kusan egy‑egy cukor felvételére szolgálnak. 


A foszfotranszferáz rendszer valójában egy enzimkomplex, amely a membránba kötött lipid függő transzfer‑fehérjéből és a hordozó fehérje regenerálá​sát biztosító enzimekből áll. A membránban elhelyezkető (E-II) hexóz-foszfotranszferáz  fehérje két alegy​ségből tevődik össze. Az egyik a cukorra specifikus "A" fehérje, a másik a lipidhez kötődő "B" fehérje. Ez utóbbi miatt a transz​ferázt általában detergenssel lehet kimozdítani a membránból. A két alegységből álló fehérje in vitro csak foszfatidil‑glicerin és kétértékű ionok jelen​létében mutat hexokináz aktivitást. In vivo a foszforilezett fehérje (enzim) a membrán külső oldalán reagál a hexózzal, mégpedig annak C‑6 hidroxil csoportját foszfo​rilezi. A képződő cukorfoszfát azután a membrán belső oldalán hagyja el a most már defoszforilezett transz​portfehérjét. A transzportfehérjét a citoplazmában működő, legkevesebb három fehérjéből álló, hidrofób enzim​komplex regenerálja, azaz újra foszforilezi. Az első  hidrofób jellegű, két alegységet tartalmazó, 140 kDa méretű dimert közvetlenül a foszfoenol​piroszőlősav foszforilezi. A foszforilezett (E-I) dimerről a foszfátcsoport átmenetileg egy viszonylag kisméretű (hőálló HPr) fehérjére kerül, amely foszforilezi a három alegységet tartalmazó, 36 kDa méretű (E-III) fehérje hisztidint tartalmazó aktív szakaszát. Ez a foszforilezett fehérje regenerálja végül a membránba rögzített (E-II) hexóz-permeázt.


Abban az esetben, ha a tápközegből elfogyott a felvehető hexóz, akkor az előbb tárgyalt  regeneráló rendszer az inaktív adenilát-ciklázt foszforilezi és ezáltal aktiválja. Ennek eredményeként megnő a sejtben található cAMP mennyisége, amely a CAP‑hez kötődve az addig katabolikusan represszált enzimeknek, például az amiláznak a képző​dését elindítja, de lehetővé válik a tápközegben jelenlevő energia​forrásként hasznosítható vegyületek (laktóz, arabinóz, stb.) felvéte​lére és lebontására alkalmas enzimrendszerek  képző​dése is.  


A hexóz‑foszfotranszferáz rendszer tehát foszfoenol-piro​szőlő​sav terhére biztosítja a mikroba hexózfelvételét. Spontán kiá​ramlás nem csökkenti a transzport hatásfokát, mivel a képződő glükóz‑6‑foszfát számára a membrán gyakorlatilag átjárhatatlan. 


Az a tény, hogy a hexóz-permeázt regeneráló rendszernek az első enzime is hidrofób jellegű, azt sugallja, hogy eredetileg az egész rendszer membránhoz kötve működött, és csak később került egy része a citoplazmába. Ma is élnek olyan prokarióták, például a Rhodobacteriaceae család tagjai, amelyekben az egész permeázrend​szer a membránban helyezkedik el, és a membrán belső oldalán elhelyezkedő (E-I) fehérjét foszforilezi a citoplazmából származó foszfoenol-piroszőlősav.

2.7.3.3. Az ionok felvétele

A magnézium-, kálium- és foszfátionok a sejten belül viszony​lag magas koncentrációban vannak jelen annak ellenére, hogy ezek az ionok a környezetben kis mennyiségben fordulnak elő. Elektro​mos töltésű, hidrátburokkal körülvett ionok szállítását a hidrofób membránon keresztül speciális transzfermechanizmusok segítik. Az egyik elterjedt típus kémiai szerkezetéből adódóan ioncsator​nát képez a membránon keresztül. A másik típus viszont elmozdulva a membránban, formálisan átszállítja az iont a membrán egyik oldaláról a másikra. Ezeknek a kifelé lipofil molekuláknak a belsejében hidrofil fészek található. A fészekbe nyúló oxigénatomok koordinatív kötést létesíthetnek az ionnal. Szelektivitásukat az ionfészek mérete adja. A kálium ionrádiusza 0,134 nm, a nátriumé viszont csak 0,095 nm; ennek ellenére, mivel a nátrium sokkal erősebben köti a vizet, mint a kálium, a kialakuló hidrátburok mérete miatt a nátrium nem fér el ott, ahol a vizet gyengén kötő káliumion még elfér. A vas felvételének elősegítésére külön vegyületcsoport működik a mikrovilágban, ezek a sziderokrómok. A vas az élő szervezetben az életfontosságú elektronáramlásban játszott szerepe miatt nélkülözhetetlen fémion. Nem véletlen, hogy a vas felvételére speciális mechanizmus alakult ki az élővi​lágban. Az élet megjelenését követően a redukáló körülmények között nem jelentett nagyobb problémát az őstenger vizében bősé​gesen előforduló ferro-ionok felvétele. Alig egy milliárd év elteltével azonban megjelentek a fényenergiát hasznosító cianobak​tériumok és tevékenységük eredményeként a redukáló környezetben megjelent az oxigén. Néhány százmillió év alatt a képződő oxigén a tenger vizében oldott ferro-ionokat eloxidálta, és a képződő ferri‑hidroxid igen gyenge vízoldhatósága miatt vastag üledékként a tenger fenekére került. A túlélés előfeltételeként ezért olyan vegyü​letek jelentek meg, amelyek ilyen körülmények között is biztosí​tani tudták a szükséges vasmennyiség begyüjtését. 


Elvileg a citromsav erre a célra alkalmas kelátképző vegyület lenne, de a vas-citrát közvetítésével folyó felvé​tel általában nem elégíti ki a mikroba igényeit. 
A gombákban és a baktériu​mokban legelterjedtebb karrierként a ferrikróm, egy fer​rihidroxa​mát‑hexapeptid fordul elő, amely gyű​rűs szerkezetéből következően könnyen szállítja a vasionokat a hidrofób memb8ránban. A transzport reakcióval a citoplazmába került ferri-hidroxamát a belső redukáló környezetben ferro iont enged el
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Az Escherichia coli külső memb​ránjában ferricitrát receptorokat, a belső membránban pedig a ferricitrát permeáz működését igazolták ugyan a vizsgála​tok; mégis a mikrovilágban olyan speciális vasfelvételre szolgáló polimerek képződtek, amelyek a környezet vastar​talmának a csökke​nése esetén egyre nagyobb mennyiségben képződve látják el élettani szempontból nélkülözhetetlen feladatukat. Hasonló feladatot lát el más baktériumoknál, például a Salmo​nella genusban egy katechol származék, az enterobaktin; az Aero​bacterium nemzetségben az aerobaktin, vagy a Mycobacterium‑okban elő​forduló mikobaktin.



                  CH3                      

  CH3
                                                    |                                                 |



                  C=O                      

  C=O

                                                    |                                                 |



                  N‑-O....                            ... O–N 

                                                    |                                                 |



                  CH2                      

  CH2
                                                     |                                                |



                  CH2                      

  CH2                

                                                     |                                                | 



                  CH2                      

  CH2
                                                     |                                                |



                  CH–CO–NH–CH2–CO–NH–CH

                                                     |                                                |



                  N‑H                      

  C=O




    |                      FeIII                       |  



                  C=O                      
 
  N‑H

                                                     |                                                |



                  CH2–NH–CO–CH–NH–CO–CH2
                                                                              |




                            CH2
                                                                              |




                            CH2
                                                                              |




                            CH2
                                                                              |




                            N---O….....................
                                                                              |




                            C=O

                       Ferrikróm                                       |




                            CH3 


A vasfelvétel élettani jelentőségére utal, hogy vasmegkötő kelátképzők​kel, hidroxikinolin-származékokkal, illetve működés​képtelen szi​derokróm analógoknak tekinthető antibiotikumokkal a bakteriális fertőzések leküzdhetők. A csatornaképző transzfervegyületek hatékonyabbak, és a hőmér​séklet sem befolyásolja a működésüket. A hordozó típusú transzfe​rázok teljesítőképessége a membrán fluiditására érzékeny, a hő​mérséklet csökkenésével megmerevedő hidrofób rétegben ugyanis nem képes mozogni a hordozó fehérjemolekula. Ismeretesek olyan mutánsok, amelyek magas ionkoncentrációt igényelnek a növekedésükhöz, a belső káliumszint fenntartásához. Ezek saját erőből ugyanis nem képe​sek megtartani az életműködés igényelte magas belső káliumszintet. Normál esetben a káliumfelvétel nem függ a környezet káliumszintjétől. Ezért lehet a szferoplasztok stabilizálására kálium-kloridot használni szacharóz helyett.
                                        2.7.3.2. Aminosav-transzfer

Aminosavfelvételre eddig kilencféle fehérjét talál​tak a mikrobákban. Sok esetben az aktív kötőhelyen a transzportfehérje lizin oldalláncának aminocsoportjához kapcsolódó piridoxál-fosz​fá​tot találunk, amellyel az aminosav a transzport idejére Schiff‑bázist alkot. Az érdekesség az, hogy olyan mikroorganizmusok membránjában is előfordulnak ezek a fehérjék, amelyek a természe​tes élőhelyükön sohasem találkoznak aminosavakkal. (például Thiobacil​lus neopolitanus)


Az aminosav-felvételben résztvevő fehérjék specifitása meglehe​tősen széles. Az elágazó szénláncú aminosavak (leucin, izoleucin, valin) fel​véte​lét például egyazon transzportmechanizmus biz​tosítja. A membrán​ban előforduló, ilyen feladatot ellátó rendsze​rek teljesí​tőképes​sége bőven kielégíti a fehérjeszintézis igényeit, mivel rövidebb oligopeptidek felvételét is segíteni tudják.

             Aminosavfelvétel a környezetből
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Ha valamelyik aminosav transzportmecha​nizmusa genetikailag sérült, akkor a kazamin, tripkazin (részle​gesen hidrolizált kazein) vagy pepton előnyösebben használható táptalajalkotóként, mert a benne előforduló oligopep​tidek valamelyike nagy valószínű​séggel tartalmazza azt az amino​savat, amelynek a transzportmecha​nizmusa esetleg nem működik. Az oligo​peptideket a terminális amino​savra specifikus transzferrendsze​rek segítik át a memb​ránon. Laboratóriumi körülmények között gyakran a transzportmecha​niz​musok spektrumának szélességéből következő kompetitíven gátló jelenségek észlelhetők. Nagy mennyiségű argininnel például sikerrel lehet akadá​lyozni a lizin felvételét. Természetes körülmények között azonban nem fordulhat elő a fehérjeszintézis leállása aminosav hiány miatt, ha a kör​nyezetben felvehető aminosav van.


A transzportfolyamatban közreműködő fehérjék sok szempontból az enzimekhez hasonlóak. A szállított anyagra specifikusak és ennek megfelelően specifikusan gátolhatók. Képződésük sok esetben indu​kálható, illetve derepresszálható. Szerkezetileg hasonló anyagok (analógok, illetve homológok) átvitelére is alkalmasak, mégpedig a hasonlóságuk mértékétől füg​gően. 


A mikroorganizmusok számára mérgező vegyületek, inhibito​rok, antibiotikumok felvétele általában valamelyik transzferfehérje eredeti szubsztrátumához való hasonlóság miatt válik lehetővé. A foszfonomicint (foszfoe​nol-piroszőlősav-analóg) az ‑glicerin​fosz​fát-transzferáz segíti át a membránon. 
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A szul​fonami​dokat a p‑aminobenzoesav transzfermechanizmusa juttatja a bakté​riumokba.
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2.7.5.0. A SEJTFAL

A hálózatos szerkezetű, 1 nm pórusmé​retű sejtfal 10 kDa moltömegig átjárható. A prokariota és eukariota szervezetek morfológiai képét meghatározó sejtfal szerveződésében azonban alapvető eltérés mutatkozik, sőt ebből a szempontból a prokarioták is két csoportra az eubaktériumok és az ősbaktériumok csoportjára oszthatók. Ezen túlmenően Gram-pzitív és Gram-negatív festődésű szervezeteket különböztethetünk meg (2701. fejezet).


A sejtburok vizsgálata céljából a sejteket mechaniku​san el kell roncsolni, majd centrifugálással elválasztani a sejt beltartalmától a vízben nem oldódó sejtfalat és membránt. Ebből a frakcióból detergens használatával a lipoprotein-membrán alkotó​részei könnyen elkülöníthetők. Gram-pozitív festődésű eubaktérium esetében a  visszamaradt sejtfal (muropep​tid murus=fal), zömmel peptidoglükán, amely nagyobb mennyiségű teichoinsavat is tartalmaz. A Gram-negatív sejtburok peptidoglükán-tartalma a Gram-pozití​v sejtfalra jellemző 30‑60 nm falvastagsággal szemben lényege​sen vékonyabb, 2‑3 nm vékonyságú réteget alkot a citoplaz​mamembrán és a külső membrán között. 


Gram‑nega​tív sejtekből a sejtfalfrakció előállítása több munkát igényel, mivel a külső membrán kémiailag, peptidláncokkal kötődik a sejtfal​hoz. A lipoproteinek egy része eredetileg a mureinréteg és a membrán között alakít ki  tripszines kezeléssel megszüntethető kapcsolatot. A mechanikusan elroncsolt sejtekből nyerhető membrán és sejtfalelemeket tartalmazó frakcióból - a detergenssel végzett keze​lést követően - lipidoldó szerekkel kell eltávolítani a sejtfal frakciót szennyező lipoprotein marad​ványokat.  


A sejtfal felépítését vizsgál​va megál​lapítható, hogy az eubak​tériumok mindkét csoportjában azonos az 1‑4 glikozidos kötéssel kapcsolódó glükánkopolimer. A muramin​savhoz kapcsolódó peptid​lánc elvi felépítése is azonos, amennyiben a tejsavhoz kapcsolódó L‑alanint minden esetben D‑glutaminsav követi, a keresztkötés kialakítá​sára pedig minden esetben valamilyen diami​nosav (lizin, vagy diaminopimelinsav) ad lehetőséget.

A peptidoglükán kémiai szerkezete


Az eubaktériumokból nyert sejtfalkészítmények savas hidroli​zátumában két szénhidrát származék, az N‑acetil‑glükózamin és az N‑acetil‑muraminsav, (N‑acetil‑glükóz-amin‑3‑ O‑D‑-laktiléter) és tetrapeptid-egységenként néhány aminosav (L-Ala, D-Glu, L-Lys, mezo-DAP, D-Ala) jelenléte igazolható. A sejtfal alkotórészeként egyes rendszertani egységekben jelentős  mennyiségben más szénhidrátok is előfordulnak, általában oligome​rek hálózatát alkotva a fal külső oldalán:


Propionibacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium fajokban ramnóz, glükóz, galaktóz, és mannóz fordul elő. Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia fajokban arabinóz, glükóz, galaktóz és mannóz található. Arthrobacter, Bacillus, Micrococ​cus, Staphylococcus fajok sejtfalában glükóz, galaktóz és mannóz jelenlétét igazol​ták.


A glükózamin-kopolimer építőe​lemei  ß‑1,4‑glikozidos kötéssel (kitin is ß-1,4) kapcsolódnak. A sejt​fal három irány​ban kiterjedve épül. Az egymás fölött elhelyezkedő poliszacharidláncok között a kapcsolatot a peptidláncok alakít​ják ki. A peptidláncok legalább 90 %‑a résztvesz a kapcsolat kialakításá​ban. A sejtfal redukáló aktivitásából, a terminális re​dukáló csoportok számából a poliszacharidláncok hosszára (80‑140 egy​ség) következtethetünk.

 
Amíg a két cukorszárma​zék az ősbaktériumokat kivéve minden baktérium sejtfalában jelen van, addig az aminosavak mennyisége és minősége az egyes baktériumcsaládokban, illetve nemzetségekben rendszertanilag is értékelhető eltérést mutat.


A Gram-pozitív Staphylococcus nemzetség sejtfalában N‑acetil‑glükózaminil-N‑ace-til‑muramil nonapeptid egységek ismétlődnek. A cukorpolimerhez a D‑tejsavon keresztül L‑Ala‑D‑Glu(‑amid)‑L‑Lys‑D‑Ala tetrapep​tid kapcsolódik. A D-glutaminsav izo-helyzetben vesz részt  a peptidkötés kialakításában! Az egyes tetrapeptidláncok között egy-egy oligopep​tid (pentaglicin) létesíti a kapcsolatot. 


Más esetben a glicil pentapeptid helyett az L‑Ala‑L‑Ala‑L‑Ala‑L‑Thr, Gly‑Gly‑Gly‑L-Ser‑L‑Ser, L‑Ser‑L‑Ala, L‑Ala‑L‑​Ala, vagy D‑Asp‑L‑Ala oligopeptid alakíthatja ki a kapcsolatot. Egyes esetekben a D‑alanin és a D‑glutaminsav között diamino​savak: D‑ornitin, D‑diaminovajsav, illetve glicil‑L‑lizin dipeptid adja a kovalens kötést. Egyes Gram‑pozitív baktériumokban a D‑glutaminsavamid helyett D‑glutaminsav illetve D‑glutamil‑glicin fordul elő. L‑lizin helyett (bifunkciós molekulaként) mezo‑diaminopime​lin​sav(DAP), LL‑diamino-adipinsav, L‑ornitin, L‑‑diaminovajsav, L‑ homoszerin vagy L‑glutaminsav fordulhat elő.


A két tetra​pep​tidlánc közvetlenül is kapcsolódhat. A Gram-negatív Escheri​chia coli esetében például diaminopimelinsavhoz közvetlenül kapcsolódik a szomszéd lánc végén elhe​lyezkedő D‑alanin. Ez a különbség a sejtfal tömörségében jelentkezve, teichoinsav nélkül, csekélyebb rétegvas​tagság mellett is kellő szilárdságot biztosít a mikroba számára. 


2.7.5.1.  A peptidoglükán sejtfal képződése
.
A sejtfal építőelemeit a sejtplazmában működő enzim​rendszerek szintetizálják nem csekély energia felhasználásával. Az építőele​mek összekapcsolása viszont a citoplazma-membránon kívül törté​nik, mégpedig minimális energia- és anyagveszteség mellett.


Az aminocukor-származékok glükóz‑6‑foszfátból fruktóz‑6​‑fosz​fáton keresztül a glutamin amidcsoportját hasznosítva készülnek. Az uridilfoszfát-származék képződését megelőzi egy izomerizálási reakció, amelyben a foszforsavészter csoport a C‑6‑ról a C‑1‑re vándorol. Muraminsav-képződéskor az N‑acetil‑glükózamin uridil származéka reagál a fosz​foenol​-pirofoszfáttal. A képződő enol‑pi​roszőlősav​étert egy NADPH-függő reduktáz rendszer alakítja tejsav‑éter származékká (UDP‑N‑acetil‑muraminsav), amelynek a karboxil csoportjához kapcsolódnak meghatározott sorrendben  egy‑egy ATP felhasználásával a penta​peptidet felépítő aminosavak (Stapyloco​ccus esetében L‑Ala, D‑Glu(izo), L‑Lys és D‑Ala-D-Ala dipeptid). A bioszintézis utolsó lépései a citoplazmamembrán belső oldalán folynak, ahová a készülő építőelemet, az N‑acetil‑mura​mil‑pentapeptidet a membránba ágyazott izoprenil‑foszfát (undekapre​nil-alkohol fosz​forsavésztere) rögzíti. A rögzítés energiát alig igényel, mivel az uridil‑difoszfát‑N‑acetil‑mura​mil‑pentapeptid pirofoszfátkö​tése hasad el, és az UMP szabaddá válásával egyidőben az építőelem ugyancsak pirofoszfátkötéssel kapcsolódik az izo​prenil‑foszfát membránból kinyúló foszforsav maradékához. Ezután egy glikozilező enzim UDP felszabadulása mellett N‑acetil‑glükózamint kapcsol ß-1‑4 helyzetben a muramil​pen​tapeptid cukorkomponenséhez. 


A következő lépésben a pentapep​tid savanyú karakterét csökken​tendő a D‑glutaminsav  ‑karboxilcsoportjának amidálása követ​kezik. Ezt követi a glicin‑pentapep​tid lánc kiépítése. A beépítendő glicinmolekulá​kat a dekapeptid szintézishez egy kü​lönleges, a riboszó​mális fehérjeszintézishez nem használható glicil‑tRNS szállítja. Ez a megoldás a fehérjes​zintézist függet​leníti a sejtfalszintézis anyaggazdálkodásától. (In vitro kisérletek​ben a riboszómális pep​tidszintézisben működő glicil‑tRNS is felhasznál​ható a dekapeptid kialakításához.)

Peptidoglükán sejtfal építőelemének felépülése a citoplazmában  
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                                                                                      A baktériumsejtfal továbbépítése

                      2.7.5.2. A falszintézis sejthártyán kívül folyó lépései

A membrán külső oldalán található glikozilező-enzim a dekapep​tid muraminsav végét, ß‑1,4 kötésben a már meglevő peptidoglükánváz terminális glükózamin végéhez rögzíti. 


A kapcsolás közben sza​baddá váló hordozó (undekaprenil-karrier) vegyület pirofosz​fát végének regenerálását egy membránhoz kötött foszfatáz végzi. (Ennek az enzimnek a működése gátolható bacitracinnal!) A szabaddá váló un​dekaizoprenil‑foszfát visszakerülve a membrán belső oldalára egy újabb, éppen készülő sejtfal építőelemmel lép reakcióba, és az előbbi ​folyamat megismétlődik.


A sejtfal peptidvázának a továbbépítését a citoplazma membrán külső oldalán működő transzpeptidáz (karbozipeptidáz, másnéven ß‑laktám kötő fehérje) végzi. Ez az enzim a terminális D‑alanin eltávolításával szabaddá váló karboxil csoportot a már meglevő peptidoglükán vázon lévő glicil‑oligopeptid szabad amino​csoportjához kapcsol​ja, miközben a D-alanin visszamarad az extracelluláris közegben. A transzpeptidáz reak​cióban a nonapeptid átmenetileg acilezi az enzimet, majd erről az átmenetileg acilezett enzimről kerül a nonapeptid az akceptor cso​portra, esetünkben a glicin N‑termi​ná​lisra.


A penicillin molekula kémiai szerkezete a ß‑laktám gyűrű által merevítve éppen a muramil‑pentapeptid terminális D‑Ala-D-Ala dipep​tid szerkezetéhez hasonlít. Ezért nem meglepő, hogy a penicillin molekula bejuthat a D‑Ala‑D‑Ala transzpeptidáz aktív centrumába ahol a felnyíló laktám reakcióképes karbonil csoportja irrever​zibilisen acilezi az enzi​met. A sejtfal felépítéséhez feltétlenül szükséges enzim inakti​válása természetesen akadályozza a peptido​glükán sejtfal továbbé​pülését, miközben a mikroba egyéb életfolya​matait meghatározó enzimrendszerek zavartalanul működnek. A sejttömeg gyarapodása miatt az egyre vékonyodó sejtfalon keresz​tül a sejtfal alkotóele​mei, különböző méretű UDP‑muraminsav származé​kok (Park-nukleotidok) kerülnek a környezetbe. A sejt térfoga​tának növekedése végül a citoplazma-membrán szétszakadásához, a baktérium pusztulásához vezet. (A sejtfal szerkezetéről szerzett ismereteinket — mint látható — valójában a penicillin hatásmódjának a vizsgálata gazdagította.)


A sejtfalszintézis ismertetett mechanizmusa jól példázza a gazdaságosság elvének feltétlen érvényesülését a kialakult bio​szintetikus folyamatban. Az energiaigényes körfolyamatok a cito​plazmában ját​szódnak le, ahol az energiatárolók feltöltésére, az ATP és az UTP  regenerálásá​ra a lehetőség adott. A membránon kívül az építőelemek aktivált formában jelennek meg, és így azok minden további energia befektetése nélkül felhasználhatók a falszintézis fo​lyamatában.

                                  2753.  A peptídoglükán sejtfal növekedése

A sejtfal növekedése a sejt osztódása előtt a Gram‑pozitív mikrobákban az ekvatoriális zónában következik be, ahol azután a válaszfal is kialakul. Ezt bizonyítja az izótóp alkalmazásával kapott eredmény; szaporodó sejtek között a jelzett sejtek száma nem változik, mivel az öreg falrész több generáción keresztül érintetlenül megmarad. A Gram‑negatív baktériumok sejtfala viszont diffúz módon nő. Jelzett diami​nopimelinsavat adva a növekedő tenyészethez, a jelzett ve​gyület diffúz módon oszlik el a sejt felületén. A külső membrán egyidejű képződése is igényli azt, hogy a sejtfal minden irányban egyidejűleg növekedjen. 


Az Escherichia coli plazmolízisekor (a sejteket két percig 20 %‑os szacharóz-oldatban tartva) a sejtplazma összehúzódik. Az elektronmikroszkópos felvételeken ilyenkor az összehúzódó citoplazma membrán és a sejtfal között összekötő fona​lakat lehet látni. Feltételezhetően ezek csatornákként szállít​ják a külső membrán építőelemeit a citoplaz​mából a felhasználási helyükre.

                         2.7.5.4 . Teichoinsav a peptidoglükán sejtfalban


Gram‑pozitív baktériumok sejtfalában előforduló másik poli​mer a teichoinsav, egy polialkohol‑foszforsav‑diészter kopolimer, amelyhez cukrok, aminocukrok, kolin vagy D-alanin kapcsolód​hat.


A polialkohol leg​inkább glicerin vagy ribitol. A mennyisége — fajok szerint válto​zóan — néhány százaléktól akár a sejtfal 50 %‑át is elérheti. Bioszintézise citidil‑pirofoszforil‑ribitolból illetve citi​dil‑pirofoszforil-glicerolból egy poliizoprenol hordozó (kar​rier) segítségével a membrán közelében folyik. A kopolimer mérete (tagszáma), pontos szerkezete, ‑ mivel könnyen hidrolizál ‑ nem ismert. Anti​gén tulajdonságát a megtámadott szervezet  védekező mechaniz​musa és a taxonomu​sok egyaránt hasznosít​ják.


Teichoinsav a peptidoglükán váz hézagaiban helyezkedik el és foszforsavval kapcsolódik a muraminsav C6 hidroxil csoport​jához. Esetenként mannóz‑glükóz diszacharidon keresztül jön létre a kapcsolat (J. Bact. 158:990). Más esetben a membrán lipidösszete​vő​ihez kapcsolódik (BBA. 472:1). Ez utóbbi vegyületcsoportot lipoteichoinsav néven ismeri a szakirodalom. A Bacillus subtilis sejtfalában foszfáthiányos táptalajon teich​uronsav képződését észlelték; a polimer ez esetben uronsav egysé​gekből épült fel.

2.7.5.5.  Peptidoglükán sejtfal lebontása


A sejtfal lebontására szolgáló enzimek széles körben elterjed​tek. Maguk a baktériumok különböző, általában fajspecifi​kus hasító enzimeket, autolizineket, peptidoglükán-hidrolázokat termelnek. Ilyenek a peptid keresztkötéseket bontó endopep​tidázok, a tej​sav‑L‑alanin kötést hasító specifikus amidázok, illetve a poliszacharid lánc kötéseit bontó glikozidázok, az endo N‑acetil​‑muraminidázok és endo-N‑acetil-glükózaminidázok. Ezek az enzimek fontos élettani szerepet játszanak a prokarióta szaporodásakor, illetve a spóra​kép​zéskor, spóracsírázáskor. 


Peptidoglükán fal lebontására specifikus enzimek magasabb rendű lényekben, így az emberi könnyben is előfordulnak, ilyen például a lizozim, amely a glikozidos kötéseket bontva a gazdaszervezet baktériummal szembe​ni védelmét szolgálja. Ideális lizozim forrás a tyúktojás!


A lizozim alakilag globuláris ovoid fehérje (4 x 3 x 3 nm). A 127 aminosavból álló 14,6 kDa tömegű, négy diszulfid kötéssel mereví​tett enzim kémiai szerkezete jól ismert. Négy ‑hélix sza​kasz mellett több ß‑hélix szakasz fordul elő benne, amelyek haj​tűsze​rűen meghajolva redőzött szerkezetet alakítanak ki. A fehérjemolekula belső része apoláros. 


Az N‑acetil-glükóz-amin-N‑acetil-muraminsav polimer ‑ a lizozim külső felületén található árokba fekszik. Az enzim ‑ amelynek működőképességéhez legalább hattagú polimer szükséges ‑ a negyedik és ötödik tag között hidrolizálja a mura​minsav és glükózamin közötti ß‑1,4‑glikozidos kötést. A hidroli​tikus folyamat első lépéseként az árokban fekvő polimer negyedik tagja félszék konformációban kimerevedik, ami kedvez a C1-karbo​nium kialakulásának. Az enzim Glu‑35 tagja végeredményben apolá​ros közegben van, és így a glikozidos kötés oxigénje közelébe kerülő H-ion hasítja a kötést. Kialakítja a karbónium-iont, ami a leszakadt cukorrészek távozása után a vízben levő OH-ionnal reagálva a visszamaradt négytagú fragmentum távozását is lehetővé teszi. A karbonium-ion átmeneti stabilizá​lásában fontos szerepet játszik a poláros környezetben elhelyez​kedő Asp‑52 disszociált karboxilcsoportja, miközben a Glu‑35 újra protonáló​dik.


A szubsztrátum megfelelő felfekvését a hexózpolimer befogadá​sára alkalmas árok mérete és alakja egyértelműen meghatározza. A harmadik komponens ugyanis csak glükózamin lehet, mivel nincs hely a tejsavéter számára. A lizozim hatásosságát azonban a baktériumsejtfal kémiai szerkezete alapvetően befolyásolja. A tenyésztő táptalaj glicin tartalma megkönnyíti az enzim működést, mert a tetrapeptideket összekötő glicinpep​tid tagszáma növekedhet, ami lazítja a fal szerkezetét. Ezzel elősegíthető például a saválló festődésű Mycobacterium törzsek protoplasztálása.    


A Gram‑negatívan festődő mikrobák sejt​falának lebontására közvetlenül nem használható, mert a kalcium-ionokkal stabilizált külső membrán lipopoliszacharid és lipoprotein rétege miatt az enzim nem képes megközelíteni a lebontandó sejtfalat (glükán-polimert). Kelátképzőkkel (pl.EDTA) való kezeléssel a kalciumionok eltávo​lítása után a sejtfal az enzim számára megközelíthetővé és ezál​tal lebonthatóvá válik. De lebonthatóvá válik a mikroba sejtfala, ha többször egymás után váltakozva fagyasztjuk és felengedjük a sejtszusz​penziót. Az ismételt jégkristály képződés károsítja a külső membránt.

                                                                         A lizozim felületén levő szubsztrátkötő árok
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Előnyös a lizozim működése szempontjából a sejtfal peptid tartalmának a csökkenése. Különösen könnyen bontja a lizozim az endospóra falának muraminsavat tartalmazó kortexét. A spórakéreg muraminsav állományának mindössze hat százaléka van ke​resztkötés​ben és azt sem oligopeptid, hanem L-alanin kapcsolja. A Gram‑pozitív mikrobák lizozim érzékenységét azok teichoinsav tartalma befolyásolja. Zavarja ugyanis az enzim működését a mura​minsav C6-O‑acilezése. (amint tudjuk ide kötődik a teichoinsav.)

                                       2.7.5.6.  A SEJTFALSZINTÉZIS ZAVARAI

Egyes baktériumok sejtfal nélküli alakját a Lister Intézet​re emlékezve L‑formának nevezik. Ezeket a szervezeteket 1935‑ben Klieneberger‑Nobel (Lister Institut in London) a Streptobacillus monilifor​mis tenyészeteit vizsgálva fedezte fel. Tápanyagban gazdag körül​mények között tenyésztve különleges morfológiai képet mutató telepeket észlelt. Ezek a szervezetek a szokásos módon és sebes​séggel növekedtek, osztódtak. A morfológiai eltérést az okozta, hogy nem volt sejtfaluk.


A szakirodalom ezeket a szervezeteket - a csoport elsőként felfedezett kórokozójára emlékezve, amelyet egy mellhártyagyulladásban szenvedő szarvasmarhából izoláltak - PPLO (pleuropneumonia-like organisms) néven ismeri. Különlegességük, hogy ezek a mycoplasma csoportba sorolt,  sejtfal nélküli szervezetek a baktériumszűrökön is képesek áthatolni. Szaprofita fajaik a talajból, komposztból, szennyvizekből könnyen izolálhatók. Laboratóriumi munkákhoz a  szintetikus táptalajon is jól növekedő Mycoplasma laidlawii fajt használják.


A penicillin felfedezése után kiderült, hogy a baktériumok L-formái penicillinre érzéketlenek, ami a penicillin hatásmódját ismerve (a peptidoglükán sejtfal kép​ződését akadályozza) nem meglepő, hiszen sejtfal nélküli lények. Táptalaj módosítással az L‑forma visszaalakítható az eredeti sejtfallal rendelkező formává. 


Ilyen sejtfal nélküli, sejtfalszintézisben sérült mután​sokat, szaporodásra képes protoplasztoknak, illetve szferoplaszt​oknak látszó sejteket Proteus és Escherichia fajok tartós penicillinhatásnak kitett tenyészeteiből is előállítottak. Az így nyert törzseket előszere​tettel használják fiziológiai mérések kísérleti alanyai​ként.


Sejtfal nélküli prokariotákat a növényekben és az ízeltlá​búak hemolimfájában is találtak. A fertőzött növény sárgulását okozó MLO (Mycoplasma like organisms) szervezet a gazdanövényből származó szövetkultúrán jól tenyészthető. (Botanikusok fitoplazmának nevezik.)


A sejtfalszintézis ellenkező irányú zavara a fokozott sejtfalképződési aktivitás. Ismeretesek olyan Escherichia coli mutánsok, amelyeknek a tenyészetében a sejtfalképződés túlten​gése miatt kromoszóma nélküli, úgynevezett mini sejtek jönnek létre (Proc. Natl. Acad. Sci. 57:321. 1967). Ezek a mini sejtek ép anyagcse​rével rendelkeznek, kromoszómájuk viszont nincs, ezért osztódni nem képesek. 


Jelentőségük a géntechnológiai munkák kiteljesedésével meg​nőtt. Ezek a mini sejtek ideális akceptorok, mivel a sejt​növe​kedéshez szükséges enzimeik működőképesek, azaz a géntechno​lógus által beléjük juttatott genetikai információ, például valamilyen hibrid plazmid kifejeződéséhez minden lehetőség adott. Ez esetben nem zavar a gazdaszervezet saját kromoszómáján levő genetikai infor​máció sem.

         2.7.5.7. AZ ŐSBAKTÉRIUMOK PSZEUDOMUREIN SEJTFALA

Nem tartalmaz muraminsavat. A szénhidrátláncokat kizárólag L-aminosavakat tartal​mazó oligopep​tidek kapcsolják össze. Gram-festődésük alapján az ősbaktériumok is két cso​portra, festődőkre és nem festődőkre oszthatók. A festékkötésben mutatko​zó különbség azonban megnyugtató módon ez ideig nincs oka​datolva. 


Az kétségtelen, hogy a Gram‑pozitívan festődő metanogén ősbaktériumok sejtfala azonos mennyiségben tartalmaz N‑acetil‑D‑glükózamint és N‑acetil‑L‑talóz​aminouronsavat. A két komponens glikozidos kö​téssel kapcsolódva alakítja ki a szénhidrátpolimert, amit azután L‑aminosavakból álló peptidek kapcsolnak össze. Az uronsav karbo​xilcsoportjához kapcsolódik az L-glutamin​sav aminocsoport​ja. Az L‑glutaminsav ‑karboxil csoportja egy L‑alaninon keresztül kapcsolódik az L‑lizin ‑aminocsoportjához. Ezek a tripeptidek kap​csolódnak össze L‑glutaminsav, illetve L-ornitin segitségével. 
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A sejtfalban jelenlevő dikarbonsavak és diaminosavak funkciós cso​portjainak a részvétele egy igen ellenálló és nagyszilárdságú fal kialakulásának kedvez. Erre az ősbak​tériumoknak élőhelyeik isme​retében szükségük is volt, de szükségük van ma is. 


A cukorkomponensek UDP‑aktivált formában vesznek részt a poli​mer kialakításában. Az oligopeptid építőelemek összekapcsolá​sában fontos szerepet játszhat az L‑alanin, mert a vizsgálatok szerint a keresztkötés kialakulásakor jelentős mennyiségű L‑alanin és L glutaminsav jele​nik meg a környezetben.


A sejtfal soha sem érintkezik közvetlenül a mikroba kör​nyezetével. Fehérjetermészetű anyagok, illetve glükopeptidek lazább vagy kompaktabb mozaikszerűen elhelyezkedő rétege (fonata) látható az elektronmik​roszkópos felvételeken. S-rétegnek (surface layer) nevezi az irodalom. A felépítő elemek kristályos szerkeze​tűek. A monomereket gyengébb erők, só kötés, ionos kötés, hidrogén kötés vagy hidrofób kölcsönhatások kapcsolják egymáshoz, de az ősbaktériumok közé sorolt Staphylothermus marinus esetében csak 70 oC-ra melegített hangyasav roncsolja szét ezt a fehérjeréteget.

                                                  2.7.6.0. KÜLSŐ MEMBRÁN


A Gram‑negatív festődésű prokarioták nagy csoportjánál a pep​tido​glükán sejtfalon kívül, ahhoz kovalensen kötve egy lipidekben gazdag, meglehetősen vastag réteget találunk. A külső membrán kémiai szerkezete, felépítése jelentős mértékben különbözik a már megismert citoplazma membrán szerkezetétől. Elektronmikroszkópos felvételeken ez a különbség nem észlelhető, csupán a membrán vastagságában (10-20 nm) jelentkezik feltűnő különbség. 


A külsőmembrán a sejtburok tömegének akár 80‑90 százalékát is képezheti. A két elektront elnyelő réteg között itt is egy elektront áteresztő réteg látható. Az aszimetrikus felépítésű külső membrán belső foszfolipidekben gazdag rétege lipoproteint is tartalmaz; a külső felületen viszont a lipopoliszacharidok döntő többségben vannak.


A külső membrán kémiai kezeléssel nagyobbrészt lemozdítható. Kelátképzőkkel, (EDTA) a sejtfelszínhez kötött magnézium- és kal​ciumionok megkötésével a membrán jelentős mértékben károsít​ható. A memb​rán másik része fenollal távolítható el. Gyen​gíthető a külső memb​rán és a peptidoglükán sejtfal közötti kapcsolat trip​szines keze​léssel, illetve pronázzal.


A külső membránt lipoproteinek kapcsolják a peptidoglükán falhoz; mégpedig annak diaminopimelinsav komponense és a lipopro​tein (terminális) lizin ‑amino csoportja között kialakuló kova​lens kötés jelenti a kapcsolatot. Escherichia coli, Serratia sp., illetve Salmonella sp. esetében ez a kapcsolat minden tizedik mura​minsav egységnél jön létre. 
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Ez a lipoprotein a sejtburok száraz tömegének 40 százalékát teheti ki. A fehérjerész - amelyben  bizonyos aminosavak sorrendje periodikusan ismétlődik -  57 aminosavat tartalmaz. A terminális lizin argininhez kapcsoló​dik, ami a membrán kötődésének tripszinre való érzékenységét fokozza. Ez a lipoprotein a külső membránhoz nem kovalens kötéssel kapcsolódik, hanem a ciszteinhez kapcsolódó lipid rész süllyed a  külső membrán lipidrétegébe. (Ilyen kapcsolat a citoplazma-membrán és a peptido​glükán sejtfal között is kialakul​hat.)


A külső membrán lipopoliszacharid frakciója antigén tulajdon​ságot mutat, gyakran endotoxinként károsítja a megfertőzött gaz​da​szervezetet. Ez a frakció 45 %‑os fenollal 90 oC‑on néhány óra alatt extrahálható. A toxikus lipidfrakció (A‑lipid) enyhe savas hidrolízissel elválasztható az antigénként szereplő poli​szacha​rid résztől. A fenol:víz kétfázisú rendszerben az A‑lipid frakció a fenolos fázisban, a poliszacharid (glükolipid) pedig a vizes fázisban található. 


Az A‑lipid frakció kémiai szerkezete a bakté​riumok vi​szonylag nagy csoportjában (Enterobacter,  Pse​udomo​nas) azonos, a poliszacharid rész viszont igen változatos felépítésű. Ez utóbbi hordozza az antigéntulajdonságot, ezért nagy a diag​nosztikai jelentősége. A klinikai gyakorlatban több száz  O‑antigén variáció ismeretes a flagellum nélküli bak​tériumok vizsgá​latára. Jelölése a német ohne első betűjéből szár​mazik. A Salmonella A‑lipid frakciója 1,4‑pirofoszfátkötéssel össze​kapcsolt olyan ‑1,6‑D‑glükózamin diszacharid kopolimer, amelynek aminocso​portjai 3‑hidroxi‑mirisztinsavval (R1), a hidroxilcsoport-jai pedig hosszú szénláncú zsírsavakkal (R) vannak acilezve. Diszacharid egységenként egy hidroxilcsoporton keresztül az antigén tulaj​donságot hordozó glikolipidlánc kapcsolódik a polimerhez.
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A külső membrán viszonylag állandó szerkezetű glikolipid frakciója ötféle cukrot tartalmaz; egy N‑acetil‑glükóza​mint, két glükózt, két galaktózt, két heptózt és három nyolcszénatomos ketocukorsavat (oktánsav). A cukrok redukáló csoportjai részt ​vesznek a poliszacharid lánc felépítésében, ezért magának a glikolipid frakciónak nincs redukáló tulajdonsága. A  poliszacha​rid láncot a terminális 2‑keto‑3‑dezoxi‑oktonát kapcsolja  az A‑lipid glükóza​min komponenséhez. A cukorsav savanyú karak​terét ellen​súlyozandó még két etanolamin kapcsolódik foszforsavon ke​resztül a glikolipidfrakció állandó részéhez.


A glikolipid-frakció változó szakasza az állandó rész utolsó előtti tagjához, a glükózhoz kapcsolódik. Ez a specifikus oldal​lánc valójában triszacharid egységek nagyszámú, akár huszonötszö​rös ismétlődése. Ebből következőleg mint valami molekuláris szőr​zet, úgy borítják ezek a poliszacharid láncok a Gram‑negatív baktériumok külső felületét. Természetesen nem csak az ismétlődések számában, hanem a triszacharid egységek kémiai összetételében, illetve a cukoregységek közötti kötésben is lehet eltérés. Ez óriási variációs lehetőséget jelent.


A külső membrán építőelemei a citoplazmában képződnek, és innen kerülnek át megfelelő csatornákon a peptidoglükán váz külső olda​lára. Egyidejűleg nő az A‑lipid frakció és a poliszacharid lánc. A szénhidrát építőelemek a citoplazma enzimkészletének terméke​ként a sajtplazmában (pool) állandóan jelen vannak. 


Glükóz‑6‑foszfátból két izomeráz katalizálja a mannóz‑6 foszfát képződését, amiből mannóz‑1‑foszfáton keresztül UTP‑vel reagálva képződik az UDP‑mannóz. Az UDP‑galaktózt UDP‑glükózból egy epimeráz alakítja. A ramnóz TDP‑glükózból képződik. A triszacharidok szintézise a citoplazma membránban elhelyezkedő undekaprenol (C‑55 poliizo​prenol) lipidhordozón folyik. Az undekaprenol-foszfáthoz kapcsolódik a cukorfoszfát, miközben a megfelelő nukleotid felszabadul. Az elkészült triszacharid egységek azután a membrán külső oldalán kapcsolódnak a növekvő poliszacharid lánchoz. Ez a magyarázata annak, hogy az antigén jelleget képviselő poli​szacharid láncokra kémiailag jellemző a tris​zacharid egységek monoton ismétlődése. Az undekaprenil‑pirofoszfát regenerálását egy membránba rögzített foszfatáz végzi, amely egy anorganikus foszfát leválasztásával aktiválja a lipidhordozót.
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A-lipidet acilező savanyú jellegű poliszacharid (Kdo)

                                          2.7.7.0. A  BAKTÉRIUMOK TOKANYAGA


A sejtburok járulékos alkotóelemének tekinthető a tok, más né​ven kapszula. A betolakodó patogén baktériumok számára ez kiváló védelmet jelent a gazdaszervezet fagoci​táinak támadásával szemben. A tok gátolja a baktérium kiszáradá​sát, esetenként tartalék tápanyagraktárnak is tekin​thető. A tok gene​tikailag meghatározott képződését rendszertani bélyegként használják, annak ellenére, hogy céltudatos munkával (átoltoga​tással) viszony​lag könnyen nyerhetünk tok nélküli (apatogén) variánsokat. Griffith 1928-ban végzett kísérletét is a Pneumococcus patogén és "toknélküli", apatogén variánsával végezte.(Lásd részletesen a 3332. fejezetben) 


A tok mérete és állaga (kompakt vagy nyálkás) fajok sze​rint, sőt törzsek szerint is változhat. Képződését a tenyésztési körül​mények is befolyásol​hat​ják. Kémiailag lehet polisza​charid, poli​peptid vagy fehérje‑lipopo​lisza​charid komplex, amit nega​tív festéssel, például tussal is láthatóvá tehetünk. 


Az Aerobacter aerogenes D‑glükóz‑D‑glükóz‑D‑glükuronsav‑L-fu​kóz egységekből felépülő polimert termel toka​nyagként. 


A Bacillus anthracis tokanyaga -poli-D‑glutaminsav.

   
A Bacillus subtilis tokanyaga az előbbi -poli-D-glutaminsav és -poli-L-glutaminsav táptalaj-összetétellel befolyásolható keveréke. A Bacillus megaterium tokja viszont a kétféle glutaminsavból felépülő, 1:1 arányban váltakozó polimer.


Az Acetobacter xylinum és az Acetobacter acetigenum borvi​rágnak nevezett bőrszerű, cellulóztartalmú anyagot választ ki. 


A Chlamidobacter fajok glükózt, glükuronsavat, galaktózt és fukózt tartalmazó polimerből készítik hüvelyüket. 


A Mycobacte​rium tuberculosis vastag lipid burkának köszön​heti ellenálló képességét és saválló tulajdonságát. 


A tokanyag nem egyszer a sejt aggregátumok kialakulását segíti. A Sarcina ventriculi sejtcsomagjait a baktérium cellulóztartalmú ter​méke tartja össze. Ugyancsak ide tartozik a kékbaktériumok (Cyanobacteria) fehérjetartalmú poliszacharid tokanyaga. De ide sorolható a glükokálixnak nevezett poliszacharid fonalak​ból álló hálózat, ami számos esetben a baktériumoknak élőhelyükön való megtapadását segíti.


A tokanyag antigén tulajdonságát K‑antigén, illetve virulen​cia‑antigénként tárgyalja a szakiroda​lom, amelyet speciális festési mód​sze​rekkel, a tokantitesthez kötött festékkel láthatóvá lehet tenni. Éppen ez a módszer bizonyítja, hogy az apatogénné tett, tokhiányos mutáns esetében a tok antigén egy vékony hártyaként jelen van a baktérium felületén. 


Tokanyag, illetve annak némileg módosult származéka sokszor olyan nagy mennyiségben jelenik meg, hogy esetenként ipari terme​lését is megvalósították erre a célra kiválasztott törzsekkel. A Leuconostoc  mesenteroides extracelluláris transzglükozidáza a szacharózból (-D-glükopiranozil glükán) dextránt termel. A Streptococcus salivarius ugyanebből a kiindulási anyagból polifruktózt, fruktánt állít elő.

                                             2.7.8.0. MOZGÁSSZERV A MIKROVILÁGBAN


A sejtfal járulékos tartozékaként említendő a prokariota moz​gásszerv, az ostor (flagellum), amely lehet:    monotrich  (az egyik végén egy ostor),




amphitrich (mindkét végén egy-egy ostor),




lophotrich ( több ostor),




amphilophotrich (mindkét végén több ostor),




peritrich (egyéb helyen taláható ostorok).


 A fenti elnevezések görög szóösszetételek ( szőrös,  köröskörül).


Az ostor 3-12 m hosszú, vékony (12-15 nm), mozgékony, csöves szerkezetű fonal. Az ostor mechanikus hatásra könnyen leválasztható és külön vizsgálható. Enyhén savanyú körülmények között (pH 3) detergenssel a flagellum roncsokból a fehérje felszabadítható és kémiailag vizsgálható. A mechanikusan eltávolított flagellum viszonylag gyorsan, egyetlen generációs ciklus alatt regenerálódik.


Az ostort globuláris fehérjeegységekből kialakult, fonalas polimerekből összefonódott, csavart szerkezet jellemzi. Bacillus pumilus esetében hat fonalból épülő szekezet fogja körül a belső üreges csatornát. Az ostor elhelyezkedése genetikailag meghatározott, jellemző taxonómiai bélyegként elfogadott. Közönséges mik​roszkóppal, áteső fényben, natív készít​ményben a flagellum nem látható. Rögzített készítményben, tanninsavas fuchsinnal azonban láthatóvá tehető.


Elektronmikroszkóppal jól megfigyelhető az alaptestből eredő moz​gásszerv anatómiai felépítése (J. Bacteriol. 94:458.1967; 95:2374.​1968). Két csapágyszerű képleten keresztül nyúlik a sejtmembrán belső oldalán képződő ostor. Az egyik csapágyszerű képlet a külső lipopoliszacharid membránba van rögzítve, a másik csapágy a citoplazma membránba ágyazódik. A forgást biztosító alaptestből (motor) induló fonal egy elhajló csőtengelyen keresztül jut a sejten kívüli térbe. A mozgásszerv rögzítésében a sejtfal is fontos szerepet nyer. Lizozimmal készített szfero​plaszton az ostor anatómiailag jelen van, de mozgásképtelen.


Az Escherichia coli ostorainak mozgása másodpercenként 20 m távolság megtételét teszi lehetővé. A vizsgálatok szerint 11 gén kódolja az alaptestet felépítő fehér​jéket és egy gén a fonal építőelemét, a flagellin nevű globuláris fehérjét (40 kDa), amelynek külön​legessége, hogy -N-metillizint tartalmaz. A kész fehérje utólagos metilezése ellenállóvá teszi az ostort bizonyos proteolitikus hatással szemben. Az ostor​fehérje a citoplazmában redukált körülmények között képződik, de oxidáló környezetben végzi feladatát. A flagellin cisztein nélküli fehérje, kevés aromás aminosav mellett jelentős men​nyiség​ben tartalmaz glutamin​savat és aszparaginsavat. Kémia szerkezetük a mozgásképesség szempontjából meghatározó jelen​tőségű. Tirozin helyett beépülő p-fluorfenilalanin mozgás​kép​telenné teszi az ostort. Egyetlen aminosav cseréje mutagén kezeléssel a flagellinben felfüggeszti az ostor működését. 


A két ostorral rendelkező Spirillum esetében megfigyelhető volt, hogy miközben az ostorok 40 fordulatot végeztek a baktérium teste ellenkező irányban 12 fordulatot tett. A megtett út másodper​cenként 50 m volt.


Az ostor mozgató mechanizmusát részletesen a nyeles baktériumokon vizsgálták. Különlegessége ennek a csoportnak, hogy morfológiailag külön​bözik az irreverzibilisen rögzített nyeles sejtté alakult őssejt a rajzó​sejttől (lásd 3240. fejezet). A laboratóriumi körülmények között növeke​dő tenyészet kétféle sejtet tartalmaz, egy rögzített, úgynevezett "anya"‑sejtet és egy mozgé​kony ala​kot. Csak a rögzített sejt osztódik. Mivel a két sejtcsoport közötti élettani különbség a mozgékonyságban je​lentkezik, az anya és a leánysejt egyszerűen szétválasztható. Az anyasejt és az utód könnyű elkülöníthetősége a tenyészet szinkronizálását megkönnyítette. Az elkülönített rajzó sejtek szinkronizált fejlődése lehetővé tette az egyedfejlődési ciklus szubcelluláris differenciálódási jelensé​geinek a részletes vizs​gálatát.


Nem véletlen, hogy az elmúlt húsz évben Shapiro, Poindexter, Newton és mások éppen a Caulobacter crescentus (ATCC l5252) baktériumon végezték az ostormozgás mole​kuláris biológiai vizsgá​latát. Kutatómunkájuk eredményeként ma a fejlődési folyamat kitüntetett enzi​meit kódoló gének térképét is ismerjük. (Microbi​al  Deve​lop. l984 Cold Spring Harbor Lab.)


A mozgé​kony rajzó sejten poláris ostort, az ostor körül pilu​sokat látni, de itt találjuk a DNS- és RNS-fágok receptorait is. A fejlődési folyamat későbbi szakaszában az ostor el​vesztésé​vel a fágérzé​kenység is megszűnik. A nyeles sejt fággal nem pusztítható el.


A nyél kifejlesztését a membrán és a pepti​doglükán falszin​té​zis fokozódása kíséri. A nyél anatómiai felépí​tésében jól kimu​tatható a külső és belső membrán között elhelyez​kedő peptidoglü​kán réteg. (A membránszintézis esetleges geneti​kai hibája mega​kadályozza a nyélképződést!)  


A kifejlődött nyeles sejtben hamarosan megin​dul a DNS-állo​mány megkettőződése, vala​mint a pilin nevű fehérje szintézise. Később, időben jól követhe​tően indul meg a mozgásszerv fehérje​ építőele​mei​nek a szinté​zise. Az ostor hasonló szerkezetű, de kromatográ​fiá​val elkülönít​hető (flagellin‑A, flagellin‑B) alegységekből épül fel. Az ostor moz​gását beindító kemotaktikus folyamat műkö​désében résztvevő enzi​mek (metiltranszferáz,  metilészteráz, metilakcep​tor aktivi​tás) szintézise is ebben a szakaszban folyik. Ez utóbbi enzimek akti​vitása az elkészült rajzó sejtben éri el a maximális szintet. 


Növekedés szempontjából kedvező körülmények között a fejlődési program várakozás nélkül fut tovább. Az elkészült raj​zó sejt a nyeles sejtről leválva megtapa​dásra alkalmas helyet keres, azt megtalálva elveszti ostorát és nyelet fejleszt majd pedig a DNS megkettőződésével kezdetét veszi egy új szaporodási ciklus; amely (peptont és élesztőkivonatot tar​talmazó tápközeg​ben) 50‑60 percig tartó fiziológiai folyamat.
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Caulobacter crescentus ostormozgató mechanizmusának vázlatos rajza és fotója

Kemotaxis fehérjék (Che) irányító hatása

                                              Bukdácsoló mozgás                                 Egyenesvonalú mozgás

                                               A CÉLPONTBAN                                      (cél felé haladás)

                                                                                CheZ(foszfatáz)      Pi

                                                        CheY-P                                              

                                                                                                                         CheY


                                         CheA                                                        CheA-P

 

                                                                ATP              ADP

  inaktív foszfokináz                              aktívált foszfokináz

                                                              ATP               ADP

                                                                                                                            

                                          CheB                                                                   CheB-P

                                                                        

                                                                                   foszfatáz
CheW                                                         Pi

mediátor


                                                          CheB-P  -vel aktívált metilészteráz

                                                                                                                    HO-CH3 

                                      CH3  

                                      O                       

                                     C=O                                                                                    COOH     

                                 H-C-H                                                                                 H-C-H

                                 H-C-H                                                                                  H-C-H

                         -CO-N-C-CO-:::                                                                  -CO-N-C-CO-:::
                                 H  H      a receptorra kötődő vegyület serkenti a metilázt    H H

                                               Kemoreceptor(kemotaxis)fehérje glutamil-lánc

                         

                                                        CheR transzmetiláz

                                                                                                                S-adenozil metionin  

S-adenozil homocisztein


          >>>>>AMP                                                                                           ---------> PP

homocisztein                                                                                                    <<<<<ATP


                                                           metiltranszferáz                                metionin   

  

N-metil-FH                                                                                                                               FH


Az ostor mozgásához - a rotor forgásához - a membrán külső és belső felülete között kialakuló potenciálkülönbség (pH-grádiens) szolgáltatja a mozgató erőt. A proton a tengely mellett a sejt belseje felé haladva kerül ( -NH2 --> -NH3+ ) a motor aminocsoportjára, ahonnan az álló gyűrűn (stator) levő -COO-  csoport magához rántva el​mozdítja a forgó részt. Egyetlen fordulathoz 256 proton szükséges. Nem véletlen, hogy az ostormozgás sebességét az elektrontranszport-rendszer teljesítménye, az oxigénellátot​tság mértéke, végeredményben a kialakuló protongrádi​ens határozza meg. 


Egyenes vonalú egyirányú haladás esetén a rotor másodper​cenként 60-100 fordulatot végez az óramutató járásával ellenkező irányban. Az óramutató járásával egy irányban mozgó ostor a baktériumsejtet bukdácsoló mozgásra, helyben maradásra készteti. 


Az aktív foszfokináz foszforilezi az (CheA) kemoreceptor-fehérjét. A foszforilezett (CheA-P) fehérje átadja a foszfátját a végső kemoreceptor-fehérjének (CheY). A CheY-P bukdácsoló mozgásra készteti a sejtet. A CheY-fehérje defoszfori​lezett állapotban viszont egyenes​ vonalú mozgást gerjeszt. A defoszfori​lezést végző fehérjét (CheZ) is azonosították.  


A mozgás irányát a membránhoz kötött kemo​receptor fehérje (60 kDa) metiláltságának mértéke befolyásolja. A kemotaxis-fehérje (kemoreceptor) glutamil oldalláncának - az S-adenozil-metionin függő transzmetiláz (CheR-fehérje, 30 kDa) és a kar​boximetil-eszteráz (CheB-fehérje, 36 kDa) aktivitás arányától függő  - karboxi-metilezettsége szabályozza a mikroszervezet moz​gását. A metilezett kemoreceptor fehérje intracelluláris mediátort (CheW) termel, amely az inaktív foszfokinázt aktiválja. 


A kemoreceptor fehérjéhez kötődő aktiváló vegyület elősegíti a fehérje metilező​dését. Az aktivátor távozása viszont a metilész​teráz működésének kedvez.


A prokariota haladási irányát végül is a környezetében jelenlevő aktiváló vegyület koncentrációja, illetve a kemorecep​tor fehérjén eltöltött idő hossza határozza meg. Az aktiváló anyag forrásánál, a receptor fehérje csaknem állandó metilezettsége a CheY-P állapotnak kedvez, azaz a mikroszervezet helyben bukdácsol, mert az ostor az óramutató járásával egy irányban végzi a forgó mozgását.
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A sejtburokba rögzített kemoreceptor (Kr) és a mozgásszerv kapcsolatának vázlata

3.0.0.0. A MIKROVILÁG FELOSZTÁSA — AZ OSZTÁLYOZÁS MÓDSZEREI

A rendszerezés ősi emberi tevékenység. Célja mindig az volt, hogy a környező világ bonyolultsága, sokrétűsége felfogható méretűre csökkenjen. A fogalomalkotás már bizonyos rendszere​zést jelent. Ezzel a művelettel a tárgyalandó egyedet, jelenséget elhatároljuk az idegen egyedektől, megkülönböztetjük más jelen​ségektől. A fogalom leírásának módszere a körülírás, amely egyértelműen megadja a vizsgálandó objektum ismert egyeddel megegyező,  illetve  másoktól eltérő, végeredményben elkülönítő tulajdonságait.


Linné 1734-ben közreadott mesterséges rendszere volt az első, amely a maga korlátaival ugyan, de eligazodást jelentett kora élővilágában és évszázadokon keresztül húzódó vita lehetősé​gét biztosította a téma művelői számára. Rendszerében a mik​rovilágot — Chaos csoportba sorolva — a vizsgáló módszerek teljesítőképessége miatt a Leeuvenhoek által leírt hat faj képviselte. Linné rendszere hierarchikus volt, binominális (genus és species) nevezéktannal. A hierarchikus rendszer stabil tulajdon​ságra épít felfelé, miközben lefelé kevésbé stabil tulajdonságot is számításba vesz. Az egyes rendszerezési szinteket a név megfelelő végződésével különbözteti meg. Legalacsonyabb taxon a faj (species), mely lehet a nemzetség (genus) jelzője, helyes formában egyeztetve (Bacillus subtilis), állhat független értelmezőként alanyesetben (Vibrio comma) vagy birtokos esetben (Acetobacter aceti). 


A faj fenotipikus hasonlóság alapján kiválasztott törzsek gyűjtőfogalma. Tagjai nagyszámú független jellemző tulajdonság alapján elkülöníthetők más csoportoktól. A species tovább osztható alfajra (subspecies), változatra (varietas) vagy alak szerint elkülöníthető egyedre (forma). Fajon belül immunológiai módszerek használatával további egységes csoportok különíthetők el szerotípusként. Ez utóbbi módszernek főleg a kórokozók azonosításakor van szerepe. Fajon belüli elkülönítés céljából megnőtt a jelentősége a "törzs" (strain) fogalmának, amelyet bizonyos szempontból kiválasztott, például piaci szempontból előnyös, primer vagy szekunder metabolitot termelő mikroba jelölésére használnak. Felfelé a család (familia, ~-aceae), a rend (ordo, ~-ales), az osztály (classis, ~-phyceae), a csoport (divisio, ~-cutes), és az ország (regnum) használatos rendszer​tani egységként.


A rendszerezésben ma is sok a szubjektív elem. A fajok leírása a szakirodalomban korántsem egységes. A szerzők igényes​ségüktől, munkamódszerüktől függő mértékben közelítik meg az ideális színvonalat. A vizsgáló módszerek gyors fejlődése, valamint új összefüg​gések felismerése indokolja időnként egy-egy rendszer​tani csoport átrendezését. A mikrovilág törzsei végtelen sok jellemző tulajdonsággal rendelkeznek. Ezek közül sok közös, más részük eltérő. Rendszere​zés szempontjából az az adat használható, amely egyértelműen igen vagy nem választ képvisel (szénhidrátot hasznosít vagy nem, fermentál vagy nem, aerob vagy anaerob, rezisztens vagy érzékeny, stb.). Megkülönböztetésnél azon fenotipikus tulajdonságokra támaszkod​hatunk, amelyek mérhetők, jellemzően megkülönböz​tethetők. A vizsgálati eredmények irodalmi alapon történő összeha​sonlítása sajnos nem mindig ad elfogadható eredményt. A folytonosan változó jelleg (szín) értékelése szub​jektív. A kvantitatív jellegek alacsonyabb értéket képviselnek, mert csak azonos körülmények között, párhuzamosan végrehajtott kísérleti eredmények hasonlítha​tók össze. Bonyolítja a kérdést, hogy maguk a tulajdon​ságok is változhatnak. Ezért a variabilitás, a változékonyság mértéke is hamarosan bevonul a rendszertani jellegek közé. Nyilvánvaló, hogy a rokonság felderítésére a kromoszómában írt genotípus összevetése volna az ideális. Annak ellenére, hogy egyre több faj teljes kromoszóma térképe ismert, mégis praktikus szempontok miatt bizonyos DNS-darabok szerkeze​tének az összehasonlításával jellemezzük a rokonságot. Bonyolítja a helyzetet az extrak​romoszomális elemek, plazmidok információtartalma. A kromoszó​mában és az extrakromo​szomális elemekben található gének összeségét idiotípusnak nevezzük.

A prokariota regnum rendszertani felosztása
	I.  Csoport
	Gracilicutes (vékonyfalúak)
	

	     I. Osztály
	
	Scotobacteria (Gram-negatív)

	    II. Osztály
	
	Anoxyphotobacteria

	   III. Osztály
	
	Oxyphotobacteria

	II.  Csoport
	Firmicutes  (szilárd sejtfalúak)
	

	     I. Osztály
	
	Firmibacteria (rövid pálca Gram-pozitív)

	    II. Osztály
	
	Thallobacteria (elágazó baktériumok)

	III.  Csoport
	Tenericutes (lágyfelszínűek)
	

	     I. Osztály
	
	Mollicutes (falnélküliek)

	IV.  Csoport
	Mendosicutes (ellenálló felszínű)
	

	     I. Osztály
	
	Archaeobacteria (Ősbaktériumok)


 (exemplum primum)


A fenotípus az egyedek megjelenési formája, amelyet az idiotípus és a környezet együttesen alakít ki. Ilyen esetben a plazmid elvesztése lényegesen módosíthatja egy-egy törzs fenotípusát. Mikrobák esetében holotípusnak nevezzük az eredeti névadó tenyészetet, amelyet szerencsés esetben valamelyik nemzetközileg ismert törzsgyűjteményben őriznek. A taxon többi tagja a lektotípus. Ha az eredeti tenyészet kipusztul, akkor a faj új képviselője neotípusként kerül valamelyik törzsgyűjteménybe. Az elmúlt száz év alatt gyakran megtörtént, hogy ugyanazon fajt egymástól függet​lenül több szerző is leírta. Ezek az elnevezések szinonima nevekként kerülnek az irodalomba.


Az élővilág fejlődésének tanulmányozása, az evolúció elvének terjedése, a XX. században a természetes rendszer megalkotására irányí​totta a biológusok figyelmét. A tulajdonságokat öröklött (patristical) és felvett (cladistical) tulajdonságokra osztották, és ezek jelen​létével és számszerű arányával kívánták az egyes törzsek filogene​tikus affinitását meghatározni. A magasabb rendűeknél a numerikus taxonómia is előszeretettel használja a fenetikus affinitás elvét, az öröklött tulajdonságok​ban való hasonlóságot szembe állítva a felvett tulajdonságokkal. A kapott érték az ősi vonaltól való eltérés mértékét jelzi. A filogene​tikus osztályozás azonban mind a mai napig a bakteriológia területén nem sok sikert hozott. Szűkebb területek leírására előnyösen használható a NUTAX, a numerikus taxonómia, amely a mikroszervezetek közötti hason​lóság és különbözőség számszerű értékével jellemzi az élővilág képviselőit. Már Linné (Carolus Linnaeus) francia kortársa, Michel Adanson javasolta ezt az osztályozási elvet, amely azonban számítógép hiányában az idő tájt csupán elképzelés maradt. Ma viszont a lehetőség adott, és a taxonómusok élnek is ezzel a lehetőséggel. Az összehasonlítandó szervezetekről az adatmátrix elkészítése nagyszámú mérést igényel. (Megnyugtató eredményt legalább 100-120 jellemző adat összehasonlításától várhatunk.)
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A vizsgálandó organizmus tiszta tenyészetének az előállítása is hosszabb laboratóriumi tevékenységet jelent. A különböző, növekedéssel kapcsolatos vizsgálatok, a tápanyag-hasznosítás, a spóraképzés, a lebontó folyamatok vizsgálata, a különböző érzékenységi és függőségi vizsgálatok, DNS-hibridizáció, 16S rRNS analízis mind időigényes folyamat. Ezért a nagyszámú tulajdon​ságot megfelelő fak​toranalízissel kell a valóban jellemzőkre csökken​teni. A kapott morfológiai és biokémiai eredményekből számolják ki a teljes hasonlósági adatokat.

A hasonlósági mátrixba rendezett, értékek szerint átcsopor​tosított leg​nagyobb hasonlósági adatok az egyes törzspá​rok fenotípusa közötti hasonlóság mértékét (fenomérték) adják, amelyből vizuálisan is értékelhető, filogenetikai törzsfához hasonló dendrogram szerkeszthető. Tudatában kell lennünk, hogy ez nem a törzsfej​lődésbeli rokonságot mutatja. Az egyes csoportok a csökkenő fenomértékek sorrendjében kapcsolódnak egymáshoz. 

A törzs párra vonatkozó fenomérték, a teljes hasonlóság értéke 

                                                                                                                            sAB   +   s'AB 

                                                                                                                SAB  =  ---------------------

                                                                                                                                        n

sAB = hasonlósági érték kvalitatív 2 vagy több állapot esetén

 sAB értéke 1, ha a = b   és  0 ,  ha  a =/= b  n = a vizsgált karakterek száma

s'AB = hasonlósági érték kvantitatív multi állapotjellemzők esetén  

                                                                                                                                       a  -   b

                                                                                                                s'AB =   1  -     

                                                                                                                                              d

d  =  a karakter legnagyobb és legkisebb értéke közötti különbség


A gyakorlati ellenőrző munka, a víz-mikrobiológia, a közegészség​ügyi vizsgálatok, a klinikai bakteriológia azonban gyors és megbízható eredményeket kíván. Ezeken a területeken az igények kielégítése céljából különleges tesztrendszereket dolgoztak ki. Ezek a főleg immunbiológiai alapon működő tesztrendszerek meglepően rövid idő alatt (10-20 perc) kiértékelhető eredményt szolgáltat​nak a klinikus számára.

A XXI. Század elején a genetika és a molekuláris biológia szüntelenül fejlődő módszereinek alkalmazásával felrajzolható az élő világ törzsfája, kiindulva a primitív ős-sejtek közösségéből.
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3.1.0.0. ARCHAEOBACTERIA  ŐSBAKTÉRIUMOK


Az Ősbaktériumok a prokariota élővilág korai formáit képviselő szervezetek. A talajban, természetes vizekben, szélsőségesen kegyetlen, sok esetben geotermikusan felfűtött körülmények között élnek. Mások az ember környezetében, a kérődzők bendőjében, illetve a termeszek emésztő csa​tornájában végzik feladatukat. Sok esetben egysejtűekkel együtt élő mikroszervezetekként találkozunk velük. Ide sorolhatók a környezeti szennyezés felszámolásában jeleskedő lakói az anaerob szen​nyvíztisztítóknak és a biogáz tele​peknek. A Föld őstörtének egy hosszú periódusában az élővilág főtömegét valószínűleg ők alkották. Erre utalva (:régi, eredeti) nevezték el a prekambriumban kialakult szervezetek ma élő képviselőit ősbakté​riumoknak.


Az idesorolt metántermelők (metanogén) és a sótűrő fajok (halofil) régóta szerepelnek a szakirodalomban. Alaposabb meg​ismeré​sükre azonban csak a biokémiai vizsgálati módszerek fejlő​dése, az ana​litikai módszerek tökéletesedése adott lehetőséget. Különleges filogenetikai jelentőségüket csak a század utolsó harmadában ismerték fel. Aerob, anaerob és fakultatív anaerob fajaik között kemolitoautotrófok, organotrófok, illetve fakul​tatív organotrófok  fordulnak elő. Általában nem képesek szénhidrátot energiafor​rásként hasznosítani. Széndioxidból, hidrogénből, kénhidrogénből és ammó​niából építik fel szer​vezetüket, de sok faj képes a légköri nitrogén megkötésére. Mezofil és termofil fa​jaikon kívül néhány törzsük 100 °C felett is jó növekedést mutat. A rendszertani helyzetüket bemutató ábra a ma elfogadott evolúciós elvek szellemében a legújabb 16S–18S-rRNS szekvenciák adatainak figyelembevételével, a nemzet​közileg elfogadott nomenklatúra alkalmazásával készült.

                               Fokozottan sótűrő ősbaktériumok


Sótűrő metanogének
                                                                                            Methanococcus

                                                          Methanobacterium

Methanosarcina                                  

                                                                                                                                   Sul​folobus


                                                                                           Thermoproteus


                                                                           Thermococcus


Methanospirillum 

                                                                                                   Pyrodictium

                                                                                                                              Desulfurococ​cus

Thermoplasma
                                                                      .


1972 óta  az Ősbaktériumokat — mint a harmadik önálló fejlődési területet képviselő szervezeteket magába foglaló “kingdom” képviselőit — a hipotetikus  fejlődéstani rendszer törzsfájának a gyökerénél helyezik el. Nem meglepő,  hogy az ide sorolt szervezetek anyagcsere rendszere és a biológiai szerveződésük alapvetően, meghatározó jellegűen különbözik az eubaktériumok és eukarioták közé sorolt lények szerveződésétől. Ebből a szempontból különös figyelmet érdemel az energia raktározás gyakorlati megvalósulása, ami az élet minden létező formájának előfeltétele. Ennek a rendszernek — joggal feltételezhetően — filogenetikai szempontból nagyon korán kellett kialakulni. Nem kétséges, hogy az exergonikus és az endergonikus folyamatok közötti energiaátvitel, a rövid időtartamra és a hosszú időre hatásos energiatárolás lehetőségét biztosító, állandóan megnyilvánuló mechanizmus a sejtes élet kialakulásának alapvető feltétele.


Az Ősbaktériumcsoport szerveződése meglehetősen heterogén, hiszen kemolitoautotrófok és organotrófok is vannak közöttük. Az obligát anaerobokon kívül egyes törzseikre jellemzően különböző aerob és anaerob körülmények között megnyilvánuló respiráció is megfigyelhető. A szulfidokat,  általában az anorganikus kénvegyületeket, sőt a termésként is hasznosítják.Néhány ősbaktérium, például a sótűrők az ősi (fototróf) energiaátvitelre szolgálnak példaként. Klorofillt tartalmazó vízbontásra képes fotoszintetizálók nem akadnak közöttük. Ez támogatja azt a feltételezést, hogy a terminális oxidációs rendszer szerveződése megelőzte a zöld-fotoszintézis töltést szétválasztó vízbontó mechanizmusának megjelenését.


Az ősi elnevezés arra utal, hogy feltételezés szerint ezek a szervezetek az eubaktériumoknál előbb léteztek, bár a fehérjeszerveződésben való azonosságuk alapján az eukarioták valamilyen ősi ágának is tekinthetők. A riboszómáik szerveződése a baktériumokétól egyértelműen különbözik, amennyiben az ősbaktériumok riboszómája savas karakterű fehérjékből szerveződik, az eubaktériumok riboszómájára viszont bázikus karakter jellemző. A riboszómáik, de a tRNS-eik is feltűnően sok módosult bázist tartalmaznak. A riboszomális fehérjeszintézis indításához nincs szükségük formil‑metioninra. A klóramfenikol a riboszomális fehérjeképződést nem gátolja, mégis a hidrogenáz működését zavarva gátolja a metanogének növeke​dését. A gombákban folyó  fehérjeszintézist gátló cikloheximid az ősbaktériumok növekedését nem befolyásolja. Az RNS-polimerázuk szerkeze​tének az eubaktériumokétól eltérő voltát igazolja, hogy az ősbaktériumok RNS-szin​tézise rifampicinnel általában nem gátolható. A membránkárosító antibiotikumok közül a gramicidin-S, a monenzin és a lazalocid hatásosak.  Ugyancsak növekedést gátló hatású a nizin.

[image: image32.png]



Iongradiens kialakításának lehetséges útjai

A membránnal határolt sejt energiatartalmát a belső H+, illetve a Na+  ion tartalom változása határozza meg amit befolyásolhat a bacterio-rodopszinra ható fényenergia intenzitása, a citoszol ATP szintje, az aerob légzés, illetve az anaerob respiráció (metán, illetve kénhidrogén képzés) mértéke. Az iongrádiens kialakítása történhet a membránon átjutó elektron segítségével (a), amikor a donor vegyületből származó elektron az akceptor protonfelvételét segíti. Az elektron mozgás egész folyamata lejátszódhat a membránon belül (b), amelynek eredményeként a citoplazmából az elektronmozgás közben a proton a külső térbe távozik. Távozhat a proton egy redoxipumpa (például cit c oxidáz) hatására (c). Végül a proton áramlással hajtott ATP szintézis (d) adja (proton grádiens által hajtott A1Ao ATPáz, illetve  nátrium ion által hajtott F1Fo ATPáz által történő energiaátvitel) az élethez szűkséges energia elemet.

A DNS függő RNS-polimerázuk is az eukariota polimerázzal mutat rokonságot. DNS-tartalmuk tömege a prokarioták átlagának harmadát alig éri el. Génál​lományuk az eukarioták​ra jellemzően exon és intron szakas​zokat tartalmaz, és így szük​ségszerűen az RNS-molekuláik is egy érési folyamatban képződnek. Hisztonszerű fehérjével burkolt kromoszómájukban feltűnően sok az ismétlődő, mozgékony szakasz, sőt extrakromoszo​mális elemeket is kimutattak bennük. A genetikai kódrendszerük valószínű​leg megegyezik a prokariota kóddal. A l6-és 18S RNS bázissorrendje teljes mértékben különbözik az eubaktériumokban és eukariotákban megismerttől.



A riboszómális RNS szekvencia összehasonlítása alapján megrajzolt filogenetikai törzsfájuk az eddig ismert fajaikat két nagy csoportba sorolja (Euryarhaeota és Crenarchaeota). Az utóbbi évtizedben a bioenergetikai összehasonlításuk részletesebben a csillaggal megjelölt törzseknél történt meg.
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Funkcionálisan elkülönülő jelentősebb rendszertani csoport​jaikat metántermelők, szulfátredukálók, fokozottan sótűrők, sejtfal nélküli ősbak​tériumok és erősen hőtűrő kén​hasznosítók elnevezés alatt tárgyalja a szakirodalom. Kialakulásuk körül​ményeire utaló szigorúan anaerob mivoltukból következik, hogy a metanogének és a szulfátredukálók csupán oxigénszegény körül​mények között létezhet​nek.


Az elektron- és protonmozgást citokrómok és quinonok hiányában más rendszerek, sok esetben fluoreszkáló kofaktorok segítik. Ilyen például a hidrogénnel hidroge​náz köz​vetítésével reagáló F420, amelynek redukált alakja szín​telen, oxidálva viszont kékeszölden fluoresz​kál. Az ide sorolt, különböző színben pompázó, többnyire fluoresz​káló szervezetek méretben és alakban változatosak (0,1‑15 m), néhány fajuk 200 m hosszú fonalakat is alkothat. A részlete​sen vizsgált és megismert fajok különböző módon, osztódással, bim​bózással, fragmentálódással szaporodnak, sok faj szaporodási módja azonban még felderítetlen. Magyarázatul szolgál talán az a tény, hogy tenyésztésük sok esetben tech​nikailag nehezen kivite​lezhető körülményeket (hőmérséklet, nyomás, pH) igényel. Különle​ges laboratóriumi felszerelést, szigorúan anaerob munkahelyet kell kialakítani a velük foglalkozó kutatók számára.


Az Ősbaktériumokat tanulmányozó kutatási programok keretében az extrém körülmények között, 100 °C felett,  szélsőséges pH tartományban és nagy sókoncentrációt elviselve létező szervezeteknek az anyagcsere rendszerét, valamint a molekuláris mechanizmusát sokan vizsgálják.  Ilyen vizsgálandó területnek tekinthető még a metanogenezis, vagy a rodopszinhoz kapcsolt energia és jelátviteli rendszer megismerése.

A Föld klimatikus viszonyaiban bekövetkező változás következ​mé​nyeként, az életkörülmények enyhülésével ezek a mikroorganiz​musok biokémiai felépítettségükből következő kiváltságos helyze​tüket elvesztették. Sőt, az éterszármazékok szintézisének ener​giaigénye, a létért való küzdelemben hátrányos helyzetbe juttatta őket a foszfogliceridekből építkező mikrobák​kal szemben. (Egy foszfoglicerid egység 18 acetil-CoA, 36 NADPH, 18 ATP és 1 -glicerin foszfát felhasz​nálásával készül!) A gazda​ságosság elvének érvényesülésével csak azokon az élőhelye​ken maradtak fenn, ahol a különleges felépítettségük​ből adódó helyze​ti előnyük érvényesülhet. 


A citoplazmamembránjuk felépítése (diéter, illetve tetraéter szerkezet) is homogén fenotipusként való besorolásukat indokolja.  A sokszor kovalens kötésekkel stabilizált bipoláros membránszerkezet magas hőmérsékleten és erősen savanyú kémhatás esetén is akadályozza az iontranszportot. 
A sejtmembránjuk glicerin‑izopranil‑éter, másnéven fitanil-éter (izoprén egységekből felépülő, telített alkoholok glicerin éterei) származékokból szerveződik. Egyetlen glicerin-bisz- fitaniléter képződéséhez 24 acetil-CoA, 24 NADPH, 24 ATP és -glicerin-foszfát szükséges.
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Ezek a vegyületek vízben a foszfo​gli​ceridek​hez hasonló építőele​mekként vesznek részt az ősbak​tériumok citoplaz​májának a külvilágtól való elhatárolásában. A fitanilláncok egymás mellé csúszva fokozzák a membrán szerkeze​tének ellenál​lóképességét, hőtűrését, kémiai stabilitását. A glicerin két vicinális hidro​xiljához kapcsolódnak az izoprén egységekből felépült (telített C20 fitanil) izopranil láncok. A termofil törzsekben kis mennyiségben C25, C30, C35 izoprenoid-származékok is talál​hatók. A glicerin harmadik szén atomjához hidroxil, hexit,  foszfát, illetve oligosza​cha​ridok kapcsolódhatnak. A hőtűrő Sulfolobus genus fajaiban például a glicerinhez egy hexit kapcsolódik C‑C kötéssel és az így létrejövő nonit alkotja a membrán építőelem poláros fejét. Az éterkötés kémiai stabilitása szélsőséges körül-mények elviselését is lehetővé teszi. A membrán kémiai stabilitását fokozza a szemben elhelyezkedő fitanil-láncok közt kialakult kovalens kapcsolat, valamint a láncon megjelenő ciklopentán gyűrűk kölcsön hatása. 

Az egyes rendszertani csoportok membránjuk felépítésében is erősen eltérnek egymástól. A halofil-membrán diétert tartal​maz.

Ezek a vegyületek vízben a foszfo​gli​ceridek​hez hasonló építőele​mekként vesznek részt az ősbak​tériumok citoplaz​májának a külvilágtól való elhatárolásában. A fitanilláncok egymás mellé csúszva fokozzák a membrán szerkeze​tének ellenál​lóképességét, hőtűrését, kémiai stabilitását. A glicerin két vicinális hidro​xiljához kapcsolódnak az izoprén egységekből felépült (telített C20 fitanil) izopranil láncok. A termofil törzsekben kis mennyiségben C25, C30, C35 izoprenoid-származékok is talál​hatók. A glicerin harmadik szén atomjához hidroxil, hexit,  foszfát, illetve oligosza​cha​ridok kapcsolódhatnak. 

A hőtűrő Sulfolobus genus fajaiban például a glicerinhez egy hexit kapcsolódik C‑C kötéssel és az így létrejövő nonit alkotja a membrán építőelem poláros fejét. Az éterkötés kémiai stabilitása szélsőséges körül-mények elviselését is lehetővé teszi. A membrán kémiai stabilitását fokozza a szemben elhelyezkedő fitanil-láncok közt kialakult kovalens kapcsolat, valamint a láncon megjelenő ciklopentán gyűrűk kölcsön hatása. 

Az egyes rendszertani csoportok membránjuk felépítésében is erősen eltérnek egymástól. A halofil-membrán diétert tartal​maz. A metanogének membránjában már több‑kevesebb tetraéter  (C40 bifitán) származék is található. (A legalább nyolc izoprén egységből felépült izopranillánc mindkét vége éterkötéssel kapcsolódik egy‑egy glicerinhez.) Ezzel szemben a hő- és savtűrő fajokban a tetraéter építőelem mellett csak nyomokban mutatható ki diéter származék.


A sejtfal soha sem érintkezik közvetlenül a mikroba kör​nyezetével. Fehérjetermészetű anyagok, illetve glükopeptidek lazább vagy kompaktabb mozaikszerűen elhelyezkedő rétege (fonata) látható az elektronmik​roszkópos felvételeken. A sejt külső rétegében L‑aminosavak; szénhidrátként arabinóz, galaktóz, glükóz, glükózamin és mannóz fordul elő jelentősebb mennyiségben. Gram-festődésük alapján az ősbaktériumok is két cso​portra, festődőkre és nem festődőkre oszthatók. A festékkötésben mutatko​zó különbség azonban megnyugtató módon ez ideig nincs oka​datolva. A Gram‑negatívan festődő ősbaktériumok proteázrezisztens tulaj​donságukat ennek a mechanikai szem​pontból érzékeny és az ionerősség változására kényes felszíni glikoprotein S‑rétegnek (surface la​yer) köszönhetik, amelyet többnyire a nátrium​-laurilszulfát (SDS) is károsít. A monomereket gyengébb erők, sókötés, ionos kötés, hidrogén kötés vagy hidrofób kölcsönhatások kapcsolják egymáshoz, mégis az ősbaktériumok közé sorolt Staphylothermus marinus esetében például csak 70 oC-ra melegített hangyasav roncsolja szét ezt a fehérjeréteget.
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Az ősbaktériumok sejtfalának felépítése változatos képet mutat. Közös bennük az eubaktériumoktól való lényeges különbség. A sejtfalukban muraminsav nem fordul elő, növekedésük penicillin​nel nem befolyásolható, de a lizo​zim sem károsítja őket. Peptidoglükán helyett egy pseudomureinnek nevezett kvázikristályos glükoprotein réteg tapad szorosan, periplazma megjelenése nélkül a citoplazmamembránjukhoz. A szénhidrátláncokat kizárólag L-aminosavakat tartal​mazó oligopep​tidek kapcsolják össze. Az kétségtelen, hogy a 

Az ábra az összehasonlíthatóság céljából bemutatja az eubaktériumok muraminsavat tartalmazó (murein) sejtfalának szerekezetét és az ősbaktériumokra jellemző pseudomurein fal szerkezetét.

Gram‑pozitívan festődő metanogén ősbaktériumok sejtfala azonos mennyiségben tartalmaz N‑acetil‑D‑glükózamint (D-GlcNAc) és N‑acetil‑L‑talóz​aminouronsavat (L-NAcTalNUA). A két komponens (1-3) glikozidos kö​téssel kapcsolódva alakítja ki a szénhidrátpolimert, amit azután L‑aminosavakból álló peptidek kapcsolnak össze. Az uronsav karbo​xilcsoportjához kapcsolódik az L-glutamin​sav aminocsoport​ja, az L‑glutaminsav ‑karboxil csoportja pedig egy L‑alaninon keresztül kapcsolódik az L‑lizin ‑aminocsoportjához. Ezek a tripeptidek kap​csolódnak össze L‑glutaminsav segitségével. A sejtfalban jelenlevő dikarbonsavak és diaminosavak funkciós cso​portjainak a részvétele egy igen ellenálló és nagyszilárdságú fal kialakulásának kedvez. Erre az ősbak​tériumoknak élőhelyeik isme​retében szükségük is volt, de szükségük van ma is.

A cukorkomponensek UDP‑aktivált formában vesznek részt a poliszacharid hálózat  kialakításában. Az oligopeptid építőelemek összekapcsolá​sában fontos szerepet játszhat az L‑alanin, mert a vizsgálatok szerint a keresztkötés kialakulásakor jelentős mennyiségű L‑alanin és L glutaminsav jele​nik meg a környezetben.

[image: image36.png]udonurein Murein

UDP-G1cNAc + UDP-GalNAc UDP-G1lcNAC
(epimerizatio -
+ oxidatio.) /PEP
\
UDP-GlcNAc-(3+«1)8-NAcTalNA UDP-MurNAc
UDP-Glu
&—— Ala, D-Glu, Lys
UDP-Glu UDP-MurNAc
iv
Ala Ala
{ v
UDP-Giu D-Glu——>Lys—>D-Ala——>D-Ala
Y € .
l Ala —>Lys ‘unidekaprenil-PP
UDP-Glu /
1
Ala —> L;s ~—> Ala Udp-PP-MurNAc
Y
Glu Ala
Voo
UDP-GlcNAc-(3=1) B-NAcTalNA D-Glu——>Lys——>D~Ala——>D-Ala
€ 7
Alae-Lys«—Ala«—Glu UDP-GlcNAc
T —
Glu

Udp-PP-MurNAc (4€—1)GlcNAc

e “undekaprenil-PP

Ala
¥
Udp-PP-GlcNAc (3=—1) B-NAcTalNA D-Giu——>Lys—'>D-A1a—>D-Ala
€ Y
Ala« Lys«-Ala<—Glu Udp-PP-MurNAc-(4~—1) B-GlcNAc
4
Glu Ala
Y
v D-G{u—»Lys—,D-A}la-—,D-Ala----> D-Ala
Udp-PP-G1lcNAcC- (3«—1) B-NAcTalNA P
€ v NH2
<----Ala<Lyse«Ala<Glu ¥
Sty AlaeLys< D-Glu
1 Glu
: Ala
|
v GlcNAc-8 (1—4 ) -MurNAc-PP-Udp
HaN-Glu
v € ly
Glu—Ala—Lys

NAcTalNA-8(1-+3)-GlcNAc-PP=-Udp




A pseudomurein és a murein sejtfal képződésének vázlata
Alapvetően eltér az ősbaktériumok acetil-CoA képződését katalizáló enzimkomplexének a szerkezete és működése az eubaktériumok és az eukarioták oxidativ dekarboxilező aktivitásától, annak ellenére, hogy mindkét esetben a piruvátból egy CO2 felszabadulásával acetil-CoA képződik

.
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Acetil-CoA képződés az ősbaktériumokban, illetve az eubaktériumokban
Az ábrán jól követhető, hogy a piruvát dekarboxilezésekor képződő TPP-acetál C2 egysége a ferredoxin-oxidoreduktáz segítségével  közvetlenül kerül a CoA-ra tiolészter formában. Később az oxidatív foszforiláció megjelenése után kialakult rendszer a TPP-acetál C2 egységét a liponsavval alkotott közti terméken keresztül alakítja ki a tioésztert az acetil-CoA-t.. 

Az ősbaktériumokban kialakult ferredoxint igénylő mechanizmus sok esetben működő formában is jelen van az aerob szervezetek génállományában, amely lehetőséget anaerob körülmények között hasznosítanak.. 

                                      3.1.0.1. METÁNTERMELŐK  "METHANOBACTERIALES"
A Földünk légkörében előforduló metán 80‑90 %‑át a metanogének termelik energianyerő folyamatuk közben. Az évi metántermelés eléri a gigatonna nagyságren​det (1012 kg/év). A légkörben folyamatosan felszaporodó metán az ózonpajzsot a​ széndioxidnál nagyobb mértékben károsítja. A légkör metántartalmának monoton növekedését a metánhasznosító aerob baktériumok — tapasztalataink szerint —  nem képesek megakadályozni.


Az idesorolt családok sz​igorúan anaerob, viszonylag lassú fejlődésű (2‑7 nap osztódási idő) lito​tróf mikroszervezetek, morfológiai, biológiai és fiziológiai szempontból jelentősen különböznek egymástól. Közös tulajdonságuk, hogy anyagcse​réjük végter​mékeként metán képző​dik. Ez a folyamat anaerob légzésnek tekintve molekulánként gyakor​latilag egy-egy ATP szintézisét jelenti. 

A metánképződés lehetséges energia hozadéka
	                CO2  +  4 H2
	—>    CH4  +  2 H2O
	 Go  = 135,0 kJ/mol metán

	               H3C-OH +  H2
	—>    CH4  +   H2O
	 Go = 112,5 kJ/mol metán

	               4 H3C-OH
	—>  3 CH4 + CO2 + 2 H2O
	 Go  = 104,9 kJ/mol metán



(1). A metánképződés formát-dehidrogenáz által katalizált — oxigénre különösen érzékeny — első lépése, a szén-dioxid megkötésével járó formilmetanofurán (CHO-MF) képződése. A szén-dioxid aktiválásához ATP jelenléte szükséges. Az aktiválási energia a metánképzés utolsó lépésében szabadul fel. In vitro kísérletben CoM-S-CH3 vagy titán-citrát jelenléte szükséges redukáló ágensként.  


(2). A formilcsoport a formil-transzferáz segítségével kerül a tetrahid​rometano​pterinre, ahol az első redukciós lépésben a ciklohidroláz hatására kialakul az 5,10-metenil‑tetrahid​rometa​nopte​rin (HC=H4MPT) köztitermék. Egyes fajokban az F342 sárga színű, fluoreszkáló vegyületet mint formaldehid aktiváló faktort (FAF) írták le, amelyben a pterinen kívül építőe​lemként hexóz​amin, glutamát és foszforsav jelenlétét iga​zolták. 


(3). A metenilcsoport redukcióját az F420 kofaktorral működő  oxidoreduktáz katalizálja 5,10-metilén‑​tetrahid​rometano​pte​rinné. (4). A következő lépésben a metilén-reduktáz hatására jön létre a metil‑​tetrahid​rometano​pte​rin (H3C–H4MPT). 


(5). A CoM-SH-ra történő metil​átvi​tel folyamatában a m​etil‑5‑hidroxi‑benzimidazoil- ‑kobamid kulcsinter​medierként szerepel. A metilcsoport áthelyezé​sét a pterinről kobamidra a metil-transz​feráz segíti elő. A reakció szubsztrátumaként az enzim metanolt is képes hasznosíta​ni. Ezekben a mikrobákban —meta​nolt használva elektronakcep​torként — jelentősen növelhető a kobamid (korrinoid) tartalom a tenyészethez adott dimetil​benzimidazollal.  Ezt a felismerést a B12-vitamin nagyipari előállításakor hasznosítják.
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Metánképződés szén-dioxidból az ősbaktériumokban (CoM-SH szerepe)

(6). A korrinoidtartalmú metiltranszferáz segítségével kialaku​ló metil-CoM a szubsztrátuma a redukciós ciklus utolsó lépésének, amelyben a F430 kofaktorral működő metil-CoM reduktáz segítségével a metán felszabadulásával egyidejű​leg heterodiszulfid, CoM-S-S-heptanoil-treonin-foszfát (CoM-S-S-CoB) kép​ződik. Az utolsó redukciós lépésben metanofu​rán és széndioxid jelenlété​ben a diszulfid-kötés reduktív felhasadása és egy újabb széndioxid felvétele tör​ténik. 


(7). A bonyolult folyamatot egy erősen konzervatív szekvenciájú, több fehérjéből álló metil-reduktáz enzimkomplex katalizálja, amelynek tömege a metanogén baktériumok összfehé​rje tartalmának több mint 10 %-át képviseli. 
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Az F420 kofak​tort igénylő A1-fehérje a CoM-S-S-heptanoil-treonin-foszfát redukcióját végzi. Az A3a vaskén-fehérje szállítja az elektrono​kat a metilredukcióhoz. A metil​viologént tartalmazó A3b-fehérje dehidro​genáz aktivitást mutat. Az oxigénre nem érzékeny A2-fehérje a metil-CoA metilreduktáz ATP-függő reduktív aktiválását végzi. A hat alegységből álló () fehérje 2 F420 kofaktort és 2 HS-CoM faktort tartalmaz.
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A filogenetikailag különböző metanogének a szigorúan anaerob ősbaktériumok csoportját alkotják  A metánképződésnek az ábrán látható egyszerű útja ugyan nem jár szubsztrátszintű foszforilációval, de a protongrádiens (2 H+ és Na+) kialakítása az ATP szintézist lehetővé teszi. A metilotróf metanogének  citokrómokat is tartalmaznak, A proton transzportot szolgáló (MP) metanofenazint a membránban izoprén egységekből felépülő izooktán rögzíti. Szerepe a  baktériumokban és az aerob ősbaktériumokban előforduló quinonokéhoz hasonlítható. Az oxidált forma reverzibilis redukciója ugyanis a citokromok közötti elektron átvitelt segíti, miközben a citoplazmából () protont juttat a membrán külső felületére. Először M. mazei-ből izolálták tisztán ezt az elektronhordozót, amely a F420-ról származó elektront továbbította a heterodiszulfid képződést katalizáló enzimhez. A redukáló rendszer elektron igényét többnyire a membránhoz kötött hidrogenáz elégíti ki. A hidrogén oxidációja a citoplazmamembránon kívül folyik. Ez az enzim a hidrogénről származó elektront az F420-faktort (8‑hidroxi‑5​‑dea​zafla​vin) tartalmazó enzimrendszerre viszi, amely redu​kálva színte​len, oxidált álla​potban pedig zöldeskéken fluoresz​kál..
A hidrogenotróf Methanobacterium thermoautotrophicum viszont nem tartalmaz ilyen fehérjét. A metánképződéssel együttjáró merkapto-heptanoil treonin-foszfátot tartalmazó heterodiszulfid (CoM-S-S-CoB) képződés az energiakonzerválás szempontjából figyelemre méltó. A membránhoz kötött heterodiszulfid reduktáz  működése ugyanis kapcsolatot teremthet különböző membránban működő elektrontranszport-mehanizmusokkal.

[image: image41.wmf]
A heterodi-szulfidnak a  M. mazei befordított vezikulumaiban folyó hidrogénfüggő redukciója protonképződéssel jár. A visszafordított vezikulumban az F420  dehidrogenáz működése eredményezi a kiválasztásra kerülő proton, a felszaporodást és ennek következményeként ATP képződést Ez utóbbit természetszerüleg a protonofórok gátolják, viszont serkentik az elektrontranszportot – azaz a heterodiszulfid redukcióját – sőt az ATPáz gátlóként használt N,N´-diciklokarbodiimid hatása is felfüggeszthető protonofórok adagolásával.
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A szén-monoxid szén-dioxiddá alakulása M. barkeri nyugvó sejtjeiben ATP képződéssel jár. Az enzimhez kötött CO ferredoxinhoz kötött oxidációját a szén-monoxid dehidrogenáz katalizálja. A képződő redukált ferredoxinról a két elektront a ferredoxin:metanofenazin-oxidoreduktáz a citokrómok segítségével juttatja a heterodiszulfid-reduktázhoz, amely regenerálja a  2-merkaptoetánszulfonátot, ismert nevén CoM-SH-t.  Az ősbaktériumokból és az eubaktériumokból is izoláltak (Methanobacterium thermoautotrophicum, M. barkeri, M. mazei, Acidianus ambivalens, Sulfolobus acidocaldarius, Methanosarcina thermophila,) heterodiszulfid reduktázokat.
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                                                  A hidrogén mint elektron  forrás

Az enzimhez kötött corrinoid szerepét a metil-H4MPT:CoM-metiltranszferáz katalizálta reakcióban M. barkeri metanogeneztisét vizsgálva tisztázták. Az enzimkomplexet Methanobacterium thermoautotrophicum-ból is kinyerték, majd  8 alegységének tömegét meghatároták. A hidrofób komplex 2 mol korrinoidot, 8 mol nemhemvasat és 8 mol savérzékeny ként tartalmaz A metil átvitel valójában két részreakcióként — a korrinoidot tartalmazó fehérje metilezési és egy demetilezési folyamataként — jelenik meg. Megjegyzendő, hogy a metilezett korrinoidtartalmú fehérjében a kobalt oxidáltabb formában van jelen!


CH3-H4MPT  + E:Co(I)           >>>>>>>            H4MPT   +    E:CH3-Co(III)


E:CH3-Co(III)  + HS-CoM    >>>>>>>          CH3-S-CoM  + E:Co(I)
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 Sikerült igazolni, hogy az egy operonba szerveződött gének (mtrEDCBAFGH) közül az mtrD alegység a Na+ transzportért felelős. A demetilezési reakció a Na+ transzportban játszik fontos szerepet. A kialakuló iongrádiens összeségében (Na+ és H+) táplálja a metanogének ATP szintézisét. 

A metánképződés enzimrendszerének in vitro működése szempontjából optimális CO2:H2 arány 2 : 8 volna. Ezt az arányt a természetes tenyészkörül​mények nem biztosítják, de a hidrogén koncentrációja sem éri el természetes körülmények között a M nagyságren​det. Természetes élőhelyükön a velük élő hidrogéntermelők  szolgáltatják a szubsztrátumot. Kloroformmal, mint metánanalóggal a metánképződést és az ATP szinté​zist egyide​jűleg lehet gátolni. A kérődzők ez esetben szén-dioxidot és hidrogént böfögnek metán helyett. A metil​reduktáz működése CoM-analógként adagolt 2‑brometánszulfo​náttal szelektíven gátolható. Meg​felelő  kezelés​sel azonban reziszten​cia fej​leszthető ki ellene.

A szénváz képződése széndioxidból (a reduktív citrátkör működése) 
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A tápközegben jelenlevő szénhidrátot ezek a mikrobák nem képesek felvenni. A szer​vezetük felépítéséhez szükséges szén​vegyületeket maguk állítják elő. Szubsztrátumként hidrogén, széndioxid, formaldehid, acetát, meta​nol, metilamin szerepelhet. Korrinoidot tartalmazó transzferáz közvetít a metanogenezis enzimrendszere és az anabolikus folyamatokat tápláló szénmonoxid dehidrogenáz között, amely a köztes anyagcserét táplálva adja meg a lehetőséget az ősbaktériumok növekedéséhez szükséges vegyületek szintézisére.


A Methanobacterium fajok növekedési sebességét - a sejt felépítéséhez szükséges vegyületek (szénváz)  képződésének a sebes​sége (glükóz neogene​zi​s) - a dikarbonsav-ciklust tápláló acetil-CoA képződés határozza meg. A szénhidrát​termelés esetenként glükogén felhal​mozását is lehetővé teszi (Methanolobus spp.).


A széndioxidot általában nem a Calvin‑cikluson keresztül kötik, hanem a reduktív-citromsav ciklusban ferredoxin segítsé​gével karboxileződik az acetil‑CoA, majd a foszfoenol piruvát és a szukcinil‑CoA vesz fel széndioxidot.

Az ősbaktériumok és az anaerob baktériumok között az acetil-CoA  úton a CO2  aktiválásában lehet eltérés A Clostridium thermoaceticum esetében a hangyasav dehidrogenáz és a formiltetrahidrofolát képződés energiaigényét az ATP hidrolízise szolgáltatja. Megfordítva pedig a formiltetrahidrofolát oxidációja szubsztrátszintű foszforilációval ATP képződését katalizálja. A széndioxid​ból induló közvetlen acetil‑CoA képződés részleteit eddig nem sikerült teljesen tisztáz​ni. Több esetben a szénmonoxid haszno​sítását  bizonyí​tották. Egyre több adat igazolja, hogy a metanogénekben az ecetsavat termelő Clostridium thermoaceticum autotróf széndioxid-fixálásá​hoz hasonló rendszer működik. Ezt az autotróf utat járják a szulfátredukálók is.
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A Methanobacterium thermoautotrophicum esetében a CO2 és H2 felhasználásával ATP jelenlétében képződő hangyasavból származó formil-csoport kötődik a tetrahidropterinre, amelyen végbemegy a redukció. A metil-​tetrahid​ropterinről egy kor​rinoidot tartalmazó enzim közvetíti a metilcsoportot egy Ni,Fe tartalmú  szén​monoxid dehidrogenázra, amelyen egy széndioxid felvételével  és redukciójával készül az acetil-CoA végtermék.
Régebbi tankönyvek szerint a Methano​bacillus omelianskii az etanolt is képes hasznosítani.

                        ===  2 CH3‑CH2‑OH  +  CO2   ‑‑‑‑‑‑>    2 CH3‑COOH  +   CH4   ===

A részletes vizsgálatok azonban kiderítették, hogy a metánképző​déshez a hidrogént, a bendő kevert baktérium flórájában jelenlevő, etanolt oxidáló anae​rob baktériu​mok szolgáltatják. (Ha a metán​kép​ződést specifikusan gátló kloroformot juttatunk a rend​szerhez, akkor a bendőben csak hidrogén és széndioxid gáz képző​dését észlelhetjük.)

                         2  CH3‑CH2‑OH  +  2 H‑O‑H                  2  CH3‑COOH  +  4 H2
                                            CO2     +    4 H2   ‑‑‑‑‑>    CH4    +    2  H‑O‑H


Nitrogénforrásként jól hasznosítják az ammóniát. Egyesek, például Methanobacter thermoautotrophicum egyedüli szerves nitrogénfor​rásként képes hasznosítani a glutaminsavat. Több esetben a karbamid hasznosíthatóságát is megfigyelték. Néhány törzsük képes a légköri nitrogén megkötésére is. A Methanosarcina barkeri molibdént tartalmazó nitrogénkötő enzim​rendszerének a működését a wolfrám gátolja, a vanádium pedig helyettesítheti az enzimkomplex molibdén-kofaktorát. Az ammónia csökkenti a nitrogenáz enzimkomplex aktivitását. Kiemelendő, hogy a nif-gének szekvenciája nagyfokú egyezést mutat az eubaktériumokban megismert nif-gén szerkezetével.

 

Metanogének (Methanobacteriales) fontosabb csoportjainak összehasonlítása

	Nemzetség                            
	Membrán építőelem          
	Sejtfalszerkezet
	Gram-festődés
	mozgás

	Methanobacterium
	C20 di- és C40tetraéter
	Pszeudomurein
	+
	-

	Methanobrevibacter
	C20 di- és C40tetraéter
	Pszeudomurein
	+
	-

	Methanococcus
	C20diéter
	Fehérje,glükózamin
	-
	+

	Methanospirillum
	C20di- és C40tetraéter
	Glükoprotein
	-
	+

	Methanosarcina
	C20diéter
	Heteropoliszacharid
	+
	-


Methanobacteriaceae


Anaerob, termofil, nem mozgó pálcák; 70 oC felett nem növeked​nek. Tavak üledékében, szennyvizek fenekén össze​gyűlő iszapban, mocsa​rakban élnek. Biogáztelepek baktérium- flórájában is megtalálha​tók. Gram‑pozitívan festődnek. Pszeudomurein sejtfaluk építőelemei között N‑ace​tilglü​kózamin, N‑acetilgalaktózamin, N‑acetiltalóz​amino-uronsav, L‑lizin, L‑alanin, L‑treonin, L‑gluta​min​sav fordul elő számottevő mennyiségben. Kromoszómájuk mérete az ősbaktériu​mokra jellemzően csupán 1,2x109 Da. 


Az idesorolt Methanobacterium thermoautotrophicum a család feltűnő​en gyorsan osztódó (20 perc generációs idő) képviselője. Egyszerű és gyors tenyészthetősége miatt ez a mikroba a metanogéneket kutató labora​tóriumok kedvelt kísérleti alanyává vált. 


Biokémiai tulaj​donságait részletesen vizsgálták. Ez a faj csupán szervetlen anyagokból (CO2, NH3, So, H2) képes szervezetét felépíteni, szul​fátot azonban nem hasznosít. A citrát‑ciklusa hiányos. A széndioxid beépí​tésében fontos szerepet kap a Koenzim‑F420. A széndioxidból történő acetil‑CoA képződés mechanizmusára vonat​kozó vizsgálatok ez ideig eredményt nem hoztak. Külön említést érdemel a jelentős mennyiségben feldúsuló c​iklikus D‑2,3‑biszfoszfoglicerát, amely​nek azonban élettani szerepét eddig nem sikerült kideríteni. 

Leigh 1983‑ban koenzim- és vitamintartal​mukat is meghatározta. 

(Appl. Environ. Microbiol. 45:800‑803)

        
Koenzim‑M                        
 
  0,3  ‑ l6    mmol/g

        
Koenzim F420                     
                 0,7  ‑  2,7     "

        
Metanopterin

                 0,7  ‑  l,3      "

        
F430 faktor   

                 0,2   ‑  0,8     "

        
Metanofurán   


   0,3                "

        
Korrinoidok 


   0,l   ‑  4        "


Elenyészően csekély mennyiségben az eubaktériumokban előforduló vitaminokat is sikerült kimutatni. Vizsgálatai szerint ezek a vegyületek a az ősbak​tériumokban is az eubaktériumokban felderített me​chanizmushoz hasonló módon képződ​nek. A porfirin, korrinoid  és F430 fak​tor képződését például az eubak​tériumokban megfigyeltekhez hason​lóan a levulin​sav szabályozza, mégpedig olyan módon, hogy represszálja a ‑amino​levulinsav-de​hidráz kép​ződését.


A család tehenek bendőjéből izolálható faja a Methanobac​terium ruminantium. A mérések szerint 1,7 mM acetát hasznosítása​kor 100 millió baktérium képződik 1 ml bendőtartalomban. Gyakran találkozunk vele különböző anaerob protozoonok citoplazmájában. Például a bendőben élő Selenomonas ruminantium citoplazmájában ml-ként 1010 M. ruminantium termeli a metánt. Ebből a baktéri​umból kinyert ATP-függő metil‑CoM‑metilre​duk​táz sejtmentes körül​mények között is hosszabb ideig működőké​pes.


A Methanothermaceae család Methanothermus fajai 80 oC feletti hőmér​sékleten növekedve széndioxidból és hidrogénből metánt ter​melnek. 


A Methanococcaceae családba sorolt mozgékony, anaerob Methano​coccus fajok hidrogént és széndioxidot hasznosítanak, 85 oC‑on is életben maradnak, de csak 60 oC‑on osztódnak. Mindkét családra jellemzően a pszeudomurein sejtfaluk külső felületét egy proteáz​zal nem bontható fehérjeréteg alkotja. Gram pozitívan festődnek.


A Methanomicrobiaceae család egyes tagjai (Methanomicrobium mobile) élőhelyükön a bendőben, poláris ostorral mozognak, de csak 40 oC‑on szaporodnak. A Methanospirillum külső felüle​tén az SDS (nátrium-laurilszulfát) lazító hatásának és a proteázok hidrolitikus hatásának ellenálló, urea- és lúgrezisztens fibrilláris fehérjeréteg található. A bifitanil-diglicerol-tetraéter elemekből felépülő membrán hidroxilcsoportjához glikozidos kötéssel kapcsolódó diszacharidok, más esetben glicerofoszfát található.

A Methanogenium és Methanospirillum fajok főleg csatornaiszapból izolálhatók.


A Methanosarcinaceae  család Methanosarcina fajai szennyvíz​iszapban és a bendőben fordulnak elő. Az elektronmikroszkópos felvéte​leken lemezes szerkeze​tűnek tűnő — főleg galaktózamint, glükuron​savat és galak​tózamino-uronsavat tartal​mazó — különösen merev szerkezetű, savanyú természetű heteropoliszacharid sejtfal​lal ren​delkező Metha​nosarcina fajok Gram szerint pozitívan festődnek.

         . [image: image45.png]



                Methanosarcina mazei mikrofotó                           Normarski optikával fotózva

         [image: image46.png]



            Scannin​g elektronmikroszkópos fotó                      Methanosarcina barkeri

A Methanococcus fajok fehérjéből felépülő sejtfalában a glükózamin is fontos szerepet tölt be. A család tagjaiban citokró​mok jelenlétét igazolták. A légköri nitrogént is képesek megköt​ni, de legnagyobb sebességgel (2 nap generációs idő) a szén​dioxi​dot és hidrogént tartalmazó közeg​ben osztódnak. Az acetátot foszfoacetil-transzferáz segítségé​vel hasznosítják. Sejt​fa​lukban aminocukor, cukor és uronsav találha​tó. Metilalkoholból és acetátból is képeznek metánt. A Methanosarcina barkeri részletes enzimológiai vizs​gálata igazolta, hogy ez esetben az  ‑ketoglutarát citromsa​von keresztül képződik.


A Methanolobus és Methanothrix fajok sejtjei hosszú láncokat alkotnak. Lassan osztódnak (7 nap generációs idő). A sejtfaluk külső fehérjerétege nátrium-laurilszulfáttal lemozdítható. Szénforrásként acetá​tot hasznosítanak, mégpedig az acetil‑CoA szintetáz segítségével. Tartalék tápanyag​ként polifoszfátot és glükogént halmoznak fel. A Methanococcoides fajok metanolból is képesek felépíteni a szerve​zetüket.

A Methanoplanaceae család kemotróf tagjai peritrich ostorokkal mozgó, széles, lapos testecs​kék formájában találhatók mocsaras területe​ken. Metanolból nem képesek metánt termelni. Az idesorolt kemoorganotróf Metha​nosphaera fajok viszont széndioxidból nem, csak metanolból képe​sek hidrogén jelen​létében metánt termelni. ​
                                                     Methanothrix   soehngenii

Fonaldarab elektronmikroszkópos fotója 0,4 m                  Scanning elektronmikroszkóp fotó  1,3 m

[image: image47.png]



lizáló sejt elektronmikroszkóppal fotózva   0,4 m             Fáziskontraszt mikroszkópi fotó 45  m 


                        SZULFÁTREDUKÁLÓ ŐSBAKTÉRIUMOK

A típustörzsként számontartott és az F420-tartalomnak megfe​lelően kékeszölden fluoreszkáló Archaeoglobus fulgidus a víz for​ráspontján (92‑l00 oC) is jól tenyészthető. Gram‑nega​tív festődésű sejtfala glükoprotein egységekből épül fel. Elek​trondonorként hidrogént, tejsavat és glükózt is képes hasznosítani! Elek​tronakceptorként szulfátot használ.. Elemi ként viszont nem képes redukálni (Syst. Appl. Microbiol. 10:172-73, 1988).

3.1.0.2. ERŐSEN HŐTŰRŐ KÉNHASZNOSÍTÓK  (Aerobiózis az ősbaktériumokban)

Aerobiozisról az élet kezdeti formájának a megjelenésekor az akkor uralkodó hőmérsékleti viszonyok mellett aligha beszélhetünk. Mégis a heterotrófok és a kénhasznosítók között találunk olyan fajokat, amelyek növekedését a légkör oxigéntartalma nem zavarja. Természetesen a forró vízben oldott oxigén elenyészően csekély. Táblázatba foglalva célszerű összehasonlítani áttekinteni azoknak az átalakulásoknak a szabadenergia értékeit (-G°´  kJ/mol), amelyek a növekedésben levő ősbaktériumokban az aerob és anaerob légzés körülményei között hasznosulnak.

                   Az összehasonlítandó  redoxirendszerek                                         G°´

	                   H2     +   /2 O2             —>         H2O                                                                             
	      236.6 kJ/mol

	                   2 S°  + 2 H2O+ 3 O2   —>      2 H2SO4                                                         
	   1.014.0 kJ/mol

	                   2 FeS2+2 H2O+ 7 O2   —>       2 FeSO4   +   2 H2SO4                                                             
	   1.498.9 kJ/mol

	                   [H]2-X  +  1/2 O2    —> H2O+X (X=NADH2,QH2, szukcinát, etc.)
	      219.0 kJ/mol

	                   S°      +        2[H]         —>           H2S                                                                                   
	        33.5 kJ/mol

	                   SO42-  + 8[H]  +  2 H+  —>         H2S    +  4 H2O                                                   
	      151.7 kJ/mol

	                   NO3-  + 8[H]  +  2 H+   —>         NH4+  +  3 H2O
	      598.7 kJ/mol

	                   2 NO +  H2+ +  2 e-      —>        N2O    +    H2O
	       305.9 kJ/mol

	                   N2O  +  H2+  +  2 e-       —>         N2      +     H2O
	       341.1 kJ/mol


Glükózhasznosítás  a hipertermofil baktériumokban    

                                                                                 Glükóz

                                                                              ox.       

                                                                 ferredoxin      

                                                                             red.     

                                                                                Glükonát

                                                                          H2O       |

                                                                2-keto-3-dezoxiglükonát 

                                                             piruvát                    glicerinaldehid

                                                                                            ox.        

                                                                                ferredoxin       

                                                                                             red        

                                                                                                  glicerát                            

                                                                                         ATP>>>>     
                                                                                         ADP<<<<                                                                                

                                                                                                2-P-glicerát                                   

                                                                                         H2O 

                                                                                         foszfoenol-piruvát

                                                                                       ADP>>>       
                                                                                       ATP<<<<         
                                                                                                 piruvát

[Az eubaktériumoknál az acetil-CoA-ból induló             ox                                                                            acetátképződés anorganikus foszfátfelvétellel         ferredoxin            

acetil-foszfát vegyesanhidrid köztes terméken              red        <<<<<<<<<<<CoA-SH

keresztül megy végbe.]                                                        acetil-CoA        

                                                                                    ADP>>>>>                        
                                                                                    ATP<<<<<            
                                                                                              Acetát


Az Acidianus infernus, A. brierleyi, A. ambivalens obligát kemolitoautotróf módon növekedve CO2 -ból építi fel szervezetét. Az ugyancsak obligat aerob autotróf Sulfolobus acidocaldarius kezdetben ként használt fel elektonakceptorként. Több Sulfolobus és Acidianus törzset izoláltak, amelyek molekuláris hidrogént oxidálják aerob módon 0.2-0.5% O2 jelenlétében. Az extrém termofil és extrém acidofil törzsek között is találunk aerob körülményeket kedvelő fajokat Pyrobaculum aerophilum, Picrophilus torridus. Ez utóbbi faj optimális növekedését 1 pH-nál mérhetjük, miközben a citosol közel semleges. Tapasztalat szerint minimális oxigén jelenlétében az extrém sótűrő Halobacterium és Haloferax nemzetség egyes törzsei is képesek növekedni, sőt ezek között nitrátredukáló fajok (Haloferax denitrificans)  is akadnak A Thermococcales rend tagjai mozgékony, ostoros, anaerob, ovoid alakú élőlények; 88 oC  felett 100 oC‑on érzik jól magukat. Heterotró​fok. Az elemi ként kénhidrogénné redukálják, szénforrásként szén​dioxidot asszimilálnak. A Thermococcaceae családhoz tartozó 95 oC -on növekedő Thermococcus és a 100 oC -on növekedő Pyrococcus fajok a tengeralatti kénkiválások környékét népesítik be. 30‑40 perc alatt osztódnak. G​ram‑negatívan festődő, kén és hidrogén hasznosítására képes kemolitotróf baktériumok. A ként elektronak​ceptorként hasznosítják.


A Thermoproteales rend kemolitoautotróf fajaira az alaki (gömbtől fonalig) és méretbeli (0,5 m - 100 m) vari​áció, valamint Gram‑negatív festődés jellemző. Izlandtól Új-Zélandig mindenütt megtalálhatók.


A Thermoproteaceae család fajai (pl: Thermoproteus, Ther​mofil​um) olyan, akár 0,5 m vékony, 100 m hosszú fonalakat is alkothatnak, amelyek végén egy‑egy jelleg​zetes gömböcske látható. Sejtfaluk külső rétegét SDS‑t tűrő glü​koprotein-réteg alkotja. 90 oC‑on szaporod​nak. A Thermoproteus tenax-ban négy, fonalas szerkezetű fágot fedeztek fel (Mol. Gen. Genet. 192:39-45. 1983).


A Desulfurococcaceae család fajai 85 oC‑on jól növekedő hete​rotróf ősbaktériumok. Ostorral rendelkező alakjaik is ismertek. A Staphylothermus fajok alig 1 m méretű kokkuszok​ból álló, szőlőfürtszerű sejttömeget alkotnak minimál táptalajon. Élesztő​kivonattal dúsított tápközegben, 92 oC‑on viszont óriás sejtekké növekednek (15 m).  A szulfátredukáló, sótűrő és hőtűrő ősbaktériumokban működő, a fehérje imidazol gyürűihez kapcsolódó hem oldallánc minőségében észlelt, a nemzetségektől függő eltérést foglalja össze a táblázat 
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Staphylothermus marinus
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 Acidianus infernus (0,5 m)
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 Desulfurococcus mobilis           Desulfurococcus nyálkás fonalas hálózatban


A Pyrodictiales rendbe sorolt Pyrodictium fajok magasabb hőmér​sékleten (105‑110 oC), akár 12 % konyhasó jelenlétében is jól szaporodnak. Izolálásuk nem könnyű. A forró tengerfenékről az anaerob körül​ményeket megtartva kivett  mintát 80 % hidrogént és 20 % szén​dioxidot tartalmazó atmoszférában, kénport tartalmazó tengerví​zben, 300 kPa nyomáson, 105 oC-on kell inkubálni saválló béléssel védett acéledényekben  (Nature 300:258-60. 1982).


A Sulfolobales rend fajai erősen savanyú (pH = 2) tápközegben, a kénkristályok felületén élő, kissé eltorzult kokkusz formájú aerob, illetve fakultatív anaerob mikroorganizmusok. Sejtmembrán​jukat lipoproteint, aminocukrot és semleges szénhidrátot tartalmazó polimer borítja. A ként kénsavvá oxidálják. Ezek a hipertermofil ősbaktériumok a szénhidrátot (glükózt) foszforilezés nélkül is képesek oxidálni. A glicerin​savból ATP felhasználásával képződő 2-P-glicerátból vízkilépés​sel képződik a foszfoenolpiruvát. Az ADP piruvátképződés közben regeneráló​dik. Az acetil-CoA képződését ferredoxin segíti.


A rend első kép​viselőjét J. A. Brierley egyetemi hallgatóként izolálta a Yel​lowstone park savanyú hőforrásából 1966‑ban Ph.D. munkája keretében. Nevét az egyik savtűrő kénhasznosító őrzi (Acidianus brierleyi). Ezt követően hasonló törzseket izo​láltak Olas​zország, Japán, Új-Zéland és Izland kénes hőforrásai​ból. Ezek az eredmények irányították a mik​robiológusok figyelmét a ma ősbaktériumoknak nevezett csoport létezésére. Ezt megelőzően elképzelhetetlennek tűnt az élet a víz forráspontja körül. 


A savanyú tenyészkörülmények között szaporodó hipertermofil baktériumok kutatása az utóbbi évtizedben az eredmények gyakor​lati jelentősége miatt fokozódott. A hőtűrő enzimek a modern ipari technológiai módszerek kidolgozásához nélkülöz​hetetlenek. Például a bennük működő ferredoxin (Fe/S) oxidoreduktázok 90-100 oC-on is stabilak.


A Sulfolobaceae család tagjai zömmel fakultatív kemolito-autotrófok. 


A Sulfolobus genus fajai a kénhidrogént kénné, a ként pedig szulfáttá oxidálják. Az idesorolt fajok neve előfordulásuk helyére utal: S. acidocaldarius, S. solfataricus (kaldera, szolfatára). A Sulfolobus acidocaldarius-ból származó savanyú proteáz számára az optimális környezet 90 oC, pH= 2. 


Az Acidianus nemzetség fajai ezen túlmenően anaerob körülmények között, hidrogén jelen​létében a ként kén​hidrogénné redukálják, azaz hidrogén-kén autotrófok​. Erre a nevükben fellelhető római kétarcú (Ianus) isten emlékeztet. Az obligát kemolitotróf A. infernus faj elnevezése a solfatara kráter pokolbeli (inferno) mélységére, Hades birodal​mára utal. Az idesorolt A. brierleyi  törzset kemoheterotróf tulajdonsága elkülöníti az előző fajtól.


A Pyrococcus furiosus szerinproteáza (pyrolyzin) 100-115 oC-on,  7-7,5 pH-nál; a P. woesei proteináza pedig 110 oC -on, 8-9 pH-nál működik eredményesen. 


A Thermotoga maritima-ban képződő glükóz-fruktóz izomeráz számára 105 oC jelenti az optimális hőmérsék​letet.

3.1.0.3. FOKOZOTTAN SÓTŰRŐK — HALOBACTERIACEAE

Magas sótar​talmú tavakban, sós mocsarakban élnek, de sózott ételekből is izolálhatók. Erősen sótűrőkként tömény (4 M-os) nátrium​-klorid-oldatban növekednek leggyorsabban, de 15 % sókoncentráció alatt és 25 % sókon​centráció felett nem képesek osztódni. Fejlődésükhöz minimálisan 0,1 M magnézium-ion  jelenléte szükséges. Sózott halakon, sózott húsokon vörös elszíneződést okoznak. A Holt‑tengerben és a Nagy‑Sóstavak partján is előfordul​nak


A sótűrőkből izolált enzimek csak magas sókoncentráció jelenlétében stabilak és csak ilyen körülmények között használ​hatók a kívánt reakciók véghezvitelére. A belőlük izolált ribo​szómák is nagy sókoncentráció jelenlétében képesek működni. Tíz százalék sótartalom alatt a pálcika alakú, mozgékony sejtek mozgásképtelenné válnak, majd legömbölyödve végül feloldódnak. Valójában a sejten belül nem a nátrium-koncentráció a magas, hanem a K-ion tartalom jelentős. A külső magas Na-koncentráció a belső ionszint fenntartásához szükséges. 


Viszonylag lassú növekedésűek, peptont tartalmazó sós tápta​lajon 6‑7 nap generációs idővel szaporodnak. Külön​leges sejtburkuk csak fehérjét és lipidet tartalmaz. A citoplaz​mamembránjuk poliizoprenoid alkoholok glicerinnel képzett éterei​ből épülnek fel.


Aerob, illetve fakultatív anaerob fajaikra jellemző vörös színük a nagyméretű (C‑50) karotenoid- és bakterioruberin-tar​talmuk következménye. A hidrogénion-transzportot retinál tartalmú pig​ment, a fényenergiát hasznosító bakteriorodopszin segíti. A Halobacterium fajok Gram‑negatív festődésű, mozgékony, különböző mére​tű pálcikák, amelyek az öreg tenyészetben kokkoid formában jelen​nek meg. Ammóniumsókat, 3,5‑5 M konyhasót és 5‑50 mM magnéziumiont tartalmazó tápközegben 5‑8 pH tartományban jól növekednek. A tápközegbe juttatott aminosavak a növekedést jelentősen fokozzák. Sómentes vízben a baktériumsejtek feloldód​nak. Membránjukban különle​ges glikozil‑diéterek kénsav-szár​mazékát találjuk.
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A fototaxis működési vázlata az ősbaktériumokban

[image: image53.png]citoplazma





A bibor-vörös bakteriorodopszin

A Halobacterium salinarium (régebben H. halobium) részletes vizsgálata mutatott rá először a fototaxis metilezési reakcióval összekapcsolt voltára. A citoplazma membránban négy féle rhodopszin fehérjekomplex működik. Kettő ionpumpaként teljesíti feladatát. A fényenergiával az egyik a protongrádiens, a másik a klorid grádiens kialakításán munkálkodva végeredményben az ATP szintézist és az anyagcsere működését biztosítja. A két másik retinált tartalmazó pigment mint fotoreceptor és kemoreceptor a baktériumot az optimális fényviszonyok irányába tereli. A jelzés hatására a komplex metilezettsége megváltozva a his-kinázt aktiválva elősegíti a reguleátor fehérje (CheA) foszforileződését, amely végül is foszforilezve a Che-Y fehérjét befolyásolja az ostor működését  és a baktériumot a célpontba tartja, illetve a cél felé irányítva mozgásba hozza. A mozgás irányát az inger gyakorisága +  illetve irányban befolyásolhatja aszerint, hogy a receptor milyen gyakorisággal fog kedvező, vagy kedvezőtlen jelzést (az egységnyi időn belül jelenlevő fotonok, illetve ingerek  száma alapján). A mechanizmus összehasonlítható a Caulobacter crescentus-nál tapasztaltakkal.


 Az aerob növekedő tenyészet levegőztetését megszüntetve a sejttömeg gyarapodása a sejtek osztódása megszű​nik.  Az oxigénhiány hatására az addig is karotinban gazdag membránon jól észlelhető bíborvörös foltok képződnek, amelyek az idő előrehalad​tával, néhány nap alatt a felület felére is kiterjed​hetnek. A levegőzés újraindításával ezek a bíbor foltok lassan eltűnnek, a sejtek osztódása pedig folytatódik.

A halobaktériumok (Halobacterium salinarium syn, halobium) membránjában protonpumpaként működő bakteriorodopszin, amely a fényenergiát protonmozgató erővé alakítva segíti elő a protonok eltávolítását a sejtből. Ez a bíborvörös színű fehérje (260 kDa) prosztetikus csoportként retinált, azaz A-vitamin-aldehidet tartalmaz. A retinálcsoport a membrán külső felületétől 0,15 nm távolságra helyez​kedik  el a membránba rögzített fehérje hidrofób üregében. A transz szerkezetű retinál-aldehid protonált Schiff-bázist (imin-kötés) alkot a fehérje mozgékony szakaszán található 41-es lizin szabad amino-csoportjával. A térközelben levő aszpara​ginsav karboxil-csoportjá​hoz kötődő proton gyenge ionos kötéssel kapcsolódik a fenti Schiff-bázishoz. 570 nm hullámhosszú zöld fény hatására a retinál izomerizá​lódik. A kialakuló cisz forma következtében a Schiff-bázis a membrán külső felülete felé mozdulva megszünteti a gyenge sókötést, elősegíti a proton külső térbe lökődését. Az aszparaginsav negatív töltésűvé alakuló karboxilcsoportja újra feltöltődik a citoplazma protonál​lományából, a retinál pedig i​zomerizálódva újra felveszi a kiindulási állapot tiszta transz szerkezetét, várva a következő foton megjelenését.


A fény hatására kialakuló protongrádiens az ATP-képződés lehetőségét teremti meg oxigén mentes körülmények között. (Megjegy​zendő, hogy a retinál képződéséhez minimális légköri oxigén jelenléte szükséges!)

A retinált tartalmazó bakteriorodopszin katalitikus aktivitásának vázlata
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A redox-ciklus állandó megvilágítás esetén akár 200-szor ismétlődhet másodpercenként.

A fokozottan sótűrő baktériumok sejtfala a heteropoliszacharidok szulfátszármazékain kívül uronsavat, aminocukrokat tartalmaz. A glükánfonalak uronsavait és az aminocukor elemeket glicin köti össze. A sótűrők sejtfala jelentős mértékben eltér az eubaktériumokra jellemző murein felépítésétől, de különbözik a pszeudomurein sejtfal szerkezetétől is.
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Halobacterium fajok rokonsági viszonyait ábrázoló dendrogram






Halobacterium halobium       CCM 2090






Halobacterium cutirubrum   CCM 2088






Halobacterium salinarium    CCM 2084







Halobacterium halobium             NCMB 777






Halobacterium salinarium           NCMB 786






Halobacterium trapanicum          NCMB 784







Halobacterium volcanii               NCMB 2012






Halobacterium mediterranei          CCM 3361







Natronobacterium pharaonis         DSM 2160






Natronobacterium magadii        NCMB 2190






Natronobacterium gregoryi        NCMB 2189






Natronococcus occultus              NCMB 2192






Halobacterium vallismortis         ATCC 29715






Halobacterium marismortui        ATCC 43049

 






Halobacterium saccharovorum    NCMB 2081






Halobacterium trapanicum             NRC 34021






Halobacterium sodomense           ATCC 33755






Halococcus morrhuae                  NCMB 787





Halococcus morrhuae                  NCMB 761






Halobacterium cutirubrum           NCMB 763

A Halobacterium halobium részletes vizsgálatakor a faj feltűnő variabilitását figyelték meg. A spontán megjelenő mutánsaik nagy gyakorisággal alakulnak vissza. A vizsgálatok szerint a halobium genom legalább 500 ismétlődő elemet tartalmaz. Plazmidok jelenlé​tét igazolták és fágjaikat (H‑fág) is felfedezték.


A Haloarcula genus mozgékony és mozgásképtelen fajai a Halo​bacteri​um fajoktól polimorf megjelenési formáik alapján különböz​tethetők meg. A Haloferax fajok az előbbiektől fokozott magnéziumigényük (20‑50 M) alapján különíthetők el. Tartalék tápanyagként poli‑ß-hidroxivaj​savat halmoznak fel. Nátriumion-tűrők, 4,5 M kon​centráció mellett is növekednek. A sókoncentráció csökkenését 0,5 M-ig elviselik magnézium jelenlétében. 


A sótűrő Halococcus fajok heteropo​liszacharid sejtfalában a galaktóz C‑2 szulfátész​tere, a galaktózamin C‑3 és a galakturon​sav C‑3 szul​fátésztere fordul elő változó mennyiségben. A Halococcus fajok mozdulatlan sejtjei egyedül, párosan vagy csoportokban fordulnak elő. Az öreg sejtjeik Gram‑pozitív festő​désűek és jellemző módon desztillált vízben sem oldódnak fel.


                         [image: image55.png]



                         Halobacterium salinarium   Halococcus morrhuae            Haloferax volcanii


A Natronobacterium fajok Gram‑negatívan festődnek. Lúgos kö​rülmények között (9‑ll pH) 5,2 M nátrium-klorid (telített oldat!) jelenlétében is szapo​rodnak. Afrika nagy sós tavaiban élnek. Fajaik elnevezése is előfordulási helyükre utal: N. magadii, N. pharao​nis, N. gregoryi. Bakteriorodopszin helyett bak​teriorube​rint tartal​maznak. Desztillált vízben feloldódnak. Membránjuk nem tartalmaz glikolipidet. Ezzel szemben a Natronococcus fajok Gram‑pozitív festődésűek és desz​tillált vízben sem oldódnak fel. 11 pH-nál jól növekednek. Oxigén hiányában a nitrát redukciójára képesek. Ezek a fokozottan sótűrők élesztő kivonatot, kazamint tartalmazó (10-es pH) sós táp​talajon 1-2 hét alatt kitenyészthetők, izolál​hatók. 
    


1 liter táptalaj összetétele: 250 g konyhasó,                50 g nátrium-kar​bonát,

                                                              3 g trinátrium-citrát,        2 g kálium-klorid, 

                                                              1 g mag​nézium-szulfát, 10 g élesztő​ki​vonat,

                                                           7,5 g kazamin                   20 g agar
                                                     3.1.0.4. SEJTFAL NÉLKÜLI  ŐSBAKTÉRIUMOK


A típustörzsnek tekintett Thermoplasma acidophilum (ATCC 25905) első példányát Darland és munkatársai l970‑ben izolálták. Evolúciós szempontból talán az első őslények ma is élő kései le​szárma​zottjait tisztelhetjük bennük; élő kövületek. Valódi sejtfaluk nincs. A sejtjeik beltartalmát egy ellenálló, 5‑10 nm vastag 20 és 40 szénatomból felépülő bifitanil‑étereket, gliko​proteint és lipopoliszacharidot (mannóz24-glükóz-glicerin diéter) tartalmazó memb​rán határolja el a külső környezet​től. Ostoros mozgásra képesek. Gram‑negatív festő​désű fakul​tatív aerobok. A DNS-láncaikat hisztonszerű bázikus fehérjék veszik körül. Kromoszómaméretük a prokarioták között a legkisebb (<109 Da).
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Thermoplasma acidophilum


Működőképes légzési láncuk csekély mennyi​ségű oxigén hasz​nosítá​sára is képes; sőt  enyhe levegőz​tetés hatására gyorsabban szaporod​nak, erősen levegőztetett körülmények között viszont növekedésük leáll. Jól növekednek, ha a légkör legalább 1 %‑nyi széndioxidot tartalmaz. Kén hasznosítására (redukciójára) nem képesek. Obligát termoacidofilek; 55 oC‑on, erősen savanyú (1‑2 pH) tápközegben növekednek. Semleges kémhatású közeg​ben annak elle​nére feloldód​nak, hogy sejtjeik beltartalma sem​leges kémhatású. A tápközeghez adott élesztőkivo​nat —  az ősle​ves életkörülményeire emlé​keztetve — növekedésüket fokozza. Többek között szénbányák meddőhá​nyóiból is könnyen izo​lálhatók ilyen törzsek. Természetes élőhelyük talán a felszínhez közeli, átlevegőzött szénrétegekben sejthető. Az ostorral mozgó példányaiknak sejtburkoló membránja több mannóz egységet, több N-acetil-glükózamint és aszparagint tartalmaz, mint a nem mozgó alakok.

MOLEKULÁRIS BIOLÓGIAI EREDMÉNYEK ÉS AZ ŐSBAKTÉRIUMOK

Az ősbaktériumok molekuláris biológiai technikák alkalmazásával végzendő biokémiai és genetikai vizsgálatától alapvető jelentőségű eredményekre számíthatunk a mikrobiális evolúció, a fehérje filogenetika és a bioenergetikai mechanizmus kialakulásának megértése szempontjából. Az ősbaktériumok energetikai viszonyait vizsgálva megállapítható, hogy nem csak a metanogenezis igényel az eubaktériumokétól különböző kofaktorokat és új  energiakonzerváló rendszert, de az ősbaktériumok légzőrendszere is különböző. Sok eredmény ismeretében sem tisztázódott eléggé a heterodiszulfid reduktáz által hajtott proton pumpának az eubaktériumokétól lényegesen eltérő működési mechanizmusae


Hasonló módon a Sulfolobus szukcinátdehidrogenáz (SDH) ciszteingazdag alegységének a funkciója az elektron transzportban teljesen rejtélyes, de ez mondható az ősbaktériumok kén metabolizmusának primer energia átvivő mechanizmusáról is. — A másik példa az erősen glikozilált citokróm b szerepe, amelyik az S acidocaldarius citoplazmamnembránjának a külső felületén helyezkedik el. A funkciója ugyan ismeretlen, de  lehet hogy némi bepillantást enged a Sulfolobales nemzetség periplazmikus redox rendszerébe. A ferredoxinok bonyolult sokféle izoalakjainak az aktív részvétele az ősi redoxi kémiában reményt ad arra, hogy az elemek donor/acceptor specificitás szerinti metabolikus elrendeződését a közeljövőben megérthetjük 


Aktualizálva  tény, hogy az ősi genom kevesebb mint 40%-a azonosított "reading frame", ami azt jelenti, hogy a genomi vizsgálatok helyett koncentrálni kellene a fehérjebiokémiai kutatásokra. A nyitott kérdésekre feleletet csak akkor várhatunk, ha a sikerül fejleszteni  az ősbaktériumok genetikai transzformációjának a módszereit. Régóta csak a Halobacteriun és a Haloferax törzseknél volt sikeres a transzformáció


A metanogéneknél a rendelkezésünkre álló genetikai eszkozök csekély száma limitálja a kutató munka eredményességét. Nincs elérhető, gyakorlatilag alkalmazható módszer a Sulfolobales nemzetség tagjai esetében sem. Továbblépést csak az hozhat, ha sikerül előállítani azt a bifunkcionális, extrém hőmérsékletet és ionerősséget elviselő vektort, amelyik Escherichia coli-ban és az ősbaktériumok közé sorolt gazdasejtnek választott törzsben is jól műkdik

3.1.0.5.  KÖRNYEZETET SZENNYEZŐ ANYAGOK BIOLÓGIAI HASZNOSÍTÁSA

Szerves anyagok anaerob lebontása évmilliárdok óta nélkülöz​he​tetlen részfolyamata a Föld felszín anyagforgalmának. A tudomány ezzel az érdekes és még ma is sok nyitott kérdést tartalmazó problémakörrel a tavak fenekén felszaporodó üledék rothadási folyamatainak vizsgálatakor, a tőzegmocsarak különleges biológiai jelenségeinek vagy a kérődzők bendőjében végbemenő átalakulásoknak a magyaráza​takor találkozott. 


A szemétgödrökben, illetve trágyatárolókban folyó anaerob fo​lyamatok alapjelenségei hosszú ideig senkit sem érdekeltek, annak ellenére, hogy ugyanak​kor a jelenség gyakorlati hasznát közösen élvezte az emberiség. Amikor Franciaországban Louis H. Mouras de Vesoul 1860-ban zárt emésztőgödröt épített a birtokán, valószínű​leg csak a kellemetlen illatanyagok ki​szabadulását akarta megaka​dályozni. Később az emésztőgö​dörben végbemenő folyamatot figyelve megállapította, hogy a szi​lárd növényi hulladékok egy idő után teljesen elfolyó​sodnak. A képződő gáz (biogáz) hasznosítására azonban nem gondolt. Az irodalmi ada​tok szerint először 1895‑ben Donald Cameron használta a kiá​ramló gázelegyet fűtőanyagként. Az Exeter-ben épí​tett, nagy emésztőtartá​lyai körül ezzel a gázzal világítottak.

A század első felében a szennyvíztisztítást energiaigényes aerob módszerrel próbálták megoldani. Az eljárás valójában  a biológiailag eloxidálható szervesanyag-tartalom lebontásához szükséges levegő mennyiségének a meghatározására szolgáló anali​tikai módszer  megnövelt méretű változatának tekinthető. A szennyvizet ugyanis a szervesanyag-tartalmának a biológiai lebontásához szükséges oxigén mennyiségével lehet minősíteni. Az aerob bomlást elősegítő leve​gőztetés azonban nem kevés energiát igényelt. A levegóztetett szakasz után elhelyezett ülepítőmedencék biológiai folyamatait nem vizsgálták. Ugrásszerű fejlődést hozott a hetvenes években jelentkező energiakrízis, a nyersolaj árának emelkedése. a szakemberek figyelmét az energetikailag kedvezőbb anaerob módszerekre irányította. Az aerob eljárással történő tisztításkor a szennyvíz eloxi​dálható széntartalmának 45 %‑a széndioxid alakjában távozik; a bevitt anyag fele a szennyvíziszapban dúsul fel (ez később elégethető); 5 % pedig az elfolyó tisztított vízben marad oldva. Anaerob módszerrel viszont ugyanebből a szennyvízből a metabo​lizálható széntartalom 80 %‑a metán és széndioxid formájában gáz​fázisba vihető, miközben a szennyvíziszapban l0 %, az elfolyó tisztított vízben ugyancsak l0 % széntartalom van jelen. Ez utóbbi érték közel felére csökkenthető, ha az anaerob rendszer után egy kisméretű aerob reaktort működtetünk. 


Az anaerob reaktorból távozó biogáz összetételét a szennyvíz kémiai összetétele jelentős mértékben befolyásolja: Szénhidrátból 50 % metán és ugyanennyi széndioxid képződik. A fehérje tartalmú szennyvízből képződő széndioxid és metán aránya 3:7, de jelentős az ammóniaképződés. Lipidekből 67 % metántartalom mellett 33 % széndioxid képződik. Természetesen különböző technológiai fogásokkal - hidrogén bevi​tellel vagy a széndioxid és az ammónia eltávolításával - a gázelegy (biogáz) metántartalma lényegesen növelhető. A gazdasági haszon számottevő, hiszen a hexóz aerob lebontása​kor 2803 kJ/mol energiát szolgáltat, anaerob körülmények között viszont mindössze l32 kJ/mol szabadul fel. A különbség jelentős hányadát a fűtőanyagként használható metán tartalmazza.


A szeméttelepeken folyó metánképződésről Jones és Owen már 1934‑ben beszámolt. Az energiabőség miatt azonban erre a felfe​dezésre senki sem figyelt fel. Csupán a 60‑as években kezdtek német és amerikai mérnökök e felismerés gyakorlati hasznosításá​val foglalkozni. Az első gáztermelő üzem a Palos Verdes Landfillnél 1975‑ben indult. A szeméttelepről nyert gázt elektromos ener​gia termelésére hasznosították. Ezt követőleg egyre több hasonló üzem épült szerte a világon. Egy1988‑ban megjelent statisztikai adat szerint addig 15 országban 146 üzem kezdte meg a működését. Az így nyert gáz általában 55 % metánt tartalmazott. A termelt gáz mennyisége évenként 825.000 tonna szénnel egyenértékű fűtő teljesítményt jelent. 


A metánképződést mint általános jelenséget a Föld külön​böző pontjain végzett vizsgálatok igazolják. A mérhető csekély kon​centráció ellenére a Föld évi metántermelése meghaladja a giga​tonna mértéket. Ez a metánmennyiség különböző mikroorganizmu​sok egymást segítő és kiegészítő tevékenységének eredményeként kerül a légkörbe. A szerves anyagból folyó biológiai metánképződés négy, biokémiailag jól megkülön​böz​tethető szakaszra osztható, mivel az egyes szakaszok mikroflórája számára az opti​mális fizikai‑kémiai körülmények jelentős mértékben eltérnek..


Az első lépésben nagyméretű szerves molekulák, polimerek, fehér​jék, poliszacharidok lebontása folyik. Ezt a feladatot kü​lönböző mikroaerofil és fakultatív anaerob szervezetek extracel​luláris enzimei végzik nagyon hatásosan.


A második lépésben nagyobb molekulák lebontása folyik, miköz​ben C‑1 töredékek, szerves savak, alkoholok, széndioxid és hidro​gén képződik. Ezt a szakaszt a reakcióelegy savanyodása miatt acidogén fázisnak nevezik. Az itt működő gyors növekedésű mikrobák ezt a savanyodást jól tűrik.


A harmadik lépésben a fenti vegyületekből a szerves savak és alkoholok továbbalakulása közben főleg ecetsav képződik. Acetogén fázisnek nevezik ezt a szakaszt (Acetil‑S‑CoA), mert mikrobiális úton ecet​sav képződhet közvetlenül széndioxidból és hidrogénből is..


A befejező szakasz a metánképződés,  amely molekulánként lega​lább egy ATP képződésével jár. Ebben a fázisban az ecetsav, valamint a C‑1 töre​dékek: metanol, formaldehid, formiát, metila​min szolgáltatják az alapanyagot a metánképződéshez, de a jelen​levő széndioxid és hidrogén is metánná alakul. Innen származik a metanogén fázis elnevezés. 


A négy szakasz természetes körülmények között térbelileg nem különül el, ezért a metánképződés sohasem éri el a célüzemekben, illetve laboratóriumokban megvalósítható teljesítményt. Itt ugyanis a négy szakaszt térben elkülönítve, két reaktorban folytatják le, ami az optimális rekciókörülmények biztosítását lehetővé teszi. Az ősbaktériumok és az eubaktériumok biokémiai és élettani különbségeit ismerve nem csodálkozhatunk azon, hogy az anaerob szennyvíztisztítás technológiájának kialakításakor a két szakasz térbeli szétválasztására törekedtek. Ezzel a lebontandó szerves anyag összetételétől többé‑kevésbbé függet​lenné vált a metánképződés. A rendszert tovább fejlesztve a lassan szaporodó metanogének porózus üveggyűrűre rögzítésével olyan sejttömeget lehet a biogázt termelő reaktorban felhalmozni, amely a térfogat​egységre vonatkoztatott aktivitást a gazdaságosság szintjére emeli. A képződő metán a rendszer működtetéséhez szükséges energiaigényt bőven fedezi.


Az első reaktorban egymás tevéklenységét segítő mikroaerofil, fakulta​tív a naerob és anaerob baktériumk konzorciuma működik. Ezek széles pH tartományban képesek osztódni, mégpedig a baktériumokra jellemző 30 perces generációs idővel. Zömmel mezofilek, optimális hőmér​sékletük 35 oC. A jelen​levő oxigéntűrő szervezetek rövid idő alatt felhasználják a kezdetben jelenlevő oxigén nyomait is. Az első reaktor konzorciuma a nagy molekulák (polimerek) hidrolízisét, szerves savak, alkoho​lok akár C‑1 töredékekig való lebomlását, széndioxid és hidrogén képződését teszi lehetővé. Ezzel előkészítik a fermentációs körülményeket az acetogén és metanogén fázis számára. A hidrogén  az anaerob, illetve fakul​tatív anaerob szervezetekben folyó fermentá​ció végtermékeként jelenik meg. Fontos szere​pet kap a bélbaktéri​umokban működő hangyasav de​hidrogenáz és a piruvát‑formiát liáz

                             H3C‑CO‑COOH + CoA‑SH —>  acetil‑S‑CoA   +  HCOOH

                                                           HCOOH —>      H2    +   CO2
A Clostridium-okban a foszforo​klasz​tikus reakciót segíti a ferredoxin hidrogenáz

                                                         ferredoxin‑hidrogenáz
piruvát  +  szervetlen-foszfát     ———————————>   acetilfoszfát  +  H2   +  CO2 

                                                             red ferredoxinox 

A Clostridiumon kívül hidrogént termelnek még többek között az Eubac​terium, a Peptococcus és az Aerobacter fajok. Az itt tevékenykedő mikroorganizmusok gyorsan szaporodva hatásosan képesek alkalmazkod​ni a szubsztrátum minőségében bekövetkező változás​hoz. Ezt az alkalmazkodóképességet a technológiai paraméterek szabályozásával segíteni lehet. Nyilvánvaló, hogy a szennyvíz kémiai összetételének állandó volta nagy mértékben képes fokozni a rendszer működésének bizton​ságát és gazdaságossá​gát. Ezért ezeket a szennyező anyagra opti​malizált technológia szerint működő  reaktorokat közvetlenül a szennyvizet termelő üzem mellé telepítik, és ezzel a kommunális szennyvíztisztító berendezéseket tehermentesítik.
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 A vázlatrajzon követhetően az Uhde/Schwarting anaerob szennyvíztisztító eljárás egy fakultatív anaerob mikroorganizmusok hatásos savanyító tevékenységét biztosító BO1 jelű fermentorban bontja le a szennyvíz  szervesanyagtartalmát. A fermentlé hőmérsékletét 35 °C-on tartja a beépített WTO1 hőcserélő, amelynek hatásfokát a TIC szabályzó ellenőrzése alatt működő VO2 szelep befolyásolja. Az optimális pH (4,5-5,5) beállítását az LI szabályzó végzi. A szennyvíz betáplálása a PO1 szivattyú feladata. A fermentlé a VO1 szelep állásától függő ütembe kerül át az obligát anaerob ősbaktériumokat foglalkoztató BO2 fermentorba, amelynek optimális hőmérsékletét (55 °C) a VO3 szelep által ellenőrzött WTO3 hőcserélő állítja. A második reaktorban az ősbaktériumok az előbbiből származó elegyet ecetsavvá, végül pedig metánná és széndioxiddá alakítják. Az acetogén és a metanogén funkciót végző szigorúan anaerob, termofil baktériumok közössége különleges tu​lajdonságú, lassú növekedé​sű fajokból áll össze. A generációs idő harminc órától harminc napig változhat, amit az itt működő (Archaeobacteria) baktériumfajok biológiai tulajdonságai határoznak meg. Legismer​tebb rend​szertani csoportként a Methanobacteriales rend említhető. A rendszer optimalizálásával és egy kisméretű aerob utóreaktor működtetésével, a tisztított szennyvíz az üzemen belül újra fel​hasz​nálhatóvá válik. A tisztítás hatásfokának látvá​nyos bizonyí​tékaként Japánban arany​halakat te​nyésztenek a tisztított szennyvízben. A két fermentor között szűkség esetén a PO2 szivattyú teremt kapcsolatot, amely a perforált lemezzel szétválasztott BO3 fermentorból nyert sejtmentes lével képes higítani a BO1 fermentor tartalmát. A BO2 fermentorban képződő tisztított szennyvíz a WTO2 hőcserélőn keresztül hagyja el a rendszert, amely a BO1-ből a BO2 fermentorba átfolyó fermentlevet előmelegíti. Mindkét fermentorból a komposztálásra kerülő leülepedő mikroorganizmusokat egy-egy csavarszivattyú távolítja el. A fermentorokban képződő biogáz metántartalma gázmotor működtetésével megtermeli a rendszer működtetéséhez szűkséges elektromos energiát. Mindkét fermentorból a kiülepedő, komposztálandó mikroorganizmusokat egy-egy csavarszivattyú távolítja el.

A tápanyagokként hasznosuló nitrogéntartalmú vegyületek lebon​tása ‑ a sejt anyagainak felépítéséhez szükséges szerves nitro​génigé​nyen felül ‑ jelentős ammóniaképződéssel jár. Ezért a biogázban a lebontandó szerves anyag összetételétől függően min​dig találunk több‑kevesebb ammóniát. Ammóniában dús szennyvíz tisztítása erre a célre kialakított nirtrifikációt és denitrifikációt végző sorbakapcsolt egységek működtetését igényli. 
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Ammóniában gazdag szennyvíz denirifikálását végzõ eljárás folyamatábrája
A nitrifikáció során aerob körülmények között a Nitrosomonas törzsek az ammóniát nitritig, a Nitrobacter nemzetség pedig nitrátig oxidálja.

        NH4+ + 1,5 O2                 2 H+  +   H2O   + NO2–         H    =  –301-től   –352 kJ

        NO2-  +  0,5 O2                       NO3 –                         H   =   –65 –től   – 88  kJ

Anaerob körülmények között a két faj asszociátuma egymást segítve a nitrátlégzés terhére végzi az ammónia oxidációját

5 NH3 + 3 NO3–                        4 N2 +9 H2O + 2 H+     G° = –1483 kJ  

A denitrifikáció szigorúan anaerob körülményeket igényeL. Elektronforrásként a szennyvíz dehidrogénezhető szénforrása szolgál. A folyamatábrán metanol szerepel oxidálható szubsztrátumként   

NO3– + 6H+  + 5 e–                0,5N2   + 3 H2O      NO3– + 0,33 CH3OH            NO2–  + 0,67H2O 

 NO2– + 0,5 CH3OH                   0,5 N2 + 0,5 CO2 + 0,5 H2O + OH–   némi lugosodással.

A denitrifikáló egységben Thiobacillus denitrificans, Micrococcus denitrificans, Pseudomonas, Serratia, Achromobacter nemzetség elektron akceptorként nitrátot használó törzsei végzik. 
2 NO3 > 4 e- > 2 NO2 > 4 e- > 2 NO > 2 e- > N2O > 2 e- > N2

Az anaerob folyamat közben jelentős energia szabadul fel, amely a műveletet végző szervezetek számára a szénforrás gazdaságos hasznosítását jelenti. 

A nitrifikáló egységekben a levegőztetés hatékonyságát toronyreaktorok kifejlesztésével és megfelelő levegőztető fúvókák alkalmazásával lehet fokozni. A levegőztetett reaktor általában  15-20 méteres toronyként magasodik a felszín fölé, de gyakran süllyesztik a felszín alá. A Ilyen berendezésben a finom eloszlásban bejuttatott levegő oxigéntartalmának 70-80 %-a a légbuborék úthosszával arányosan felhasználásra kerül  A levegőztetett reaktor után elhelyezett ülepítőből távozik a kezelt szennyvíz. A kiülepedett aktív biomassza egy része a levegőztetett reaktorba visszatáplálva növeli annak a teljesítményét. Az ülepítő hatásfokát mechanikai úton (végtelenített szalaggal) lehet javítani.
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nitrifikáló egységek vázlatrajzai
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A tápközeg kéntartalma is redukált formában van jelen a reak​ciótérben. A sejttömeg kifejlő​déséhez szükséges mennyiségen felül a kénhidrogén egyrészt a gázfázisban  a biogáztelepek jól ismert illataként jelentkezik, másrészt a jelenlevő fémekkel reagálva fémszulfidok alakjában kicsapódik, ami a szennyvíziszap (zagy) fekete színét okozza. A kénhidrogén toxikus hatása zavarhatja a rendszer működését, amit mésztej adagolásával lehet kivédeni


Megoldandó kérdés még, mi történjék a feleslegben képződő sejttömeggel? Az első reaktor eubaktérium sejtjei ‑ inaktiválás után ‑ állattápszerként jól hasznosíthatók. A második reaktor baktériumtömege azonban zömmel az ősbak​tériumok csoportját kép​viseli. A bennük nagy mennyiségben előforduló fitanil‑éter szárma​zékok miatt inkább talajerő pót​lóként célszerű hasznosítani. Ez a vegyületcsoport ugyanis a talaj mikrobaközössége számára jól használha​tó, a magasabb rendűek viszont szerény enzimkészletük​kel nem képesek hasznosíta​ni.
A városi(kommunális) szennyvíz korszerű tisztítására példaként szerepeltethető a FARE  segélyből Debrecenben épített tisztítómű, amely a város teljes szennyvíz mennyiségének (50000 m3 /nap) tisztítását a szigorú EU szabványnak megfelelően végzi. A kialakított rendszer a levegőztetett aerob és fakultatív anaerob tisztítási műveletet, valamint a metanogéneket foglalkoztató szigorúan anaerob reaktorok tevékenységét egységes rendszerben önfenntartó módon működteti. A szennyvíztisztító mikroflórája és faunája változatos. Az ősbaktériumok és az eubaktériumok mellett egysejtűek, gombák és algák konzorciumának tekinthetők. Az aerob körülmények között szaporodó szervezetek nagyobb hányada elpusztulva az anaerob szakasz tápanyagforrásaként hasznosul. A képződött metán gázmotorokkal működő áramfejlesztői a centrifugák, a légkompresszorok, a rendszert mozgató  átemelő szivattyúk, és szárító berendezések energia igényét bőven fedezi. A vázlatrajzon látható, hogy az anaerob fázis után a tisztított szennyvízzel a városból bejutó szennyet optimális értékre hígítják. A tisztított  lé csak a levegőztető medence után található utóülepítőn keresztül 

hagyhatja el a telepet.
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porozus Siran üvegfelületen fejlõdõ              1m Methanobacterium és Methanosarcina tenyészet

A biogázt termelő reaktor térfogatra számított teljesítménye jelentősen növelhető, ha a mikroszervezetek konzorciuma porózus üvegágyra .(Siran; Schott, Mainz) telepedve fejtik ki metanogén aktivitásukat. A térfogategységben levő aktív baktérium tömeg mennyisége egy nagyságrenddel növelhető. A tisztítóműben képződő mikroorganizmusok az anaerob szakasz után elhelyezett iszapvíztelenítő berendezésen keresztül kerülnek komposztálásra.
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Folyamatábra a répacukorgyárból származó denitrifikálandó szennyvíz tisztítására 


Gyakorlati példaként vizsgáljuk meg a Lehrter Zucker AG (D-3160 Lehrte) szen​ny-víztisztító rendszerének a működési adatait. Ez az üzem naponta 2000 m3 szennyvizet termel amely átlagban 7000 mg/l (BOI) biológiailag oxidálható szer​ves anyagot tartalmaz. A  nagy szervesanyagtartalmú szennyvízet (1) két hőcserélőn (2) átvezetve a metántermeklő szakasz optimális hőmérsékletére melegítik fel részben az üzemből származó ipari vizzel (3), illetve a bepárlóból származó (4) kondenzátummal. A vasbetonból készült 3 kamrás összesen több mint 5000 m3  hasznos térfogatú anaerob reaktor (5) némi denitrifikáció mellett naponta 7500 m3 gázt termel (80% metán tartalommal), miközben az oxidálható szerves-anyag tartalom 1500 BOI-értékre csökken.   A nitrtifikációt is végző aerob szakasz (11) céljára szolgáló, 3500 m3 térfogatú, levegő​ztetett reaktorban 1000 m3/óra levegő átfúvásával a tisztított szennyvíz oxidálható szervesanyag tartalmát 80-100 BOI-egységre csökkentik. Az aerob szakasz után egy végső denitrifikáló térben (10) találkozik az anaerob köztesülepítőből származó előtisztított szennyvíz és az utóülepítőből származó (8) eleveniszap, valamint a nyerscukor sűrítőből származó, a hőcserélőn átvezetett még meleg kondenzátum (4). A metánt fermentáló reaktorban a biomassza leülepedését a gáztartályból visszavezetett biogázzal (16) akadályozzák meg. A metánreaktorból egy köztes gázmentesítő kamrán (6) átvezetve kerül a részben tisztított szennyvíz a köztes ülepítőbe (7). Az itt felgyűlő eleven iszap nagy része (8) visszakerül a metántermelő (5) reaktorba. A fölösleg (9) szárításra kerül. Az anaerob fázisban képződő biogáz egy részét a gáztartály (15) gyűjti, a nagyobbik hányada (18) teljes mértékben fedezi a 850 m3 térfogatú  utótisztítóban (13) felhalmozódó, illetve a köztes ülepítőből származó mikroszervezetek (9) szárításához szükséges energiát. A biogáz rendszert az elmaradhatatlan biztonsági fáklya (17) zárja. A tisztított szennyvíz, mely a kiindulási szerves anyag tartalom alig két százalékát tartalmazza az utóülepítőből kerül (14) a  környezetbe. (D betü jelzi a rendszer azon szakaszait ahol denitrifikációt igénylő szennyezés még előfordul.)

3.2.0.0. KÉN ÉS A MIKROVILÁG. A KÉN BIOGEOKÉMIAI KÖRFOLYAMATA 


Az élővilág esszenciális alkotó elemeként számon tartott kén, atomszerkezetéből következően fontos élettani szerepet tölt be. A kén külső elektronhéján az oxigénhez hasonlóan 6 elektron talál​ható, atomátmérője miatt azonban az elektronegativitása jelentő​sen kisebb (oxigén = 3,5, kén = 2,5).


Élettani szempontból a kén két létfon​tosságú aminosavnak, a ciszteinnek és a metioninnak az építőele​me. A cisz​tein a fehérjék térbeli szerkezetét rögzítő diszulfid kötések kialakulá​sára ad lehetőséget, a metionin pedig a bioszin​tetikus folyamatok metile​zési reakcióiban játszik pótolhatatlan szerepet. Metionin nélkül a fehérjék szintézise sem indul meg.


A kén a bioszféra számára hasznosítható elemi formában, a tengeralatti hőforrások környékén kiválva, a föld​felszínen pedig kénkigőzölgésként jelenik meg. A geokémiai folyamatokban képződő redukált kén az ásványokban fémszulfidok formájában lelhető fel. A természetes vizekben szulfátként fordul elő jelentős mennyiségben. Mindkét előfordulását a mikrovilág erre szakosodott fajai elsősorban elektronakceptor​ként hasznosítják. A kén szulfáttá és kénhidrogénné diszproporcionálódása energetikailag (G = +48 kJ) nem előnyös, mégis redukálható fémek jelenlétében (például  MnO2 + H2S --> So + Mn++ + 2 OH-    G = -92 kJ)  a folyamat végbemegy:

          3 So + 4H2O + MnO2 ====>  2 H2S + SO42- + 2 H+ + Mn++ + 2 OH-                  G = -44 kJ


Mindkét kiindulási anyagból, — az elemi kénből, illetve a szulfátból — redukcióval állítják elő a mikrobák az életműködésükhöz szükséges kén​hidrogént, amely azután a cisztein, illetve metionin alkotóeleme​ként látja el élettani feladatát. A szulfátlégzés eredményeként képződő nagy mennyiségű redukált kén a környezetben kénhidrogén vagy fémszulfidok for​májában halmozódik fel. A szulfát redukciója jelentős szabadenergia változással jár.

	4 H2   +  SO42-
	—>   S2-   + 4 H2O
	 G°   ‑l72 kJ

	3 H2   +  SO32-
	—>   S2-   + 3 H2O
	 G°     ‑l82 kJ

	4 H2   +  S2O32‑
	—>   S2-   + H2S + 3 H2O
	 G°     ‑l93 kJ

	9 H2   +  S4O6
	—>   S2-   + 3 H2S  + 6 H2O 
	 G°     ‑449 kJ


A kénanyagcsere egyes reakciófolyama​tait funkciójuknak megfe​lelően nevezhetjük meg. 

A szulfátasszimiláció vázlata


          SO4--      (szulfát)


              <-----------ATP


                                                                               ATP-szulfuriláz

              ------------>    PP


         APS       (adenilsav‑kénsav vegyesanhidrid)
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* A feltüntetett szulfit‑szulfid átalakítás biokémiai útja feltételezhetően valamilyen templáthoz kötött, labilis közti​termékek (S2O5, S2O4, S2O3) reverzibilis változásain keresztül vezet. Az Escherichia coli-ban  750 kDa tömegű metallo​flavoprotein (4 FAD, 4 FMN, 12 Fe) komplex közvetíti a szul​fitredukcióhoz szükséges elektronokat.

A szulfátasszimiláció, ‑ amely a felhasznált elektronok száma (8 e- ) és  a reakció terméke (HS-)  szempontjából a disszimilációtól nem különbözik ‑ igen elterjedt az élők  (élesz​tők, baktériumok, fonalas gombák, növények) világá​ban. Lényeges különbség azonban, hogy az  aerob, illetve anaerob körülmények között egyaránt folyó asszimilációs folyamat szigorúan szabá​lyozott körülmények között képződő végterméke, a kénhidrogén nem jelenik meg a környezetben, hanem szerves vegyületekben, aminosa​vakba épülve hasznosul. 


Az asszimilációs út biokémiai​lag is eltér a szulfátlégzés​től, amennyiben a redukciós folyamat megindulása foszfoadenilsav‑kénsav vegyesanhidrid (PAPS) közti​termék képződé​sét igényli. A reakcióút energiaigényét (ATP) egy​részt a szénfor​rás lebontásával járó enzimszintű ATP-képződés fedezheti, más esetben az energia​forrás dehidrogénezése közben leválasztott elektronok ‑ a flavo​proteine​ket és cito​krómokat tar​talmazó láncon végig haladva ‑ teszik lehetővé a szük​séges mértékű ATP-képződést. Fel​tételezhető, hogy a hor​dozóhoz kötött szulfit redukcióját a növé​nyekben folyó szulfitredukcióhoz hasonlóan, redukált fer​redoxin végzi, amit a legtöbb esetben NADPH-függő oxidoreduktáz tart redukált állapotban.

A szulfátlégzés folyamata szigorúan anaerob körülmények között, nyolc elektron felvételével a szulfát kénhidrogénné alakítását jelenti. A folyamatot másnéven deszulfurilezésnek, illetve disszimilációnak nevez​hetjük.



4 H2  +  SO42- + 2 H+   ======> 4 H2O  +  H2S

A szulfátlégzésre képes mikroorganizumusok közül a Desulfovibrio, a Desulfotomaculum, Desulfobacter, Desulfonema, Desul​fobulbus, Desulfococcus fajok jeleskednek. (Ezeket a fajokat tisztázatlan rendszertani kapcsolataik miatt egyesek a Beggiatoa félék végére sorolják.) A kénhidrogén végül is a mikroba kör​nyezetében szaporodik fel.

A szulfátlégző baktériumok lassan növekedő, Gram‑negatív szer​veze​tek. Osztódásuk néhány naptól néhány hétre is elnyúlhat. A növe​kedési görbéjük elsősorban a képződő kénhidrogén mérgező hatása miatt lineáris. Ezen a helyzeten aligha enyhít a jelenlevő nehéz​fémekkel, elsősorban a vassal való rekció, mert a vas-szulfid kicsapó​dása vashiányt okoz, ami ezeknél a szevezeteknél növeke​dést korlátozó tényezőként jelentkezik. Szénhidrátot általában nehezen fogyasztanak, ezért laboratóriumi tenyésztéskor a tápközeg​be tejsavat, élesztőkivo​na​tot adnak.

A szulfátlégzés vázlata
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Az elektronokat előnyösen a periplazmikus hidrogenáz szolgáltatja. A lebontandó hidrogén szükség esetén valamilyen oxidálható vegyület, például a tejsav acetáttá alakulása közben szabadul fel. A szulfátlégzés megindításá​hoz szükséges ATP acetilfoszfát fel​használásával képződhet.
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Az evolúció során a szulfátredukáló baktériumok az Ar​chaebacterium fajoktól függetlenül, a zöld szulfidoxidálók után, a tisztán heterotró​foktól elválva, talán a vörös szulfidoxidálók​kal egyidőben jelentek meg. Semmiképen sem tekinthetők a fototróf baktériumok őseinek. A tisztán heterotrófoktól talán ők válhattak el elsőként. Lehetséges, hogy a széndioxid fixálásának lehetősé​geit is itt munkálta ki a természet. Mindent összevetve egy korai állapotot jelentenek az obligát anaeroboktól a citokróm alapon szerveződő aerob metabolizmus felé.


Anaerob körülmények között az ősbaktériumok termofil kén​hasznosítói közé sorolt Desulfuromonas, Desulfurococcus, Staphylothermus, Pyrodictium fajok az elemi ként is képesek redukálni. Ugyanezt látjuk azoknál a kemotróf, illetve fototróf baktériumok​nál (Be​ggiatoa, Thiospirillum, Chromatium, Thiocystis, Thiotheca fajok) is, amelyek tartalék elektronfor​rásként kénszem​csé​ket halmoz​nak fel sejtjeikben későbbi fel​használásra.



                                       So     (elemi kén)

                                                                                                  2 e

             2 e          
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kénreduktáz



                                 S2             (szulfid)

A vasszulfid  bontására is képes a Thiobacillus ferrooxidans

                     FeS2   +  3,5 O2  +   H2O  =========>  Fe++    +       2 SO4--    +    2 H+


A Gram-negatív szulfátlégző (szulfátredukáló) vagy kén​redukáló baktériumokat lassú növeke​désük miatt nehéz tiszta tenyészet​ként izolálni. A feladatot valójában az teszi mégis megvaló​síthatóvá, hogy kellően híg tenyészetben a szulfid-képződés miatt a telepeik feketedése fel​hívja a mikrobio​lógus figyelmét a megje​lenő, szulfátot redukáló kló​nokra. A kivá​lasztott telepek azután a mély agarból kie​melhetők szelek​tív táptalajra.  


Az esetleges fertő​zés kimutatása miatt peptont és glükózt tartal​mazó agart használ​nak 0,5 %  Mohr-sóval kiegészítve [Fe(NH4)2(SO​4)​2.6 H2O]. Az anaerob körülmény biztosí​tása céljából a mély agart sterile​zett paraffin olajjal fedik. (A színtelen telepek megje​lenése a törzs fertő​zöttségére hívja fel a figyelmet!) A Föld minden táján előfordulnak ‑5 oC‑tól l04 oC‑ig, savanyú vagy lúgos körül​mények (5‑9,5 pH) között. Egyes barofil fajok 250 oC ‑on a tenger mélyén élnek. A termofilek általában gyorsab​ban fejlődnek.


A szulfátlégző kénbaktériumok tenyésztésére alkalmas táptalaj összetétele:

 1 liter csapvízben:     0,5 g kálium-dihidrofoszfát       1,0 g  ammónium-klorid     

                                   1,0 g kalcium-szulfát                  2,0 g  magnézium-szulfát

                                   3,5 g  nátrium-laktát                   1,0 g  élesztőkivonat


                    0,1 g aszkorbinsav                      0,1 g  tioglikolsav 

                                   0,5 g ferroszulfát· heptahidrát  15,0 g agár



/Tengeri eredetű baktériumok esetében  a táptalajt 0,7‑10 % konyhasóval kell dúsítani./

Természetes élőhelyeikről való izolálásukat az ott élők egymást segítő tevékenysége nehezíti, ami a kísérleti nehézsége​ket csak növeli. Ezzel magyarázható az ismert fajaik csekély száma. A mikrobiológusok szívós, célratörő jellemét bizonyítja, hogy a Desulfotomaculum nemzetség néhány faját tiszta tenyészetben  is sikerült előállítani.  




D. acetoxidans;  




D. nigrificans; 




D. orientis; 




D. ruminis.


Jellemző rájuk a citokróm b jelenléte és a citokróm c3 (P‑582) hiánya. A bennük előforduló ferredoxinokban molekulánként 4 vasatom található. (Clostridium fajokban 8 Fe, a növényekben 2 Fe helyezkedik el az aktív központban.) Hőtűrő fajaik akár hetven fokot is elviselnek, szaporodni azonban csak 35‑55 oC tarto​mányban képesek. Törzseik a  talajban, geotermikus régiók​ban, ízeltlábúak bélrendszerében vagy bendőben élnek.

A széndioxid-asszimiláció mindkét módja megtalálható bennük. A ribulóz-biszfosz​fát út mellett 

                                                 [ Calvin-Benson ciklus ]
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piruvát képződhet hidrogén felvételé​vel, az acetát reduktív karboxilezé​sekor.

                                 2 H                                           CO2                                            COOH


COOH  ============>     CHO =======================>     C=O  

               CH3                                         CH3                                                               CH3 


Növekedésüket wolframát, hidroxilamin, 1‑5 M cianid, illetve 0,1‑1 M azid, a szulfátredukciót pedig metil‑benzil​viologén gátolja.


Az egyik legrészletesebben vizsgált fajuk a bélrendszer lakó​jaként megismert Desulfotomaculum acetoxidans, amely a glükóz hasznosítá​sára is képes. (Az Entner‑Doudoroff és az Embden‑Meyer​hof‑Parnas út is működőképes bennük.) Mezofil hőigényű, peritrich ostoros, endospórát képző kemoorganotróf pálca. Növekedésének hőmérsékleti optimuma 36 oC.


A D. nigrificans (ATCC l9998) élettani vizsgálata igazolta, hogy a szulfát‑szulfid átalakítás közvetlenül nem termel ATP‑t. A szubsztrátszintű ATP-képződés az acetát‑-oxidációhoz kapcsoló​dik.


A Desulfovibrio nemzetség tagjai poláris ostorral mozgó, nem spórá​zó, görbült pálcák. Méretbeli változatosságuk egy nagyságrenden belül marad. A légköri nitrogént redukálják.


Az egyik legrészletesebben vizsgált fajuk a Desulfovibrio vulgaris, régebbi nevén D. hildenborough. Kisméretű, görbült pálca (0,7 x 2,3 m). A mikrobasejt átlagosan 31‑35 % fehérjét tartal​maz. A vizsgálatok szerint az elektrontransz​portláncban szereplő citokróm‑c a periplazmikus térben működik. Glükózon növesztve mannózból épülő mukopoliszacharidot termel. Környezetében szénhidrogén képződését is igazolták. Ezekben a fajokban a citrát‑szintetáz R-citromsavat termel!


Ismertebb fajaik még a Desulfovibrio rubentschickii - amely képes az acetátot is hasznosítani - továbbá a D. desulfuricans és a D. azotovorans. Ez utóbbi nitrogénkötésre is képes!


A lizozimmal lebontható peptidoglükán sejtfalukban diaminopi​me​linsav fordul elő. A lizozim hatását  a külső membránt lazító EDTA fokozza. (37 oC‑on 20 perc alatt lebomlik a sejtfal, ha a reakcióelegyben 50 g lizozim, 400 g EDTA és 1 mmol kálium-foszfát van ml‑ként.) Ozmotikusan stabilizált körülmények között a szferoplasztképződés penicillinnel is kiváltható. 


Jellemző rájuk a l3 kDa méretű,  4 hem‑et tartalmazó fehérje, a citokróm c3  és a deszulfoviridin előfordulása. Ez utóbbi anyag — 4 Fe 4 S és 2 hem tartalmú tetramer —  kimutatása egyszerű. A sejtek szuszpenziójához 1 csepp NaOH olda​tot adva 365 nm‑en jellegzetes fényelnyelést észlelhető. Az elektrontranszportban szereplő rubredoxin 1‑2 vasat tartal​mazó, 60 kDa méretű fehérje, amely oxidálva rózsaszínű (NADH rubredoxin oxidoreduktáz), redukálva színtelen. Flavadoxin 16 kd méretű, FMN-tartalmú fehérje. Fontos szere​pet tölt be a szulfit redukálásakor és a piruvát hasításá​ban.


Fentieken kívül sejtjeikben menaquinon jelenlétét (NADPH menadion‑oxidoreduktáz) is igazolták. Légkörből felvett hidrogén​nel is képes a szulfátot szulfiddá redukálni, szulfát hiányában pedig ciszteinből  kén​hidrogént termelni.

         

 4 H2   +  SO42   ===========>   4 H2O  +  S2
 HS‑CH2‑HC‑NH2‑COOH +2H2O ============> CO2 + H2 + H3C‑COOH + NH3 + H2S


A szulfátredukálók ökológiai rendszerét szulfurétumnak neve​zik. Az elmúlt időszakban kevéssé vizsgálták az ökoszisztémára kifejtett hatásuk biológiai és élettani alapját. Ennek nehézsége könnyen belátható, mivel az élettér élőlényei közötti bonyolult kölcsönhatást egyidejűleg kellene számításba venni. Laboratóriumi vizsgálatokkal a probléma a maga teljességében nem tárható fel.


Metodikai nehézségek miatt az ökológiai rendszerben működő szulfátredukálók számát sem lehet megállapítani kellő biztonság​gal. A sekély tengervízben például mililiterenként 1‑10 Desulfo​vibrio fordul elő, ugyanazon helyen az iszapban 100‑100.000‑ig nőhet a számuk. A papírgyár szennyvízbevezetője feletti folyósza​kaszban mindössze 100 Desulfovibrio található, a bevezető alatt viszont a számuk 1 millióra emelkedik. A bárány bendőjében a Desulfovibrio mennyisége eléri a l09sejt·  ml-1 értéket.


Nehéz feladat a törzsek tiszta, homogén tenyészetének az elő​állítása; nem csak a fajok lassú növekedése, de olyan esetleg még ismeretlen növekedési faktorok hiánya miatt, amelyeket az öko​szisztémában társaiktól kapnak. Ez az asszociátum sokszor a szin​trofizmus (egyik szervezet növekedéséhez szükséges faktort vele együttélő másik szervezet szolgáltatja), illetve a konszor​cium  (kombinált metabolikus aktivitás) szintjét is elérheti. 


Hosszú ideig például a Chlorobium és a Desulfovibrio asszociátu​mát Chlo​ropseudomonas ethylica fajnéven tárgyalták. Stabil asszociátumot ad a Desul​fovibrio a Methanosar​cina barkerii​‑vel. A Desulfobulbus p​ropionicus élettani viselke​dése megegyezik a Syntrophobacter volnii és a Desulfovibrio desul​furicans asszociá​tumával. A Desul​furomonas acetoxidans‑szal a Pros​thecochlortis aestuani vagy a Chlorobium limicola alkothat stabil konszor​ciumot.


Fontos szereplői az ökoszisztémának az aerob-anaerob határterületen működő  kemo-litotróf kénbaktériumok (Beggiatoa alba, Sulfolobus acidocaldarius) energianyerő reakciói

	
	H2S     +       2  O2
	—>     SO42  +  2H+
	798,2 kJ
	

	
	HS+ 1/2 O2 + H+
	—>      So  +  H2O
	209,4 kJ
	

	
	So +  H2O + l1/2 O2
	—>     SO42+ 2 H+
	587,1 kJ
	

	
	S2O32 + H2O+2 O2
	—>     2 SO42  +  2 H+
	822,6 kJ
	(-411 kJ/S atom)



A természetes élőhelyen található szulfurétumban az aerob és anaerob viszonyok határán élő Beggiatoa fajok (a tengerben Thiovulum fajok) alatt elhelyezkedő, fototróf anaerob szul​fitoxidálók fontos szerepet játszanak. Ezek a mikrobák a redukált ként szulfáttá oxidálják. A szulfátot azután a szulfát​légzők redukál​ják újra kénhidrogénné. A kör​folyamatot az évszakos válto​zás erősen befolyásolja.


Az erdei tavak flórájának összetételét és mennyiségi növekedését nyáron az ásványi anyagok hiánya limitálja. Az oldott oxigénkoncentráció szintje miatt az aerob folyamatok előnybe kerülnek; az algák, baktériumok és a sugárgombák szaporodnak el. Ősszel a lehulló lomb a vízbe kerülve a tó szervesanyag-tartalmát magas értékre emeli. A tó aerob baktériumai elszaporodva elfogyasztják a tápkö​zegből az oxigént és ily módon a fakultatív anaerobok számára  ked​vezővé alakulnak a körülmények. Ebben az  ökoszisztémában talál​ják meg a helyüket a szulfurétum tagjai is.

A tengerfenéken, 600-800 méter mélységben, a metán anaerob oxidációját végző konzortium tevékenységét igazolták. Ilyen mélységbwn a jelenlevő metán-hidrátot az asszociátum ősbaktérium tagjai (Archaeobacteria) együttműködve a Beggiatoales rend képviselőivel a jelenlevő szulfátot kénhidrogénné oxidálva a metán széntartalmát szén-dioxiddá oxidálja.

Feltételezhető, hogy az ősbaktériumban a metonogenezis fordítottjaként a metánból először hidrogén és szén-dioxid képződik

                                      CH4   +  2 H2O    >>>>>   CO2   +    4 H2

A szulfát redukcióját az ősbaktérium körül elhelyezkedő Beggiatoales  nemzetség végzi a hidrogén terhére

                                         H+   +   4 H2   +   SO42–   >>>>>    HS–    +    4 H2O

A konsorcium összegezve a metán anaerob oxidációját végzi                    

                                      CH4  +   SO42–      >>>>>>  HCO3–   +   HS–    +   H2o

A Mexikói öbölben Calyptogena Beggiatoa konsortium jelenlétét mutatták ki a tengeri üledékben..


Fontos szerepet játszanak a szulfurétum fejlődési ciklusában a Beggiatoales rend képviselői. Egyesek az Oscil​latoria fajok színtelen, heterotróf alakjának tekintve ismertetik. Mások a heterogén összetételű, gyűjtőc​soportként szolgáló, nem fotoszin​tetizáló, csúszva mozgó baktériumok közé sorolva tárgyalják őket. 


Gram‑negatív, 2 x 6 m‑es sejtjeik 60‑120 m hosszú, szintelen fonalakat alkotva  képesek a vizi üledék felületen tovahalad​ni. A fonalban elhelyezkedő önálló sejtjeik mikroszkóppal nem mindig különböztethetők meg. Tartós alakot nem képeznek. Édes és sós vizekben, nedves talajban gyakran előfor​dulnak. Nevüket F. S. Beggiato, Vicenza városka neves fiziológusára emlékezve nyerték. Legismertebb képviselőjük a Trevi​san által l842‑ben, majd Winograd​sky által l888‑ban leírt Beggiatoa alba, amely rosszul levegőző tavak fenekén, az iszapré​teg felszí​nén, tehát mik​roaerofil körülmények között, azon a határfelületen él, ahol az anae​rob iszap és az aerob vízréteg között határozott oxid‑szulfid grádiens alakul ki. Szénmono​xidra érzékeny citokróm-rendszer​ük van. Hasz​nosítható nitrogénforrás hiányában a légköri nitrogén megkötésé​re is képesek, de csak bőséges szulfidellátás esetén. 


Ez a bakté​rium különösen olyan tavak fenekén szaporodik el, ahol az iszapban a kénhid​rogén feldúsul. Kénhid​rogén bőség esetén sejtjeiben a kénszemcsék nagy mennyiségben halmozód​nak fel. Kénhidrogén hiánya esetében ez a kén oxidálódik szulfáttá, amit a mikroba a környezetbe választ ki. Újabb kénhid​rogénes expozíció esetében hamarosan újra megjelennek a kénszem​csék a sejtfalon belül, a citoplazma mezoszómaszerű betürem​léseiben. 


 A fonalban szaporodó sejtek ketté osztódva a fonal hosszirányú növekedését okozzák. Katalázuk nincs, ezért előfor​dul​hat a hidrogénproxid feldúsulása, ami a sejtek autolízisére vezethet. Szaporo​dási sebes​ségük az Oscillatoria fajokhoz hason​ló. Egy g iszapban 0,4‑0,6 mg Beggiatoa sejt található. Sejtjeik​ben heterotróf életkörülmények között polihidroxi‑vajsav és poli​foszfát felszaporodása figyelhető meg.


A Beggiatoa sejtburok felépítése egy kissé bonyolultabb, mint az eddig megismert fajoké (J. Gen. Microbiol. 128:73‑84 1984).
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                                                                                                                                                   o
                 heterotróf                                                     szulfidoxidáló körülmények                 o        

                                                                                                                                                   o
                                                                                                                       CM                      o                                                                                                                            

                                                                                                                                     A   B C D E


A rajz a Beggiatoa alba B15LD jelű törzs két különböző körülmények között növekedő  tenyészetének elektronmikroszkópos vizsgálata alapján készült. Az "A" jelű sejt heterotróf körül​mények között fejlődött sejtrészletet ábrázol polihidroxivajsav (PHB) fel​dúsulással. A "B" jelű sejt szulfidoxidáló körülmények között fejlődött. A sejtfalon belül, de a membránon kívül (mezoszómában) kén (S) szemcse kiválása látható. A PHB-szemcse kis méretű, a pórusok mérete nagyobb. A citoplazmamembránon (CM) kívül a sejt alakját jól látható, 4-6 nm vastag peptidoglükán sejtfal (A) határozza meg. Ezen kívül 10-12 nm vastag, háromrétegű, hullámos szerkezetű, lipopolis​zacharidban gazdag (B) réteg látható. A következő (C) kompakt réteg vastag​sága 6-8 nm, amelyet megint háromrétegű szerkezet borít. Ebben 10-12 nm méretű testecskék láthatók egymástól 12-18 nm távolság​ban. A külső réteg (E) vastagsága 6-7 nm. A D-  és E- réteg között 10-12 nm üres terület figyelhető meg.


Az elemi kén szulfáttá oxidálása energiaforrást jelent olyan aerob kemolitorófok számára, mint amilyenek a Gram-negatív Thiobacillus thiooxidans vagy a különböző kénhasznosító Ar​chaebacterium törzsek. Ez esetben nem a szulfátlégzés reak​cióinak meg​fordításáról van szó, hanem (a glükóz reszintéziséhez hasonlóan) erre feladatra szolgáló speciális enzimek vesznek részt a szulfátképzésben.

       SO3--                                           (szulfit)

          <-----------AMP

                                       APS-reduktáz
                                                                                                     l/2 O2     2 H+
          ---------------> 2 e ----------------------> cyt.c‑555 ---------------------------> H2O

       APS                                 (adenilsav‑kénsav vegyesanhidrid)  

          <----------Pi

                                       ADP-szulfuriláz

          ------------> ADP        

       SO4--                                            (szulfát)


Ugyancsak fonalas szerkezetűek eredeti élőhelyükön a Thioplaca, Thiothrix, Leucothrix, Vitreoscilla fajok. Ezek feltű​nően savanyú körülmények között 5‑10 %‑os kénsavban is képesek szaporodni. A betont és a kőfalat is megtámadják. Morfológiailag a Beggiatoa‑hoz hasonlítanak; valamennyien a cianobaktériumok szin​telen változa​tainak tekinthetők.

A WINOGRADSKY OSZLOP VÁZLATA


A szulfurétum elemeit tartalmazó rendszer működését laboratóri​umi körülmények között Winogradsky által alkalmazott eszközben modellezni lehet. Iszapos tóból vett szuszpenzióval kell indítani a több-kevesebb fáradsággal tartósan  fenntartható egy​ensúlyi rendszert. A henger alján a szulfátlégzők számára kedvező körülményeket kell teremteni.


Aerob baktériumok és algák                                          átlátszó vizes réteg 

aerob szulfidoxidálók                                                      enyhén barnás zavaros

Beggiatoa sp.

Thiobacillus sp.

Thiothrix sp.

Fotoheterotrof fajok                                                         vörösbe játszó barna

Chromatium sp                                                               fokozottan vörösödő

Chlorobium sp                                                                zöldes réteg

Clostridiun sp. 

Desulfovibrio sp.                                                            fekete anaerob                                                          

Szulfátot, karbonátot, hidrogénforrásként pedig papírőrleményt kell tenni az oszlop fenekére.

3.2.1.0. OXIGÉNT NEM IGÉNYLŐ FOTOTRÓF BAKTÉRIUMOK (Rhodobacteria)


Változatos (kokkoid, spirális, pálcika, vibroid) alakú, Gram‑negatív festődésű, egysejtű, 0,3‑6 m átmérőjű szer​vezetek; néha többsejtű fonalat is alkothatnak. Mozgékony egyedeik poláris vagy peritrich ostorral rendelkeznek. Ma ezek a különleges tulajdonsá​gú szervezetek a régmúlt idők élő kövületeiként a felszíni vizek mélyebb, oxigénmentes, kén​hidrogénben dús rétegeiben, fényszegény körülmények között élnek. 


A mikrobák egy csoportjában a fotoszintetizáló szerve​zetek fontos anatómiai elemeként gázvakuóla található, amely a gravitáci​óval szemben a mikroszerve​zetet a fotoszintézis szempontjából legked​vezőbb vízmélységben tartja. Ez a szerv a helyváltoztató szervek​kel nem rendelkező mikrobák számára létfontosságú. 


Tartalék tápanyagként polifoszfátot és polihidroxivajsavat hal​moznak fel, másoknál energiarendszerük működésének eredményeként kénszem​csék kiválását tapasztalhatjuk. (A kénszemcsék megjelenése rend​szertani elkülönítésük​re ad lehetőséget.) Általában osztódás​sal, egyes fajaik bimbózás​sal szaporodnak. Festéktartalmuktól függően vál​tozatos színekben pompáznak, a vörös​től a sárgás bar​nán ke​resztül a zöldig.


Energianyerő rendszerük a fényenergia hasznosításával bizto​sítja az élet fenntartásához szükséges elektronáramlást. Anaerob körülmények között fotoszintetizálnak. Elektronforrásként főleg a kénhidrogént oxidálják.

                                            CO2  +  2 H2S   ‑‑‑‑‑‑‑>    CH2O  + H2O  + 2 So
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A kénszemcsék megjelenése a sejten belül vagy azon kívül valójá​ban a fotorendszert elektronnal feltöltő mechanizmus műkö​désének a következménye. Elektrondonorként szerepelhet még a molekuláris hidrogén vagy valamilyen oxidálható szerves vegyület. Növe​kedésük szempontjából optimális, ha a légkör 95 % nitrogént és 5% széndi​oxidot, a tápközeg pedig ammóniumsót, nátrium-szulfidot és kevés Bl2 vitamint tartalmaz.


Az idesorolt fajok jellegzetes tulajdonságait a 3 milliárd évvel ezelőtti különleges életkörülmények, az anaerob redukáló kör​nyezet és a magas széndioxid-tartalom mellett, az állandó felhő​takaró jelenléte magyarázza. A bennük előforduló bakterioklorofillok (a,b,c,d,e,g) több-kevesebb mértékben különböznek egymástól. 

Közös azonban a kloro​fill-a pigmenttől (bakterioklorofillok fényelnyelése a:850-1000 nm,  d:850-1000 nm c:735-750 nm) való egyértelmű megkülönböztethetősgük. 
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Nevzetesen a kékbaktériumokban előforduló klorofill-a-nak a  2‑etilén oldalláncát a bakterioklorofillekben ennek oxidált alakja helye ttesíti. A bakteroklorofill és a növényvilágban elterjedt klorofill között fellelhető viszony​lag csekély szerkezeti eltérés döntő fizikai‑kémiai különbséget jelent. 

A bakterioklorofill a fény vörö​sön túli tartományát is képes hasznosítani. A magnéziumot tartalmazó különböző bakterioklorofill származé​kok valószínűleg az elektrontranszportban fontos fela​datot ellátó, vasat tartalmazó hemszerkezetből alakultak ki. Ezeket a tetra​pirrol festékeket izoprén-egységekből felépülő fitil, illetve farnezilláncok rögzítik a membránba.

 
A fotoszintetizáló enzimkomplexben fontos szerepet tölt be a fényenergia hasznosításakor az izo​prén egységekből felépülő szín​anyag, a karotin, amely a fajra jellemző  karotének keveréke​ként található a fotobakté​riumok membránjá​ban. Szerepük a fénye​nergia össze​gyűjtésével, a kloro​fill hatásfoká​nak a növelése. A fotoszintetizáló rendszerük, a különböző bakterioklorofill és karo​tén származékok​ból álló fénygyűjtő pigmentek, valamint az elektronhordozó fehér​jék és lipidek nem egyenletesen elosztva, hanem  rendszertani csoportok szerint eltérő módon szerveződve működnek.


A fotoszintetikus folyamat első lépése az elektron fényaktívált átvitele a bakterioklorofillról a 6 kDa méretű, negatív redoxpotenciálú vas‑kén fehérjére, a ferredoxinra. A redukált ferredoxin visszaoxidálása redukált kofaktorok képződését teszi lehetővé. A redukált piridinnukleotidok felszaporodása az életfontos​ságú dehidrogénezési reakciók leállásával járhat. Ezt az élettani problémát az anaerob légzés, valamilyen szerves vegyület, esetünkben a kén redukálása oldja meg.

                                   So  +  NADH  +  H+   <‑‑‑‑‑‑‑‑‑>    H‑S‑H   +   NAD+

A redukált ferredoxin visszaoxidálása annyi energiát szolgál​tat, mint a hidrogén oxidációja, azaz bőven elegendő egy‑két ATP képződéséhez. Redukált ferredoxin segítségével anaerob körülmények között, a széndioxid megkötését a reduktív dikarbonsav-ciklus segíti. 


A ciklikus fotofoszforiláció esetében a flavoprote​int, kinont és citokrómokat tartalmazó transzportmecha​nizmus segítsé​gével kerülhet vissza az elektron a klorofillra. A nem ciklikus fotofoszforiláció esetében elektrondonorként a víznél alacsonyabb potenciállal bíró vegyület, hidrogén vagy kénhidrogén szerepelhet.


A fotoszintetikus rendszer elektronmikro​szkóppal jól kimutat​ható szerkezete csak anaerob körülmények kö​zött, fény hatá​sára, néhány órás látens időszak után alakul ki. A fotoszin​tetizáló rendszer néhány órás működése a kénszemcsék meg​jelenésével jár. Sötétben a kénszemcséket haszno​sító anaerob légzőrendszer lép működésbe. A kénszemcsék kiválása (fényben), illetve hasznosítása (sötétben), a tiszta tenyé​szet fenntartására is előnyösen használ​ható. Ebből a célból a minimál médiumra oltott tenyészetet 1,5 mM szulfid jelenlétében néhány órán keresztül megvi​lágítják. Ez idő alatt a sejtekben a kénkiválás  bekövetke​zik. Ezeket a sejteket ezután sötétben több hónapig lehet 4 oC-on tartani. Néhány óra szobahő​mérsékleten történő fényex​pozícióval a kénszem​csék újra termelhe​tők. A tenyészet e kezelés után ismét hűtőbe tehető, ahol az anaerob körülményeket a tenyészetre réteg​zett paraffin olaj biztosítja.


A fototróf mikrobák színük alapján vörös, illetve zöld bakté​riumokra, anyagcseréjük alapján pedig tovább oszt​hatók nem kénbaktériumokra és kénbaktériumokra.

            óra-1
                                                                                                                      µg bakterioklorofill 
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Fényintenzitás (gyertyafényben) hatása a Rhodospirillum rubrum növekedésére 

(specifikus növekedés/óra) és bakterioklorofill tartalmára ( mg klorofill/100 mg fehérje).

3.2.1.1. Vörös nem kénbaktériumok (Rhodospirillaceae - Athiorhodales). 


A nevükből is következtethetően fotoorgano​tróf módon szeves vegyületeket hasznosítanak. Legtöbb fajuk azonban fotolitoautotróf módon a molekuláris hidrogén eloxidálá​sával nyert elektronokat is hasznosítja. Semleges körülmények között a szulfidból, tioszulfátból, tetrationátból származó kén soha sem halmozódik fel a sejtjeiken belül.


A Rhodospirillum fajokban a citoplazmamembránból a sejt bel​se​jébe türemlő hólyagocskák tartalmazzák a bakterioklorofillal működő elektrontranszport-rendszert. A hólyagocskák minden eset​ben kapcsolatban vannak a periplazmikus térrel. 
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Legismertebb közülük egy termé​szetes vizeinkben élő, poláris ostorral mozgó vibroid, a Rhodospirillum rubrum, amiből 7‑l0 m hosszú, S alakú képletek alakulhatnak ki. Ez a faj széndioxi​dot, hidro​gént és ammóniát hasznosítva, anaerob körülmények között, rövid generációs idővel építi fel szervezetét. A szulfátot csupán kénforrásként használja sejtjeinek felépí​téséhez. Kevés oxigén jelenlé​tében is képes növekedni. Borostyánkősav és élesztőkivonat gyor​sítja a szaporodást. A sötétben tartott tenyészet színmély​sége csökken (színtelenedik).

                 Chlorella  pyrenoidea 

                Chlorobium phaeobacteroides

                Chlorobium thiosulfatophilum

                 Chromatium okenii

                 Rhodopseudomonas viridis

                 400            600             800           1000   nm
         Fototróf mikrobák abszorpciós spektruma
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A Rhodomicrobium vannielii C. B. van Niel amerikai mikrobiológus nevét viseli. Az egymáshoz kapcsolódó fonalak miatt tenyészhelyén mozdulatlan szövedéket alkot. Aerob körülmények között tenyésztve színtelen.

Rhodopseudomonas  acidophila

Rhodospirillum molischianum


Rhodospirillum fulvum sejtjei az előbbinél rövidebbek, p‑aminobenzoe​sav jelenlétében 25‑30 oC‑on jól fejlődnek. Ammónián kívül a légkö​ri nitrogént is képesek hasznosítani. 


Rhodopseudomonas spheroides sejtjeiben két membrán jelen​létét igazolták a vizsgálatok. A külső membrán lipopoliszacharid rétegében a glükózamin helyett 2,3‑diamino-‑2,3‑didezoxi-D-glükóz fordul elő. 

3.2.1.2. Bíbor kénbaktériumok (Chromatiaceae - Thiorhodales). 


Morfológiailag különbö​zőek; lehetnek gömb, ovális, vibrio, rövid pálcika, spirális alakúak. Jellemző rájuk a sejtben található kénszemcsék feltünően nagy mennyisége. A tavak oxigénmentes, kénhidrogénben dús rétegé​ben élnek. Különösen elszaporodnak, ha a víz felső rétegében élő algatömeg gyakorlatilag fényben szegény anaerob körülményt biz​tosít a mélyebb szinten élők számára.


A bíbor kénbaktériumoknál a citoplazmamembrán​ból beöblösödő képletek​ben működik a fotoszintetizáló enzim​komplex, amely általában bakterioklorofill-a és -b színanyagot tar​talmaz. Az UV sugárzás károsítü hatása ezeknél a szervezeteknél nem jelentkezik. Negyvenszer rezisztensebbek mint a cianobaktériumok. Elektronnyerő folyamat egyik elterjedt módjaként a bennük feldúsuló elemi kén képződését katalizálja a szulfid-oxidáz. A leválasztott elektro​nokat a citokróm-c555 veszi át, majd továb​bítja a bakte​rioklorofillhoz. A kénszemcsék sejten belüli fel​szaporodása mikroszkóppal jól követhető.


A Chromatiaceae családba sorolt fajok elektrondonorként a kénhidrogénen kívül elemi ként is képesek hasznosítani. Az ide sorolt fajokban a kén szulfáttá oxidálásához szükséges teljes enzimkészlet működő​képes. Ennek megfelelően elő​fordul bennük egy olyan flavint és két hemet tartalmazó APS-reduktáz, amely szulfit​ból és adenilsavból adenil​sav‑kénsav vegyes-anhidri​det képez, miközben ő maga redukálódik. A két elektront a citokróm-c555 veszi át az enzimről. Az utolsó lépésben egy ADP-szulfuri​láz az APS‑ből anorganikus foszfáttal kicserélve felszabadítja a szulfá​tot, miközben ADP képződik. A család tagjai a tioszul​fátot is redukálják. 

                                                           H2
     

S2O32         ‑‑‑‑‑‑‑---------‑‑‑‑‑‑‑‑‑>        H‑S‑H   +  SO32

A Chromatium okenii (L. Oken német természetbúvár) poláros ostorral mozgó, viszonylag nagyméretű (4 x l0 m), obligát fototróf, szigorúan anaerob szervezet.


A Chromatium vinosum faj régóta ismert. Az 1838‑ban kiadott Ehren​berg Atlaszban is szerepel Monas vinosa néven. Anaerob körülmé​nyek között fototróf; mikroaerob körülmények között fakultatív kemoautotróf, illetve mixotróf. Tengervízből izolál​ható, sóigé​nyes (1‑2 %). Thiele szerint a szulfát asszimilációjára is képes.


A Chromatium warmingii (E.Warming dán botanikus emlékére) mocsárban, kénhidrogént tartalmazó tófenéken él. A kénszemcsék a sejtben polárisan helyezkednek el. A sejt osztódásakor a kénszemcsék a készülő új válaszfal közelében jelennek meg. 
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Kénhidrogént hasznosító Chromatium előfordulása (pontozott terület) a Belowod tóban Kusnezow S.J. vizsgálatai szerint a mért hőfok, oxigén és kénhidrogén tartalom függvényében.


A Thiocystis violacea tengeri mocsaras területről izolálható. A Thiospirillum jenense (Elnevezése Jénára utal, ahol Ehrenberg felfedezte és leírta Ophidomonas jenensis néven.) 30‑40 m hosszú, szigmoid szervezet, nagy mennyiségű kénszemcsével. A Thiothece gelatinosa kisméretű, enyhén sótűrő, Winogradsky által izolált törzs, amelynek mai neve Thiocystis gelatinosa.


A bíbor kénbaktériumok közé sorolt Ectothiorhodospiraceae családra jellemzően a képződő kén a baktérium környezetében halmozódik fel. Sötétben ezek a baktériumok az aerob környeztet is elviselik.

                                3.2.1.3.  Zöld kénbaktériumok (Chlorobiaceae)


Szulfidtartalmú vizekben, szigorúan anaerob körülmények között élő, fotolitoautotróf szervezetek. A zöld kénbaktériumokban a membránhoz kapcsolódó vezikulu​mok​ban lévő tilakoid tömlőkbe, úgynevezett kloroszómákba szerveződik a fotorendszer. Fototróf pigmentjük általában bakterioklorofill-c és -d. Minimális mennyiségű bakterioklorofill-a komponens mellett karotin​ként klorobaktént tartalmaznak. Feladatuk a nem ciklikus anaerob elektron- áramlás fenntartása.

                                                              2PS-I*=======> 2 PS-I+
                                                                           2 e
                                                                                   H+  NADP+=====>  NADPH

Elektrondonor =====> oxidált termék

                                  2 e
                                                                                                                    fény

                                                      2 PS-I+=====>  2PS-I

A barna színű fajokban, például a tengervízben élő Chlorobium phaeobac​teroides ( barna) fajban bakterioklorofill-e és nagy mennyiségű izorenierát fordul elő Sejtjeik összetapad​va álta​lában fonalat alkotnak, sokszor konszorciumba szerveződve, szimbi​ózisban élnek más mikroorganiz​musokkal.


A család részletesen vizsgált tagja a Chlorobium limicola. Alig 1 m méretű, rövid pálcikák, amelyek fonalakba rendeződhet​nek. Környezetükben minden esetben nagy mennyiségű kénkiválás figyelhető meg, de képesek a kén szulfiddá redukálására is. Jelentős aktivitású a flavint és két hemet tartalmazó APS-reduktázuk, amely szulfitból és adenilsavból adenilsav-kénsav vegyesanhidridet ké​pezve átmenetileg redukálódik, majd az elektronokat a citokróm- c555‑nek adja át.


Chlorobium thiosulfatophilum tioszulfát hasznosítására is képes. Vibroid sejtjeiből felépülő fonalszerű képződményeik spirálisan helyezkedhetnek el. (Analitikai laboratóriumok tioszulfát mérőoldataiban is megjelenhet!) Ezzel szemben a tengerek elzárt öbleiben élő, barna telepeket alkotó sótűrő faj a Chlorobium phaeovibrioides tioszulfátot nem haszno​sít!


A Pelodictyon fajok sejtjei általában háromdimenziós hálózatot alkotva, gömbszerű aggregátumok formájában lelhetők fel. A legis​mertebb Pelodictyon clathratiforme fajt ez ideig nem sikerült tisztán, homogén tenyészetként elkülöníteni a hálózatban megbúvó társaktól. Az Y- alakú sejtjeik szaporodáskor általában három utódsejtre hasadnak.


Ugyanez a nehézség merül fel a konszorciumokba szerveződő baktériumoknál. Általában l2‑24 kisméretű zöld vagy barna kénbakté​rium helyezkedik el valamilyen ostorral rendelkező nagyobb bakté​rium körül. Szétválasztásuk eredménytelen volt, pontosabb leírásukra még várni kell. Számos kevéssé differenciált, soksejtű zöldbaktériumot ismer még az irodalom. Ezek a fakultatív anaerob fotoheterotrófok főleg bakterioklorofill‑a színanyagot tartalmaznak, ezért színük inkább kék..

3.2.1.4. Zöld nem kénbaktériumok
A zöld kénbaktériumoktól jól elkülöníthetők a fonalas szerkezetű zöld nem kénbaktériumok. A Chloroflexus csoport tagjai (Chloroflexus, Oscillochloris, Heliothrix)  kemoorganotrófként sötétben az oxigén jelenlétét is elviselik. Fototrófként cukrot, aminosavat és szerves savakat is hasznosítanak, de fotoautotrófként H2, H2S,  CO2-ből is képesek felépíteni szervezetüket. A szén-dioxid megkötés a reverz citrátkörben folyik, illetve ferredoxin segíti a piruvát képződést  

                                     Acetil-CoA  +  CO2    >>>>>>     H3C–CO–COOH


Ide sorolható egy, az eddigiektől teljesen kölön​böző, anaerob módon növekedő, lizozim​ra érzékeny, fotoheterotróf faj, az 1985‑ben izolált Heliobacterium chlorum ( nap,  zöld) (ATCC 35205).  Az oxigén sötétben és világosban egyaránt toxikus számára; ezért tenyésztésekor a tápközeg​be tioglikolsavat és aszkorbinsavat tesznek. Fényenergiát a farnezil-lánccal rögzített bakte​rioklorofill-g (798 nm) tartalmú pigmentjük hasznosítja.  Elektronforrásként nem használja a hidrogént, sem a szulfidokat. Kénforrásként a szulfát ugyan megfelel, de savanyító hatása miatt csak a növe​kedés megindulásához szükséges mennyiségű ammonium-szulfátot tartalmaz​hat kezdetben a táptalaj. A baktérium virulens tenyés​zete a légköri nitrogén kötését, talán az anyag​csere-egyen​súly kialakítása szempontjából, előnyben része​síti.

Fototróf szervezetek azonosítása természetes fénnyel megvilágított edényekben 


  Szerves anyagot                                 Szerves  anyagot  nem  tartalmazó  tápközegben

  tartalmazó táp-

  talajban anaerob                    Kénhidrogén jelenlétében

                                          anaerob                    anaerob 


                                                                                                       Szén-dioxidban dús közeg


                                                                                                                                      csak

                                          alacsony                     magas                nitrát-, ill.           légköri N2
                                           szulfid-                     szulfid-              ammónia-             jelenléte

                                          tartalom                    tartalom               tartalom

     vörös                            vörös                           zöld                      alga                   kék-

    nemkén                           kén                             kén                                             baktérium

   baktérium                     baktérium                   baktérium                                                                   

Rhodopseudomonas     Chromatium               Chlorobium           Zöldalga        Cyanobac​teria

A H. chlorum növekedésére kedvezően ható gázelegy 85 % nitrogént, l0 % hidrogént és 5 % széndioxidot tartalmaz. Érdekessége miatt említendő, hogy ismeretes egy bakterio​kloro​fill‑a színanyagot tartalmazó, kemoor​gano-heterotróf, egyetlen ostorral mozgó Gram‑negatív mikroszervezet, az Eryth​robacter longus, amely szerves anyag hiányában, aerob körül​mények között képes széndioxidkötésre.


A fototróf baktériumok néhány csoportja az evolúció színpadán talán az eubaktériumok őseiként a körülmények kedvező változását követően - elvesztve fényigényüket - kemolitotrófokká, illetve a felhamozódó szerves anyagot hasznosító gazdaságosabb energianyerő módszert kifejlesztve — kemoorganotrófokká válhattak.

[image: image69.png]AU\ftsgﬁuﬂgﬁzzgﬁayxx,v prf,ﬂﬁg,\ /Lqééfrrv
Rhodopseudomonas M-/
Rhodospirillum ) gpheroides %Y Rhodomicrobium

rubrum Rhodospigi%ldm vannielil
ulvum

Chromatium

Thiospirillum : . vinosum Thiothece
Jenense warmingii Thiocystils ’
Chromatium violacea
okenii

-Chlorobium Chlorobium Chlorobium ,
limicola phaeovibrioldes ) thiosulfatophilum
‘Pelodictyon ~-"Pelochromatium
clathratiforme - .. /oonsortium/




Oxigén érzékeny fototróf baktériumok rajza

3.2.2.0. OXIGÉNT TERMELŐ FOTOSZINTETIZÁLÓ PROKARIONTÁK

Az idesorolt mikroorganizmusokat Linnaeus (l753) véleménye alap​ján hosszú ideig az algák között ismertették. Az utóbbi időkig használt Cyanophyceae elnevezést (Sachs, l874) a  kék és  alga szavakból alkották. Az eubaktériumokkal való rokon​sá​guk már a múlt században is felvetődött; Cohn (l875) például a Schizophyta divízióba Schizo​phyceae névvel, a baktériumok (Schizo​mycetes  hasadó  gomba ) mellé sorolta őket. A bakterio​lógusok és a botanikusok évszázados vitáját a vizsgáló módszerek fejlődése és a rendszertani kategóriák pontosítása döntötte el. E követelmények elfogadása mindkét terület (alga és prokariota) fejlődését szol​gálta. Mai rend​szertani helyüket csak a századunk második felében kifej​lesztett sejtbiológiai, bioké​miai, élettani, genetikai és morfo​lógiai vizsgáló módszerekkel nyert eredmények  erősítették meg. Ennek kö​szönhetően nyert elfo​gadást a Stanier által (l978) java​solt Cyanobacteria (Kékbakté​riumok) megnevezés.


A kékbaktériumok olyan vízben vagy nedves helyeken élő egysejtű szervezetek, amelyek szerkezeti felépítésük és anyag​csererendszerük alapján egyértelműen az eubaktériumok közé so​rolhatók. Ezek a prekambriumban megjelenő fotoszintetizáló mikroorganiz​musok fontos szerepet töltöttek be az aerob életfel​tételek kiala​kításában, és azóta is fontos a szerepük az aerob életkörülmények fenntartásában. Közel kétezer ismert fajjal a sarkvidéktől a trópusokig mindenhol előfordulnak. Egyesek a gazdanövényeik szövetü​regei​ben tenyésznek, mások gombákkal élnek szimbiózisban. Felte​hetőleg a növényi kloroplasztok kialakulásá​ban is szerepük volt.


A kékbaktériumok Gram‑negatívan festődő, kemolitotróf szerveze​tek. Morfológiailag heterogének: gömb, ellipszoid, ovoid, henge​res, piskótaszerű, félhold alakú formáik ismertek. Tenyé​szeteik​ben sokszor gélszerű, más esetben meglehetősen szívós, mindössze 10‑20 % polipeptidet tartalmazó poliszacharid (pektin) burokkal összetapadt telepeket, illetve hüvellyel körülvett fonalakat, látszólag többsejtű szervezetet alkotnak. A hüvelyben egyes esetek​ben (trichoma) mikrofibrilláris szerkezet látható, más esetben kalcitkristályok vagy fémvegyületek feldúsulását észlelhetjük. A hüvelyben esetenként fel​gyülemlő vörös, sárga vagy kék festéka​nyagok élet​tani szerepe ismeretlen.


Általában osztódással szaporodnak, de ismeretesek olyan fajaik is, amelyek sarjadzással hozzák létre leánysejtjeiket. Többségük lassú növekedésű, tenyészetük tömege 12‑24 óra alatt kettőződik meg. Néhány egysejtű faj és az Oscillatoria törzsek számára viszont négy óránál rövidebb idő is elegendő az osztódási folyamathoz.


Sejtjeik alakját az eubaktériumokhoz hasonló felépítésű, fosz​folipidekből szerveződő membránon kívül elhelyezkedő murein sejt​fal határozza meg. Ebből adódik a penicillinre való érzékenységük. A peptidoglükán-tartalmú sejtfaluk vastagsága néhány nm‑től 200 nm‑ig fajok szerint változhat. A vastag fal esetében pórusok könnyítik az anyagáramlást. A pórusokon ugyanis a citoplazmamembrán kiöblösödve megközelítheti a lipopoliszacha​ridban dús (LPS) külső membránt, vagy a szomszéd sejt membránját.


Külső felületükön píluszok találhatók. Ostoros egyedet eddig nem találtak közöttük. Különösen a hüvelyes alakok között jól úszók is akadnak. Néhány faj a nyálkabaktériumokhoz hasonlóan csúszó mozgással képes tovahaladni a nedves szilárd felületen. 


A citoplazma külső részét a jelenlevő színanyagokra utalva kloroplazmának nevezzük. Különböző színanyagaik egyidejű jelenlététől függően változa​tos színben fordulnak elő. A karotinok kép​ződése és a színük mélysége a megvilágítottság függvénye. A kék színért a fikocianin, a vörös színért a fikoeritrin ( vö​rösödő) a felelős. Ezek a festékek elfedik a klorofill jelenlé​tére utaló zöld színt.     


Ezekben a mikrobákban a fehérjéhez kötött klorofill‑a karote​noidokkal és az elektrontransz​port​-mechanizmus többi elemeivel együtt a lemezes szerkezetű tilakoi​dokban ( dobo​z) rögzítve található. A tilakoidhálózathoz kötődik a légzés, az elektrontransz​port terminális lépése, az oxigén redukciója is. Csupán a Gloeobac​ter‑eknél hiányzik ez az alkotóelem.  A tilakoidokat egy-egy 5 nm átmérőjű üreget körülzáró, elektronok számára átjár​ható, 7 nm vastagságú membrán határolja. Ez a sejtal​kotórész valószínű​leg független a citoplaz​ma-membrán​tól. A foton aktiválja a klorofillmolekula centrumát, átmenetileg elektronakceptorrá válik, amelyről az elektront különböző stabil elektronhordozó, például ferredoxin továbbítja fel​használá​si helyére.

                                                             h
                                                     Kl   ------>   K*l   ------>  K+l-   ----->   K+l

                                                                                                                  e-                                    

                                                                                            ferredoxinox-------------> fer​redoxinred

                                                A cianobaktérium sejt vázlatos rajza

                                                                                                                       külső burok


cianoficin szemcse                            |  ----------------------------|
                                                    _|  |                                           | |__

                                                   |      ::::::::::.                                    |                  citoplazma

                                                  |        :::::::::                                      |

polifoszfát rög                           |                                                        | 

                                                  |                            o o o oO                          |

                                                  |                                         Oo           |                  fikobiliszóma

                                                  |                                         Ooo          |  

karboxiszóma                            |                                          oO           |

                                                  |                                         O o          |     

                                                  |                                          oO          |                 tilakoid tömlő 

                                                  |                                                        |

peptidoglükán-sejtfal ------------|                                                        |  

                                                  |                                                        |

                                                  |                                                        |                 gázvakuóla

                                                  |                                                        |

citoplazmamembrán                 |                                                        |

                                                  |                                                o oo o  |

                                                  |                                               oooo o |              glükogén szemcsék

                                                  |                                                oooo   |

magállomány                            |_                                             oooo __|

                                                     |__                                          __|

                                                        ---|----------------------------- |                        külső membrán

                                                                      külső burok                                                      

Az I. és II. fotorendszer működése; a vízből származó elektron átvitele fotokémiai úton
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A tila​koidmembránba  rögzítve található az összekapcsolva működő  I. és  II. fotorend​szer. Az I fotorendszer P‑700 reakcióközpont​ja körül 130‑140 fénygyűjtő klorofill‑a molekula található, míg a PS‑II P‑680 reakcióközpontja körül 20‑50 klorofill‑a molekula látja el ezt a feladatot A PS-II elektronelszívó működése szükséges a mangántartalmú vízbontó enzim hatására felszabaduló oxigén meg​jelenéséhez. A PS-I önmagában nem elegendő a víz bontásához.


A 30‑40 nm méretű fikobiliszómák ( test) a tilakoidokon kívül, főleg a PS‑II centrumok közelében helyezkednek el szabályos rendben. Ezek a biliproteint és festék​anyagot tartal​mazó, korong alakú képződmé​nyek a fényenergia hasznosítását segítik.   


A sejtben a tilakoidok között raktározott tápanyagként glüko​gén szemcsék, polifoszfát (volutin) rögök, valamint nitrogén raktárként cianoficin szemcsék (arginin és aszparagin kopolimer) találhatók. Mennyisége a száraztömeg 10 %-ára növekedhet. Ezek a raktárak a sötét periódus alatt hidrolizálva a bio​szin​tetikus folyamatok anyag‑ és energiaigényét elégítik ki. 

Arginin  +  ADP  +  Pi  +  H2O  ---arginin-hidroláz----->  Ornitin  +  2 NH3  +  CO2  +  ATP

A cianoficin:          Asp Asp Asp Asp AspAsp Asp Asp Asp Asp
                                 |          |           |            |           |          |            |           |            |           |  

                             Arg     Arg      Arg      Arg     Arg     Arg       Arg      Arg      Arg      Arg


Ugyancsak a tilakoidokon kívül helyezkednek el a sokszögű testecskék formájában megjelenő karboxiszómák, amelyekben a szén​dioxid fixálás szempontjából kulcsenzimként ismert ribulózbisz​foszfát-karboxiláz található. Ezek a prokarioták ugyanis a fénye​nergia felhasználásával vizet bontva energiát nyernek és oxigént termelnek. A sötét rekcióban viszont az energia felhasználásával széndioxidot kötnek.

                                                                     h
         H2O  +  ADP  +  Pi  +   NADP+ ----------------------> O2  +  ATP  +   NADPH  +  H+
     CO2  +  ATP  +  NADPH  +  H+  --------------------->  CH2O  +  ADP  +  Pi +  NADP+
                                                                       h
                 CO2   +   2 H2O   ‑---‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑‑>     CH2O  +  H2O + O2
A   klorofill-a szerkezete és a fotoszintézis pigmentjeinek spektruma
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                            A tilakoid membránhoz rögzített antenna komplex vázlata

Szén-dioxid megkötés a cianobaktériumokban


Különleges karboxiszóma található azokban az autotróf prokario​ták​ban, amelyekben a széndioxid meg​kötése a reduktív pentóz​foszfát-ciklushoz kötődik. A hexóz-foszfátból folyó pentózfoszfát-képződés, a pentózfoszfát-ciklus és a légzőrendszer működése nem igényel energiát (sötét reakció). A szén-dioxid megkötésének energiaigényes folyamata viszont csak meg​világított sejtben megy.

sötét reakció                             Calvin ciklus vázlata                                       fényreakció

                                                  >  ribulóz-5-foszfát

 CO2<---------                                                                                                 <-------ATP

                                                                                                                      -------->ADP            

NADPH<----                                                                                                 

NADP+ ----->                                                                                ribulóz-1,5-​biszfoszfát

                                                                                                                      <-------CO2
6-foszfoglükonát                                                                                            

                                                                                                       2 glicerinsav-3-foszfát

NADPH<----                                                                                                 <------- 2 ATP

NADP+ ----->                                                                                                 <--------2 NADPH

                                                                                                                      -------->2 NADP+ 

glükóz-6-foszfát                                                                                            ---------> 2 ADP

                                                                                                            2 glicerinaldehid-3-foszfát    

                                                           Pi                                                       |    

fruktóz-6-foszfát                                     _                                          fruktóz-1,6-biszfoszfát


Tápanyag- és fényhiány esetében, főleg a heterociszták közelében ‑ akinéták képződhetnek. Ezek a kép​ződmények a hetero​cisz​táknál nagyobbak és a túlélést szolgálják. Mikroszkóp​pal szemlél​ve vastag falukkal és feltűnő granuláltsá​gukkal tűnnek ki: ciano​ficint, karotenoidokat, glükogént és lipi​deket halmoznak fel. Polifoszfát-tartalmuk minimális, viszont jelentős a ribo​nukleinsav-tartalmuk. Fotoszintetikus kapa​citásuk elhanyagol​ha​tóan csekély. Jól bírják a kiszáradást és a fagyasztást. Szigorú​an anaerob körülmények között ‑ például tavak üledékében ‑ hosszú ideig életben maradnak.

A légköri nitrogén megkötése a cianobaktériumokban


A légköri nitrogén megkötésére külön sejtek, a feltűnően vastag falukról felismerhető heterociszták szolgálnak, amelyekben tilakoid membránrend​szer és a vegetatív sejtekre jellemző gra​nulumok nem láthatók. Heterociszták fejlődhetnek a terminális sejtekből, de a vege​tatív sejtek közé ékelődve is előfordulhat​nak. E sejtek képződését a tápközegben előfordu​ló felhasz​nálható nitrogén-forrás mennyisége szabályozza. 

A nitrogénkötő sej​tekben található a négy alegységből álló MoFe‑tartalmú SH-fehérje, a nitrogenáz enzimkomplex és a két alegységből összetevődő FeS fehérje, amelyik az elektronokat szállítja a nitrogenáz komplex működéséhez. 


A képződő ammóniát egy feltűnően alacsony KM értéken (0,1 mM) működő különleges glutamin-szintetáz nyomban felhasz​nálja, mega​kadályozandó az egyébként mérgező ammónia sejten belü​li feldúsu​lását. A glutaminszintézishez szükséges glutaminsav a szomszédos vegetatív sejtből származik, és oda távozik a képződő glutamin is, ahol ‑ketoglu​társavval reagálva a sejtfe​hérje szintéziséhez szükséges gluta​minsav képződik. 


A heterociszták energiaellátását, a glutaminszintézishez és a nitrogenáz enzimkomplex működtetéséhez szükséges ATP képződését a I. fotofoszforilációs rendszer működése biztosít​ja. Ezekben a fajokban a trikarbonsav-ciklus helyett a glioxalát-ciklus működik. A nitrogénkötéshez szükséges elektronokat a heterocisztákban aktívan működő pentózfoszfát-ciklus első enzimei (G‑6‑P dehidro​genáz, 6‑P‑G dehidrogenáz) szolgáltatják. 


A heterociszták belső reduktív körülményeit fenntartandó, a csekély mennyiségben megjelenő oxigént az acetilénnel gátolható hidrogenáz távolítja el a nitrogenáz által kis mennyiségben termelt hidrogén felhasználásával. 


A nitrogén megkötést végző sejtek aktív tevékenységéhez szükséges szénhidrátot és savakat a szom​szédos vegetatív fotoszintetizáló sejtek állítják elő. A heterocisz​ták ennek fejé​ben kielégítik a vegetatív sejtek szerves‑nitrogén szük​ségletét.

  Az  Anabaena cylindrica heterocisztájának működési vázlata
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A riboszómák főtömege és a sejtek speciális festéssel kimu​tatható DNS-tartalma a citoplazma középső területén, az úgyneve​zett centroplazmában található. A kékbaktérium genom kisebb mint 4x109 dalton. Tapasztalat szerint az életfontosságú információk a kromoszómán több példányban vannak jelen, ami magyarázhatja a feltűnő UV‑rezisztenciájukat. Erre minden bizonnyal szükségük is volt, mert a cianobaktériumok meg​jelenésekor a földfelszínt érő UV-sugárzás intenzitása a mainál lényegesen nagyobb volt.


A kékbaktériumok alaki és élettani változatosságát rendszer​tanilag megkülönböztethető fon​tosabb csoportjaik képviselőit tanulmányozva ismerhet​jük meg. 

3.2.2.1. CHROOCOCCALES rendbe

a hasadással vagy sarjadzással szapo​rodó, gömb vagy pálcika alakú, egysejtűeket sorolják.


A Chamaesiphon nemzetség ( törpe,  csövecske) első képviselőjét l865‑ben A. Braun mikrobiológus írta le Chamaesiphon subglobosus (con​fer​vicola) néven. 

          Chamaesiphon fajok reprodukciója
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A faj típustörzsét (ATCC 29397) l963‑ban  izolál​ták egy Prága környéki patakból. A törzs 27 oC felett beszünteti a növekedését. A reprodukciós folyamat közben az ovoid-alakú sejtek megna​gyobbodva, apikális végükön bimbózni kezdenek (A-val jelölt növekedési szakasz) majd kokkoid alakban hasadnak le az alapsejtről (B fejlődési szakasz). A leváló sejt növekedve hamarosan eléri a reprodukciós méretet.  A szabaddá váló alapsejt pedig újra bimbózni kezd (C-vel jelölt növekedési szakasz). 


A Gloeobacter genus ( ragadós) fajai hasadással szapo​rodó, rövid pálcikák, amelyeknek az aggregálódását többrétegű hártya​szerű képződmény segíti. Az idetartozó Gloeobacter viola​ceus faj obligát fotoautotróf (szer​ves anyagok felhasználására képtelen). Ugyancsak képtelen a nit​rogén megkötésére. Szína​nyagként kloro​fill‑a mellett nagy mennyiségű fikoeritrint és fikocianint tar​talmaz 2:3 arányban. Sejtjeikben a polifoszfát-szemcsék feldú​sulása jól megfigyelhető. Fotoszintetikus rendsze​rük a membránhoz kötődve működik.
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          Chroococcus turgidus telepképzése
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Merismopedia elegans                  Chamaesiphon confervicola                 Nostoc commune
 nyálkaburokban                            endospórákkal


Nageli által 1849‑ben leírt Gloeothece (doboz) sejtjei osztódás után jól észlelhető tokban együtt maradnak. A Gloeothece membranacea törzset ugyan Bornet 1892‑ben írta le, de a ma is őrzött neotípus törzset M. M. Allen 1965‑ben egy kaliforniai patak​ból gyűjtötte. Ezek a fajok obligát fotoautotrófok, nitrogénfixá​lásra aerob körülmények között képesek, de csak sötétben a raktározott glikogént használva energiaforráskén 


A Synechocystis csoport tagjai jól tenyészthetők laboratóriumi körülmények között Obligát fotoautotrófok. Tengervízből és természetes édesvízből izolálhatók. Nyálkás burok nélkül 2-3 µm méretű gömbök, esetleg párt alkotva fordulnak elő. Szerves eredetű szénforrást általában  nem hasznosítanak. Színük a phycoerythrin tartalmuktól függ. A Merismopedia nemzetségbe sorolt rokonaik nyálkás lemezekbe rendeződve fordulnak elő..

3.2.2.2. A PLEUROCAPSALES rend

( oldal) tagjai többszörös hasadás​sal hozzák létre a hártyás tokban elhelyezkedő sejtjeiket. Ezek a sejtek azután kikerülve a tokból önálló életet kezdve növekedni kezdenek és többszörösen osztódva újabb baeocyta ( élő) tömeget hoznak létre.


A Dermocarpa ( bőr,  gyümölcs) és Xenococcus ( vendég) fajok esetében a tokban azonos sejtek gyűlnek fel. A Dermocarpella esetében viszont nagy méretű alapsejtek mellett találhatók a mozgékony baeocyta sejtek. Az alapsejt újabb baeocy​ta sejttömeget hoz létre. A kiszabadult mozgékony baeocyta sejtek hosszabb fejlődés után válnak alkalmas​sá a szaporodásra.


A Myxosarcina és a Chroococcidiopsis fajok kettéosztódással és többszörös hasadással három irányban növekedő sejttelepet alkot​nak. A kiszabaduló sejtek azután új telepeket hoznak létre.


A Pleurocapsa fajok alapsejtjéből először egymást követő hasadással rövid, több vegetatív sejtből álló, tömzsi fonalak képződnek. Később az alapsejtből többszörös hasadással létrejövő, mozgékony baeocyta sejtek távoznak új telephelyet keresve.

 Pleurocapsales rend tagjainak fejlődése néhány példán

A = baeocyta  növekedése                                  B = vegetatív növekedés, sejtosztódás

a = hártyás tok képződése a szaporodást szolgáló sejtek védelme céljából

c = túlélést szolgáló sejtek képződése                                  D= a baeocyták kiszabadulása
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3.2.2.3. Oscillatoriales


A rend fajai kettéosztódással szaporodó, fona​las alakban elhelyezkedő vegetatív sejtekből épülnek fel. A fonalban elhelyezkedő sejtek is képesek osztódni. A fonal csúcsán álló sejtek elvékonyodva trichomákat alkotnak. Ezek a szakaszok mozgékonyságot kölcsönöznek a fonalaknak, amelyek simák vagy spirális szerveződésűek lehetnek.



A Spirulina fajok édes- és tengervízben ugyanúgy megtalálha​tók mint 50 oC‑nál melegebb hőforrások vizében. Színük a kékes zöld​től a vörösig változhat.


Az Arthrospira fajok bár főleg tengervízben fordulnak elő, de meleg hidrokarbonátos tavak vizében a plankton főtömegét ők alkotják.


Az Oscillatoria fajok édes- és tegervízben valamint hőforrá​sokban tenyésznek. Fonalaikon mikroszkóppal jól láthatók a vá​laszfalak. A sejtek sokkal rövidebbek, mint amilyen széle​sek. A fonalak 1‑10 m/s sebességgel mozoghatnak. Kékeszöldtől a vörösig változik a színük, de a nagyobb mennyiségben fikocianint és fikoeritrint tartalmazó fajok szinte feketének hatnak.


A Pseudoanabaena vékony fonalakat alkot. A sejtek hossza nagyobb, mint a szélessége. Világszerte előfordul édes- és tengervíz​ben egyaránt. 55 oC felett nem szaporodik. Anaerob körülmények között, szulfidtartal​mú üledékes tavakban is megél.

3.2.2.4. NOSTOCALES

A rend ( visszatérő) fajainak ket​téosztódás​sal szaporodó sejtjei fonalas, néha elágazó fonalas formában élnek. A környezeti viszo​nyok alakulásától függően heterociszták és aki​néták képződése megfigyelhető. A Nostocaceae családba sorolt Anabaena fajok (​ növekvő) el nem ágazó fonalakat alkotnak. A fonalak fel​töredezésével szapo​rodnak, és ilyenkor új trichomaszakaszok képződnek, és ezek 1 m/s sebességgel képesek mozogni. Ezt a képességü​ket a törzs tisztítá​sakor, homogén tenyészet előállítá​sakor is hasznosítják. Élőhe​lyükön a plankton főtömegét alkot​ják. 


Eutrofizált tavak plankton​jának főtömegét ősszel az Aphanizo​menon fajok ( rejtett) adják. Feltűnően hosszúak a hetero​ciszták és az akinéta sejtek.
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A. filiculoides
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Sok esetben a gazdanövény üregeiben élve találjuk a cianobaktériumokat, ahol nitrogént kötő képességük révén fontos élettani szerepet vállalnak. Nem véletlenül telepítik a mérsékelt égövön rizst termelő gazdaságokban a fagyra érzékeny vizipáfrányok néhány faját a rizsföldekre. 

(A rizstermesztés őshazájában, a természetes tápanyagutánpótlást végző asszociátum már a történelem előtti időkben kialakult és folyamatosan végzi a biológiai egyensúly kialakítását.)                                                             

A vízfelszínt ellepő Azolle filiculoides sejtüregeiben élő Anabaena azollae végzi a nitrogénkötést. Ősszel beszántva rizsföldjeinken hektáronként 100-150 kg nitrogénnel gazdagodik a talaj tápanyagtartalma.

 Anabaena fénymikroszkópos és a heterociszta elektronmikroszkópos képe
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M  belsőmembrán rendszer

W  sejtfal

Cm citoplazmamembrán

P  sejtek közötti pórus

S  szeptum plazmadezmával   
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H    heterociszta (vastagfalú N2-kötő sejt)

A    akinéta (vékonyfalú, túlélő spórasejt)

T    termináló sejt (trichoma szakasz)

TH termináló heterociszta

 
Nedves talajokban élnek a Cylindrospermum fajok. A C. stag​nale típustörzset (ATCC 29204) is egy növényház talajából izolálták. Jellemző, hogy közvetlenül a kisméretű heterocisztáik mellett nagyméretű akinéta található. A Nostoc fajok többnyire masszív telepeket alkotnak, amelyek​ből szapo​rodás céljára néhány sejtből álló hormogoniumok szaba​dulnak ki. A Scytonemataceae család Scytonema és Tolypothrix fajai hosszabb sejtekből felépülő, elágazó fonalak formájában növeked​nek. Sötétben fakultatív aerob kemoheterotrófokként a szén​hidrátot is hasznosítják. A Rivulariaceae családba tartozó fajok laboratóriumi körülmé​nyek között is jól tenyészthetők. Az idesorolt l824‑ben leírt Calothrix fajok ( szép,  haj) a kutató laboratóri​umok ked​velt kisérleti alanyaiként ismertek.

3.2.2.5. STIGONEMATALES

A rendbe sorolt kékbaktériumfajoknál határo​zott differenciálódásra utaló jelenségek figyelhetők meg. A sej​tek között pórusok segítik a kapcsolatot. Az elágazások speciális alapsejtekből indulnak. A szaporodásra speciális hormogoniumok, többsejtű, mozgékony képletek jelennek meg. Az idesorolt fajok végül​ is többsejtű kékbaktériumoknak tekinthetők                     

3.2.3.0. GRAM‑NEGATÍV AEROB KEMOLITO​TRÓFOK 

A biogeokémiai folyamatokban résztvevő talajlakó, illetve tengervízben élő, obligát aerob kemolito​trófok közül egyesek mixotróf módon is létezhetnek. Az idesorolt bakté​riumok között sok az autotróf, azaz képesek a szén-dioxidot egye​düli szénforrásként hasznosítani a reduktív pentózfoszfát (Ben​son‑Calvin) cikluson keresztül. Ez a rendszer általában karb​oxi-szómákba kötve működik 


A kemolitotróf mikroorganizmusokat célszerű az elektronfor​rás​ként szereplő elemek szerint tárgyalni. A nitrifikálók, a hidro​génbaktériumok, a színtelen kénbaktériumok és a fémoxidálók a fennmaradásukhoz szükséges energiát az életterükben előforduló, redukált anorganikus vegyületek biokémiai átalakításával, sok esetben meglehetősen alacsony oxigénszint esetében is aerob légzéssel nyerik. Kivételt képeznek a Thiobacillus fajok, amelyek nitrát jelenlétében anae​rob légzéssel is képesek kielégíteni az energiaszükségletüket. Anyagcseréjük lassú, a generációs idő egy‑két nap.  Ezekből a baktériumokból tiszta tenyé​szet igen nehezen állítható elő.
Az egységes szemlélet kialakítása céljából az idesorolt baktériu​mok a rendszertani csoportok tárgyalásakor, nem kevés esetben bizonyos átfedések miatt más rendszertani csoportokban is tárgyalásra kerülhetnek.

3.2.3.1. NITROBACTERACEAE


A nitrifikáló baktériumok fakultatív kemolitotrófok, mindenütt előfordulnak, ahol aerob körülmények között szerves anyagok mine​ralizációja folyik. Talajban, trágyadombon, hulladékgyűjtőben, édes és sós vizekben. Osztályozásuk főleg morfológiai alapon történik. Megjegyzendő, hogy olyan kemolitotróf baktérium, amely a teljes oxidációs folyamatot, az ammónia nitráttá oxidálását egyedül el tudná végezni nem ismert. Kemoorganotróf prokarioták és a gombák viszont képesek erre.


Nitrifikáló baktériumok tenyészetét ‑ kellő szorgalommal ‑ ásványi sókat, előnyösen ammónium-hidrokarbonátot és nitritet tartalmazó táptalajról izolálhatunk. Szilárd táptalajként célszerű szilikagél lemezeket használni. Minden esetben figyelembe kell venni azt, hogy a nitrit toxikus vegyület, ezért a koncentrációja nem növelhető tetszés szerint. Az ásványi sókat tartalmazó táptalajon a generációs idő néhány nap is lehet, de szerves nitrogén és szénforrás jelenlétében a generációs idő általában jelentős mértékben megnő. 


Ellektronmikroszkópos felvételeken jó megfigyelhető az idesorolt bak​tériumokra jellemző belső membránrendszer, amely sok esetben a proto​plazmában megfigyelhető csövecskékbe szerveződik. Szerves nitrogént tartalmazó tápközegben ez a belső membránrendszer alig észlelhető. Az ammónia oxidációjára képes mikrobák tulajdonságait ismerve feltételezhető, hogy az idesorolt fajok távoli rokoni kapcsolat​ban vannak a Chroma​tiaceae és a Rhodospirillaceae családokkal.

Ammóniaoxidáló nitrozobaktériumok

Az ammóniát oxidáló nitrozobaktériumok mindenhol megtalál​hatók, ahol szerves anyagok mineralizációja (lebontása) folyik. Egyetlen ammónia nitritté oxidálása jelentős energianyereséggel jár 

                NH3   +     11/2   O2      >>>>>>>>>       NO2 2   +    H+  +     H2O              Go = -287 kJ

Az ammóniaoxidáció első lépését egy mebránban rögzített monooxigenáz 

          NH3  +  XH2  + O2  -----ammónia-monooxigenáz------>  NH2OH + X + H2O 

                                                                                     vagy egy dioxigenáz katalizálja 

                    X  +  NH3 + O2    ‑‑ammónia-dioxigenáz----‑>  NH2OH  +  XO


A képződő elektronokat erre a célra alkalmas citokrómrendszer (citokróm c554) gyűjti és hasznosítja. A nitrozobaktériumok a memb​ránhoz kötött nagy mennyiségű cito​króm miatt vörös színűek. A reakció előrehaladását — a hidroxilamin képződését — kompeti​tí​ven  gátolja a szén-monoxid, a metán és a metilakohol. A gátlás átmeneti jellegű, mert a képződött vegyüle​tek továbbalakításával a rendszer felszabadul a toxikus hatásuk alól.. A második lépésben a periplazmában működő 200 kDa méretű hidroxilamin-oxidoreduktáz (21 c-típusú hem és 3 P460 ) két elektront von el a hidroxil​aminról, majd a képődő nitroxil spontán továbbalakul nitritté:

             NH2OH    ‑     2 e   ‑-----hidroxilamin-oxidoreduktáz---‑‑>   H‑N =  O    +  2 H+
                                           H‑N = O  +   H2O  ‑---‑‑>  HO‑N= O   +  2 H+   +   2 e-
Az oxigénszint csökkenése jelentős mennyiségű dinitrogén​oxid felhalmozódását okozhatja:

                                                              2   H‑N = O        ‑--‑‑‑‑>       N2 O   +  H2O

Az acetilén - gátolva az ammónia oxidációját - végeredményben akadályo​zza a dinitrogénoxid képződé​sét  Megjegyzendő, hogy a kémiai szerkezet hasomlósága miatt az ammóniaoxidálók képesek a metánt is oxidálni, sőt az így nyert  14C  képes szervezetükbe épülni.


A Nitrosomonas europaea (ATCC 25978) törzset Winograd​sky izolálta 1892‑ben. Vastag sejtfalú, poláros ostorral mozgó, az ammóniát nitritté oxidáló ovális sejtecske. Szerves anyag jelen​létében is jól növekvő baktérium. Oxigénszegény környezetben azonban jelentős mennyiségű dinitrogénoxidot halmoz fel. 


Később hasonló biokémiai tulajdonságú, de morfológiailag erő​sen eltérő szervezeteket izoláltak világszerte. Ilyenek a tengervízben élő,  3‑5 m hosszú, 1,5 m átmérőjű, ostorral mozgó, Nitro​sococcus mobilis, a  Nitrosospira briensis (ATCC 25971) és a Nitrosolobus multiformis (ATCC 25196), valamint a talajlakó Nitrosovibrio tenuis. 

Nitritoxidáló nitrobaktériumok

A Nitrobacter fajokban két terminális oxidációs lánc találha​tó: az egyik a nitritoxidációval összekapcsolva működik, a másik a heterotróf anyagcsere esetében végzi a feladatát. A külső membránjuk A-lipid frakció​jában 2,3‑diamino‑glükóz-hidroxi‑mirisztinsav-amidja fordul elő főkomponensként.


A nitritoxidáció számottevő energianyereséget jelent.  Látszólag elegendő volna 2 ATP képződéséhez, mégis a mérések szerint csupán 1 ATP képződik a reakció eredményeként.

Nitrosomonas-ban folyó  ammónia oxidáció                                      

                                                                     O--------------------O

                                                                   O---------------------O

  2 H+   +  H-N=O                   NH2OH       -----------------------O                                       
                                                                  O---------------------O
                                                                 O---------------------O

                         hidroxilamin-                 O----------------------O           NH2OH  +  H2O
                       oxidoreduktáz                  O----------------------O 

                                                               O--                        -O
                                                                       ammónia-

                                                                  monooxigenáz    

                                                              O--                                                       

                                                              O--------------------O
                                  4 e-                      O---------------------O            NH3   + O2  +  2 H+
                                                              O---------------------O 

                                                              O-------           ------O
                                                             O-------CoQ   -------O
                                                             O----------   ----------O   

                                                            O-----------  2 e- -----O
                                                                     ------ -----------O   

                                                     citokróm-c  -- ------------O
                                                                          --------------O
                                                          -       -------- -----------O
                                                           O------------ 2 e-------O          H2O

                                               2 H+<<<<<<<< citokróm-aa3
                                                                                                      1/2 O2  + 4 H+
                                                         O--------------------------O
                                                                                                                ADP + Pi
                                           H+       >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>ATPáz>>>>>>>>>>>>>>>>>>> H+

                                                         O-------------------------O                 ATP
                                                         O-------------------------O
                                                         O-------------------------O-

                                                          O-------------------------O



                                                          O------------------------O                   NO2 + H2O      

Nitrobacter-ben folyó                     O------------   nitrit

nitritoxidáció vázlata                     O-------------  oxidáz

                                                        O----------------           -O            NO3 + 2 H+
                                                                 --------------------O
                                                    citokróm-------------------O
                                                         c      --------------------O
                                                       O-----------         --------O         1/2 O2
                                                                citokróm-aa3
                                                      O                                  O    

                                                       O-------------------------O          H2O
                                                     O--------------------------O     

Nitrifikáló baktériumok elektronmikroszkópos felvétele
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                                                                        Nitrosococcus mobilis

Nitrosococcus   oceanus
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                                                                                                                 Nitrobacter multiformis


A nitritoxidáció speciális elektronakceptora a citokróm-a. Jelleg​zetes, többrétegű, fehérjében gazdag membránjukban erre a célra specializá​lódott elektrontranszport-mechanizmus működik. A nitritoxidálókban az oxidáció közben leválasztott elektronok egyrészt a citokrómok segítségével az oxidatív foszforilációs mechanizmuson keresztül biztosítják a szükséges ATP-szintet, másrészt  segítik a NADH képződését:

                NO2- + H2O + 2 citokróm-aox.  =====>  NO3- + 2H+ + 2 citokróm-a​red
2 citokróm-ared  + 2 citokróm-c oxidázox  =====>  2 citokróm-aox  +  2 citokróm-c oxidázred
   2 citokróm-c oxidázred + 2H+ +  1/2 O2 ======> 2 citokróm-c oxidázox  + H2O

                                                                                                                                      NAD+
citokróm-ared  ====> citokróm-c =====> citokróm-b ======>  flavoprotein ===(                                                                                                                                                    

                                                                                                                                      NADH


Kemolitotróf anyagcserefolyamat működésekor ennek a membránfehér​jének a mennyisége kiemelkedően magas, nitrát nélküli, illetve szerves nitrogénvegyületet tartalmazó táptalajon viszont gyakorlatilag alig képződik. Kemolitotróf tenyészkörül​mények között a sejtekben található karboxiszómákban a ribulóz​biszfoszfát-karboxiláz segítségével folyik a széndioxid megkötése. Heterotróf körülmények között növekedő tenyé​szet​ben ezek a testecskék általában nem fejlődnek ki.


A Nitrobacter winogradskyi (ATCC 25391) talajból izolálható, rövid, mozgékony pálcika. Bimbózva szaporodó egyedeik nitrit nélkül lassan ugyan, de heterotróf körülmények között, acetáton is képesek szaporodni. Amíg kemolitotróf körülmények között 8‑14 óra, kemohe​terotróf körülmények között 70‑100 óra a generációs idő! Ilyenkor természetesen a citoplazmában található, fehérjében gazdag membránszerkezet mennyisége szignifikán​san kevesebb.


A Nitrospina gracilis tengervízben élő, vékony, hosszú, obligát kemolitotróf pálcika. Sejtjeikben glikogént halmoznak fel. Szer​ves anyag jelenlétében a növekedésüket beszüntetik, de a nitritkoncentráció emelkedése is toxikus számukra.


A Csendes-óceánból, az egyenlítő környékéről izolálták az 1‑2 ostorral mozgó, sárgásvörös színű Nitrococcus mobilis-t. Citoplaz​májában  a nitrogén-, illetve a széndioxid- megkötés színhelyeként számon tartott membráncsövecskék és karboxiszómák láthatók. Ezek között jól láthatóan  polihidroxi-vajsav szemcsék halmozódnak fel. A Nitrospira marina tengervízben és talajban egyaránt előforduló, helikális küllemű vibroid.
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                                                                                 Nitrobacter   winogradskyi

3.2.3.2. THIOBACILLACEAE

Winogradsky 1890‑ben nevezte először "színtelen kénbak​térium"​-nak az idesorolt mikroszervezeteket. Aerob körülmények között a kénből kénsavat állítanak elő és ezzel a tenyészközeget savanyít​ják. Egyes fajaik életműködése pH=0 alatt is változatlan sebes​séggel folyik. 


A prokarioták általában képesek  a redukált, illetve részlege​sen redukált szervetlen kénve​gyületeket különböző mértékben oxi​dált termékké alakítva metabo​lizálni. Elektronakcep​torként oxi​gént, esetleg nitrátot használnak. Az idesorolt bak​tériumok a tioszulfátot energiaforrás​ként képesek haszno​sítani. Bár a tioszulfát asszimilációja széles körben elterjedt, többnyire azonban a mikroszervezet az így nyert terméket csak szer​ves kénvegyületeinek felépítésé​hez használja. A család minden tagja különböző mértékben redukált kénvegyü​letek oxidációját végzi szulfátig. A nitrifikáló baktériumoknál gyorsabban fejlődnek, 4‑5 óra generációs idővel. A szén-dioxidot az elektronmikroszkópos felvételen jól látható, vékony membránnal határolt (100 nm) karboxiszómákba szerveződő Calvin-ciklus köti meg. Mozgékony alakjaik poláros ostorral rendelkeznek.  

Két csoportban tárgyalhatók Az egyik csoportba sorolhatókban szemcsék formájában jelenik meg a kén a baktériumok protoplazmájában. Ezért egyesek színtelen cianobaktériumoknak tart​ják őket. Ilyenek a Thiobac​terium, Macromonas, Thiospira, Thiovulum fajok. A másik csoportba sorolt mikrobákban soha sem észlelhető a sejten belül kénkiválás. A széleskörben ismert Thioba​cillus thioparus (ATCC 8158) törzset Beijerinck izolálta 1904‑ben. Semleges körüli pH‑nál szapo​rodnak legjobban, 5 pH‑nál a fejlődésük leáll. A típustörzs tioszulfátból légköri oxigént haszno​sítva — tetrationáton keresztül — a kén kiválását kata​lizálja a környezetben. Ez a jelenség jól megfi​gyelhető tioszul​fátot tar​talmazó agar táp​talajon. Erősen levegőztetett folyékony táptalajban a kénkiválás elmarad: 

                                    2 S–SO32   ============>     O3S–S–S–SO3  + 2 e    


A Thiobacillus thiooxidans (ATCC 19377) esetében a kén illetve a tioszulfát oxidációja közben képződő proton a tenyészközeget savanyítja. A törzset Waksman izolálta 1922‑ben. Mindenhol elő​fordul, talajban, édes vagy sós vízben. Először Beijerinck izo​lálta 1904‑ben, tiszta tenyészetét azonban akkor nem sikerült előállí​tania. Életmű​ködésük kénsav jelenlétében (pH=0) is változatlan sebességgel folyik. Elektronakceptorként a légköri oxigént hasznosítják.


A fakultatív anaerobnak tekinthető Thiobacillus denitrifi​cans törzset a Thioparus-szal együtt ugyancsak Beijerinck izolálta 1904‑ben vékony pálcikaként (0,5‑2 m). Anaerob és aerob körülmények között is képes növekedni. Aerob körülmények között ‑ nitrogénfor​rás​ként az ammónia vizes oldatát használva  ‑ a kén oxidációjával nyeri az energiát. Anaerob körülmények között a kén oxidációja a jelen​levő nitrát redukciójának a terhére folyhat. Nitrogénfor​rás​ként természetesen a tápközegben ez esetben is szükséges az ammó​nia, mivel a nitrát csak elektronakceptorként sze​repel az anaerob anyagcserében.


A Thiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270) savanyú bányavizek​ből könnyen izolálható, gyengén mozgó, sav​tűrő, szigorúan aerob, rövid pálcika (0,5 x 1 m). Ferroszulfátot tartalmazó minimál agar táptalajon a kisméretű telepek körül vörösbarna gyűrű alakul ki a ferrioxid kiválása miatt. A tápközeg vastartalmának az emelésével fokozható a telepek növekedése. Tenyészete a pirit oxidációjára is felhasz​nálható.

Litotrófok mikroszkópos felvételei
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                              Thiospira winogradskyi                              Thermothrix thiopara(kénszemcsékkel) 
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Thiovulum majus                                                                          Macromonas bipunctata

Növekedése szempontjából  a pH=1,6‑3,5 kémhatású környezet az optimális. Semle​ges pH‑nál a növekedése leáll. Az életben maradásához szükséges energiát a kénhidrogén oxidációjával, vagy a vas oxidációjával nyeri:

                                4 Fe++  +  O2  +   4  H+    ‑‑‑‑‑>  4 Fe+++   +  2 H2O

Az elemi ként, a tioszulfátot és a tetrationátot is képes oxidálni. Természetesen nitrogénforrásként minden esetben ammónia jelenlétét igényli. Elektront von el a fémionokról, a kupro-iont kupri- ionná, a kétértékű szelén-iont fémszelén​né alakítja, de oxidálja az antimont és az uránt is. Glukózt nem képes hasznosí​tani. Az idesorolt fajok (Thiomicrospira, Thiosphaera, Acidophilum, Thermo​thrix sp.) törzsei a bányászatban alacsony fémtartalmú ércek és meddőhányók fémtartalmának gazdaságos kinyerésére használ​hatók.    

3.2.3.3. HYDROGENOBACTERACEAE (HIDROGÉNT OXIDÁLÓ BAKTÉRIUMOK) 
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                                                                   Hydrogenobacter  thermophilus


A hidrogén a mikrobiális metabolizmus  közönséges terméke, ezért a hidrogén energiaforrásként, elektrondonorként való hasznosítása is jól ismert a mikrovilágban. A legtöbb hidrogént oxidáló a fakultatív litotrófok, és a kemoorganotrófok között található.


Az egyik legjobban vizsgált, denitrifikálásra is képes hidrogénoxidáló baktérium az Alcaligenes eutrophus, amelyben két hidrogenáz,  egy citoplazmában működő és egy membránhoz kötött teljesíti feladatát. Ez utóbbi a hidrogénről származó elektront egy quinon közvetítésével juttatja a citokrómrendszeren keresztül az oxigénre. Ez az elektrontranszportlánc segíti a membránpotenciál kialakulását és az ATP termelést, a citoplazmikus enzim pedig a redukált kofaktor (NADH) ellátást szolgálja.


Obligát kemolitotrófok, amelyek szén-dioxidból építik fel szervezetüket a kénbaktériumok között gyakran találhatók. Külön kiemelendő a kemoautotróf, aerob Desulfonema nemzetség fonalas felépítésű fajai, amelyek megfelelő felü​leten csupán szén-dioxidból és hidrogénből képesek felépíteni a telepüket. A növekedésüket serkenti az acetát, de hosszú és rövid zsírsavak ugyancsak elektron​donorként szolgálhatnak. A membránjukban megtalálható a citokróm‑c és a citokróm‑b. Táptalajba szuszpen​dálva nem tenyészthetők csak a táptalaj felületén növekednek. A gázfelvétel növekedést limitáló faktor! 


Hőtűrésük miatt érdemelnek figyelmet azok a hőforrásokból izolálható, aerob, obligát kemo​litotrófok, amelyek a mole​kuláris hidrogént energiaforrásként, elektrondonorként, a szén​di​oxidot pedig szénforrás​ként hasznosítják. Nitrogénforrásként ammóniát, illetve nitrátot igényelnek. A növekedésükhöz előnyös a 75 % hid​rogént, 15 % széndioxidot és 5 % oxigént tartalmazó atmoszféra. A szén-monoxid felszaporodása esetén (90 % szén-monoxid, 5 % szén-di​oxid, 5 % oxigén) a növekedésük leáll. Membrán​hoz kötött hidrogenáz aktivitásuk sejtmentes kivonatban is működő​képes marad. Az elektrontranszportláncuk különleges tagja a 2‑met​iltio‑3‑tetrahidro‑(6,7)‑multiprenil-1,4‑naftokinon (metiona​quinon). Típustörzsüket (Hydrogenobacter thermophilus) 1984‑ben Kawasumi és társai izolálták. A törzs  65 oC-on 85 % H2,  5 % O2, 10 % CO2  össztételű  gáztérben jól tenyészthető  nikkel- és vas-ionokat és szervetlen anyagokat tartalmazó szilikagél lemezen.

3.2.3.4. SIDEROCAPSACEAE  Vas és Mangánoxidáló baktériumok


A család tagjai bimbózva osztódó, tokos, aerob, illetve mikro​aerofil baktériumok. Nevük a görög  vas szóból szárma​zik. Energianyerés céljából vasat, illetve mangánt oxidál​nak. E családhoz tartozó baktériumok életműködése hozta létre a vas‑, illetve mangánérctelepek egy részét. 


Tiszta tenyészetüket nehéz előállíta​ni, mert főleg algák, vízi növények közelében, velük laza életközösségben élnek. Nagy mennyiségben fordulnak elő az aerob epilimnionban, de fellelhetők a tavak fenekén, az anaerob hypolimnion tagjaiként is. Termé​szetes élőhelyükön a tokanyagban nagy mennyiségben halmozódik fel a vas-oxid, illetve mangán-oxid, amitől a vörösbarna, illetve olajzöld színük származik. Kisméretű sejtjeik átmérője alig éri el az 1 m‑t, ugyanak​kor a tokjuk elérheti a 10‑50 m méretet is. Ezért egyesek a Sidero​capsa eusphaera helyett az Arthrobacter siderocapsulatus elneve​zést javasolják. A tok vasoxid-tartalma oxálsavval, vagy egyszerűen sósavval könnyen eltávolítható.


Különleges csoportot képviselnek a mágneses térre érzékeny baktériumok. Alig húsz éve figyeltek fel arra, hogy egyes Gram‑negatív, ostorral mozgó, obligát mikroaerofil kemohe​terotróf szervezetek haladási irányát a mágneses tér változtatásával befolyásolni lehet. A prokarioták különleges, de heterogén csoportját soroljuk ide. Közös bennük a mágneses térre való érzékenységük és a vasfelhalmozódás, amit az elektronmikroszkópos felvéte​leken jól látható magnetoszómák, láncszerűen elhelyezkedő, magne​titet tartalmazó képletek megjelenése jellemez. Joggal feltételezhető, hogy magnetikus reakciót nem mutató rokonaik nagy számban élnek a talajban és vizekben. 


Az axenikusan tenyészthető, nitrogénfixálásra képes, kemoheterotróf Aquaspi​rillum magnetotac​ticum mik​roaerofil spirillumot 1981‑ben izolálta elő​ször Blakemore egy víztisztító üzem medencéjéből. Ochrobi​um-hoz hasonló, kokkoid alakú, ostorral mozgó Bilo​phococcus mag​netotacticus egy víztároló üle​dékéből származik.


A Metallogenium nemzetség fajai az eddigiektől elkülönítve tárgyalandók. A 0,5 m méretű ​bimbózó kokkuszok​ból összeálló, akár 10 m hosszúságú fonalakba rendeződő mikrokolóniáikban  mangán​-dioxid rakódik le. A Metallogenium fajok baktériumok, mycoplasmák, gombák, algák parazitáiként ismertek. Önállóan, tiszta kultúrában nem sikerül fenntartani őket, csak biner kulturában tenyészthetők. Növekedésükhöz a mangán esszen​ciális. A metal​logeniummal fertőzött gomba mangán nélkül tenyésztve számtalanszor tünetmen​tesen átoltható és a fertőzött​sége csak a tápközeghez adott mangánsóval hívható elő. A parazita elszapo​rodva végül is a megtámadott sejtek lízisét okozhatja. Metallogenium-fertőzés előhívá​sára más fémsók, például thallium-acetát is alkalmazható. A biner kulturákat  különböző ásványi (rodonit, olivin, biotit, magne​tit, piroluzit) előfor​dulásokból a fémoxidok biotechnológiai előállításá​ra használ​ják. 
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                                       Metallogenium personatum fejlődése agar táptalajon        


3.2.3.5.  Fémkiválást okozó prokarionták    


A fémek kiválását okozó prokario​ták​ említése itt rendszertanilag nem indokolt, mégis a természetről alkotott képünk bővítése megkíván​ja néhány kép​viselőjük tár​gyalását. Ezek a baktériumok jóllehet oxidálják a vas- és mangán-ionokat, de autotróf módon, egyedüli elektron​donorként nem hasznosítják ezeket a fém ionokat. Az azonban kétségtelen, hogy ott élnek, ahol a vas- és mangánszint az átlagosnál nagyobb.


A Naumanniella fajok neve Einar Naumann svéd limnológusra emlékezteti a természetkutatót. Pálcika alakjuk miatt egyesek Blastobacter-ként írták le őket. Az Ochrobium ( sárga,  élet) fajok mozgékony pálcikák, amelyeknek a sárgás áttetsző tokja a flagellum helyén nyitott és ezért mikroszkópon lópatkószerű alakot mutat a sárga tok. A  Siderococcus sp. apró (0,2‑0,5 m), bimbózással szaporodó sejtjei nem alakítanak tokot, de a környezetükben nagy mennyiségű ferrihidroxid csapódik ki. A sejteket fonalszerű kép​let rögzíti egymáshoz és az aljzathoz, így láncszerűen találjuk őket termé​szetes élőhelyükön.


Fémkiválasztás szempontjából gyakorlati jelentőségű a hüve​lyes baktériumok fémoxidáló aktivitása. Ezek az aerob Gram‑nega​tív pálcák egyedileg mozgékonyak. Nagy tömegben, főleg természe​tes vizeink aljzatához tapadva, fonalas elrende​ződésben fordulnak elő. Fonalaikat hüvely veszi körül, amelyben főleg vas-oxid halmo​zódik fel. Forrásokban, bányákban jól látható rozsdás bevo​natot adnak. Szennyezett vizeinkben nagy mértékben elszaporodhat​nak. Mivel a fém oxidációja nem ad elegendő energiát, ezért szívesen használják fel a szennyvizeink szerves szénforrását is. 


A cukorgyárak elfolyó szennyvizében nagy mennyiségben fordul elő a Sphaerotilus natans és a Sphaerotilus discophorus. Heteropoliszacharid hüvelyt választanak ki maguk köré, ami a természetes élőhelyükön jellegzetes fonalas megjele​nési formát okoz. Agar táptalajon, annak összetételétől függően, bőséges tápanyagellátottság esetén sokszor egyedi sejtekből álló fényes telepet alkotnak, majd e telepekből később a tápanyagel​látás csökkenésével fonalas alakban elhelyezkedő nyúlványok in​dulnak fejlődésnek. A sejtekben tartalék tápanyagként poliszacha​rid és polihidroxi-vajsav, a hüvelyben pedig ferri-oxid gyűlik fel.


Az enyhén savanyú kémhatású, ferro-hidroxidot tartalmazó vize​inkben nagy mennyiségben fordul elő a Leptothrix ochracea, másné​ven okkerbaktérium. Természetes élőhelyén a felhasználható szer​ves anyag általában csekély, viszont jelentős mennyiségű a sava​nyú oldatban levő redukált vas. Winogradsky már 1888‑ban felfi​gyelt a faj vasoxidáló tulajdonságára. Úgy vélte, hogy a bioló​giai folyamatban képződő ferri-hidroxid a baktérium hüvelyé​ben vasoxid-  szemcséket alkotva csapódik ki. 


Mangánsók jelen​létében mangándioxid-szemcsék rakódnak le a baktérium hialin hüvelyében. Egy idő után a baktérium elhagyja a fémoxidokkal terhelt hüvelyét és új hüvelyt fejleszt, amiben újra megindul a fémoxid kiválasz​tása. Egyértelműen nem sikerült igazolni a vasoxidációban a mik​roba litotrófiáját, mert a tenyésztési körülmények az oxigénellá​tottság és a pH-viszonyok a vashidroxid spontán oxidációját is okozhatja, a hüvely pedig a kris​tályosodáshoz adhat megfelelő miliőt. Vasoxidkiválást tapasztal​tak még a Phragmidiothrix, Crenothrix és Clonothrix fajok hüvelyében.


Vasoxid-lerakódást figyelhetünk meg a különböző függelékes Gram‑negatív baktériumok rögzítő képleteiben. Így például a Gail​lonella fajok — amelyeknek a nevét egy neves Dieppe‑i zoológus​ról (B. Gaillon 1782‑1839) eredeztetik (Ehrenberg 1838) — nagy mennyiségű vas-oxi​dot halmoznak fel. Tiszta tenyészetüket ez ideig nem sikerült előállítani. 


A Gaillonella fajok bab alakú sejtjei vas-oxidot tartalmazó, megcsavart  szalagok végein ülnek. Hasadással osz​tódva, mindegyik sejt újabb szalagot választ ki. Az osztódó sejt nem mindig azonos, lehet ostorral mozgó is, amely új helyet keresve és találva elkezdi a fonalképzést. Vízfo​lyásokban tavas​szal mindenütt előfordulnak. Olyan nagy tömegben képesek elszapo​rodni, hogy a városi vízvezetékrendszerben dugulást okozhatnak. A kemolitoautotróf Gallionella szén-dioxidot köt, a vasiont (esetleg mangánt) pedig elektrondonorként haszno​sítja. A mikroaerofil Gail​lonella ferruginea 1 g száraz sejtre vonatkoz​tatva naponta 150 g ferro-iont képes oxi​dálni. (1 m rögzítő szalag 4x10 g ferri-iont tartalmaz.)


Természetesen nem minden függelékes faj halmoz fel fémoxidot a rögzítő alépítményében. A kemoorganotróf Nevskia, amelynek típustörzsét a Néva folyóból izolálta Famintzin l892‑ben, bőrszerű bevonatot alkotva minden​felé előfordul a víztartályok, vízfolyá​sok, mocsarak arra alkalmas szilárd felületén. A Nevskia ramosa sejtjei elágazó ágacskák végein ülnek. Osztódás után mindegyik sejt önállóan fejleszti a rögzítő alépít​ményét. Minden elágazás a populációban végbement egy‑egy sejtosz​tódás emléke. Az utódok közül egyesek ostorral rendelkezve kere​sik a meg​telepedésre al​kalmas új élőhelyüket.

     [image: image90.png]



                             Gaillonella                                                                 Nevskia 

3.2.3.6. MIKROVILÁG ÉS A NITROGÉN
.


Nitrogén az élő szervezet számára nélkülözhetetlen, biogén elem. A fehérje tömegének 10‑15 %‑át teszi ki. Az élő és élettelen világ közötti szüntelen körforgását a mikrovilág kata​lizálja. Legna​gyobb mennyiségben a légkör kevéssé reak​cióképes alkotóele​meként, színtelen, szagtalan gázként fordul elő. (Megjegyzendő: a hármas kötés (:N:::N:) disszociációs energiája 940 kJ, míg az oxigén disszociációs energiája csak 493 kJ !)


Kisebb mennyiségben a légkörben abiogén eredetű vegyüle​tei (NO, N2O, NH3) is megtalálhatók. Az élettelen környezetben anionként főleg nitrát, kationként pedig ammó​niumsó formájában fordul elő. Szerves kötésben - az élő szervezet építőeleme​ként - a fehérjék​ben, nukleotidokban és a nuklein​savak​ban talál​ható. A növényvilág és a mikrovilág a nitrogént általában mindkét só formájában, kationként és anionként is fel tudja venni. Ezen túlmenően a mikroorganizmusok a légköri nitrogén meg​kötésére is képesek és ezzel a tevékenységükkel a föld​felszínen évmilliárdokkal ezelőtt az élet lehetőségét teremtették meg. Századunkban az emberiség a műtrágyagyártás megindításával beavatkozott a természet évmil​liárdok alatt kimunkált rendjé​be, megzavarta a nitrogénciklus kiegyensúlyozott működését​.  A szerves kötésben előforduló nitrogén minerali​zációján kívül az elnitrátosodott környezet denitrifikálása is a mikrovilág  feladata.

Az ammónia asszimilációja


Az élő szervezet környezetében levő ammónia asszimilációját leginkább a megfe​lelő redukált kofaktort igénylő glutaminsav-dehidrogenáz segíti. Ez a reverzbilisen működő enzim adott esetben az ammónia kivá​lasztását is katalizálhatja:

                                            COOH                                                  COOH

                                             |         glutaminsav-dehidrogenáz         |  

                                        H‑C‑H                                                   H‑C‑H 

                                             |                   NH3                                   |

                                        H‑C‑H      __________________       H‑C‑H

                                             |                                                             |

                                            C=O       NAD(P)H   NAD(P)+         H‑C‑NH2
                                             |                                                             |

                                            COOH                                                  COOH

Az ‑ketoglutársav helyett némely esetben a piroszőlősav is képes reduktív módon ammóniát felvenni az alanin-dehidrogenáz segítségével: 

                                          CH3                                                  CH38
                                           |                 NH3                                |

                                          C=O      ------------------------       H‑C‑NH2 

                                           |               NADH      NAD+              | 

                                          COOH                                             COOH 

A fenti két aminosavból ezután transzamináz katalizálta reak​cióval a szervezet növekedéséhez, a fehérjeszintézishez szükséges aminosavak egy részének a képződésére nyílik lehetőség.

                     glutaminsav  +  -ketosav ==========> -aminosav  +   -ketoglutársav

                                                                 transzamináz
Az ammónia biológiai hasznosításának másik útja a glutamin​sav amidálá​sa, amit a glutamin-szintetáz enzimkomplex végez:

                    ATP               ADP                                                 NH3
    glutamát ================> -glutamilfoszfát ================> glutamin 

                                                                                                           Pi

Az ATP felhasználásával képződő glutamin, mint könnyen hasznosít​ható aminodonor vesz részt a köztes nitrogén-anyagcserében, aminosavak, nukleotidok és az aminocukor bioszintézisében. A glutamin-szintetáz szerepe a légköri nitrogén megkötésében is nélkülözhetetlen. Maga az enzimkomplex fontos szabályozó szerepet tölt be. A 12 alegységből felépülő enzimkomplex működését alloszterikusan, sokoldalúan (multivalens módon) szabályozzák azok a vegyületek, amelyeknek a bioszintézise glutamint igényel. A glutamin-szintetáz adenilezhető 12 alegységét allosztérikusan, specifikusan gátolhatja az AMP, a CTP, a GMP, a NAD+, a triptofán, a hisztidin, az aszparagin, a karbamil-foszfát, a glicin, az alanin, a glükózamin-6-foszfát és a p-amino-benzoesav. A multivalensen gátolt komplex végül tirozil- oldalláncainak adenilezésével inaktív formát vesz fel, amely csekély aktivitást mutat. Szükség esetén az adenilcsoportok enzimkatalizálta lemozdításával a komplex újra aktív formába kerül majd megindítja a glutamin-szintézist (részleteit lásd a 2.6.1.3. fejezetben).

 A nitrát-asszimilációja

Az élővilág a nitrátot csak ammónia formájában képes hasznosítani. 

NO3 ===========>  NO2  =========>  NO  =======>  NH2OH =========>  NH3

                 2 e                              2 e                              2 e                                2 e 

Az asszimilációs folyamat első lépését FAD‑ot és molibdént tartalmazó fehérje katalizálja. A redukcióhoz NADPH hozza az elektronokat. Az első redukciós termék a nitrit, amely ezt követően két elektron felvételével nitrogénoxiddá, tovább redukálódva hidroxil​aminná, majd újabb két elektron, összesen tehát nyolc elektron felvételével a nitrát ammóniává redukáló​dik. A redukciós folyamat nagy energiaigénye miatt itt is jól működő szabályozási mechanizmus védi a mikroba érdekeit. Aerob körülmények között, könnyen hasznosítható nitrogénforrás jelenlé​tében a nitrátot redukáló enzimrendszer ki sem fejlődik. A nitrátasszimilációra képes szervezetek a tápközegből először az ammóni​át veszik fel és csak ennek elfogyasztása után térnek a nitrát hasznosítására. Ez az út nem tévesztendő össze a nitrátlégzés redukciós lépéseivel, amikor a nitrát csupán elektronak​ceptorként szerepel a terminális oxidáció folyamatában. A prokarioták sok esetben képesek anaerob korülmények között nitrátlégzésre, de n​itrogén​forrásként csupán nitrátot tartalmazó táptalajon NADPH hiány esetében  nem képesek növeked​ni.

Az ammonifikáció


Ammonifikációnak nevezve foglalható össze a szerves anyagot lebontó szaprofita mikrobák tevékenysége, a fehérjék és más nitrogént tartalmazó szerves vegyületek mineralizá​ciója. Ezek a mikrobák elsősorban saját szervezetük felépítését végezve hasznosítják az életterükben található szerves anyagot és csak a feleslegben képződő ammóniát választják ki a kör​nyezetbe.

                             HOOC--HCH--NH2   ========>   2 CO2 + NH3 + H2O      736,7 kJ

A nitrifikáció


Az ammónia energetikailag előnyös oxidációját nitrifikáló baktériumok végzik. A Nitroso- fajok (Nitrosomonas spp. Nitrosococcus spp.) az ammóniát a szervezet számára toxikus nitritté oxidálják. Ennek továbbalakítását Nitro- fajok (Nitrobacter spp.) végzik
                                O2  

                  NH3  ======>   HO-N=O   +   H2O                                               G =   276  kJ

                                                                                         O2
                                                                    KNO2  ==========>  KNO3         G=  73,3 kJ 


A képződő negatív töltésű nitrátionok a csapadékkal a talaj mélyebb rétegeibe vándorolva szennyezik a talajvizet. Itt dúsul a fel nem használt műtrágya maradéka is. A talaj​víz el​nitrátosodása a fogyasz​tásra alkalmas víz6készle​teink men​nyiségét drámaian csökkenti.

A nitrogénkötés


Az élővilág fennmaradása szempontjából fontos szerepet tölt be a prokariotákban működő nitrogenáz enzimkomplex, amelyik a légkö​ri nitrogén megkötésére képes (N-ből NH3  képződik). Ez a molibdén tartalmú enzimkomp​lex megfelelő elektrondonor és bőséges ATP-ellátás esetén anaerob körülmények között végzi reduktív feladatát:

                      N = N  =======>  H-N=N-H  ======>  H2N - NH2  =======>  2 NH3
                                       2 e                             2 e                                  2 e

A fakultatív anaerob Klebsiella, illetve a Rhizobium aerob körül​mények között nem köt nitrogént, ezért csak asszimilálható nitrogénforrást tartalmazó táptalajon tenyészthető.



Az oxigénre különlegesen érzékeny N‑kötő enzimkomplexeket különböző aerob, anaerob, és fakultatív anaerob prokariotákból  izolálták. Az Azotobacter vinelandii, Bacillus polymyxa, Clostri​dium pasteurianum, Klebsiella pneumoniae, Rhizobium sp.,  a foto​tróf baktériumok és a Cianobaktériumok (kékeszöld algák) különbö​ző képviselőiből nyert enzimkészítményekben és sejtmentes kivona​tokban működő nitrogenázokat hasonló felépítésűnek találták.


Minden esetben a nitrogén több lépést igénylő  redukciója egy több alegységből felépített molibdént és vasat tartalmazó fehér​jén következik be. Az obligát anaerob Clostridium pasteurianum  nitrogénkötő rendszere fermentációs úton nyert energia és elektron felhasználásával működik. Az anaerob erjedéssel képződött piruvát több lépésen keresztül ecetsavvá alakul, miközben a TPP‑acetál, az acetil‑CoA és az energiagazdag acetilfoszfát őrzi a dekarboxilezés energiatartal​mát. Ennek az energiának egy része használódik fel a ferredoxin redukciójára, ami azután a nitrogenáz felületén az aktivált nitrogénmolekula teljes redukcióját biztosítja. A redukcióhoz szükséges energiát az acetilfoszfát bomlásakor képződő ATP közvetíti. Elektrondonor (ez esetben a piruvát) jelenlétében ez a rendszer olyan aktívan működik, hogy nitrogén hiányában ‑ mivel proton mindenhol jelen van ‑ az enzimkomplex hidrogént termel. 

szénhidrát

                                                                                                 N2               NH3
           ATP                    NADP+       NADPH                                                               ADP

                                                                                                        MoFeS

                                                                                                    nitrogenáz 


CH3                                     ferredoxinred                   e                                              ATP

C=O             

COOH                 TPP                              CoA-S-CO-CH3                       Pi                       CH3
                                                                                                                                             COOH



                                                                                                                 CH3
CO2                     TPP-acetál                          CoA-SH                            C=O                     ADP

                                                                                                                 O-PO3H2

                                           ferredoxinox     

Az aerob Azotobacter vinelandii nitrogénkötő rendszere számára a redukcióhoz szükséges elektronok a szénforrás teljes elégetése közben jelennek meg NADPH formájában. Az ATP pedig az oxidatív foszforilálás terméke. Az Azotobacter fajok membránjának igen erős légző aktivitása akadályozza a sejten belüli redoxpotenciál kedvezőtlen irányú változását (lásd 2200. fejezet).

G-6-P                                                                                                                   N2
(izocitrát)                                                  flavodoxinred                                                         ATP

                                         NADP+                                                                                   

                                                                                             azotoflavinox
                                                                                                                        nitrogenáz

                                                                                                                          MoFeS


                                                                                             azotoflavinred
                                        NADPH                                                                                          /

6-PG                                                         flavodoxinox                                                         ADP

(oxálacetát)                                                                                                         NH3 

Az aerob körülmények között élő Azotobacter vinelandii eseté​ben a négy vasat és nyolc ként tartalmazó, hőlabilis, oxigénre érzéketlen flavodoxin redukciójához szükséges elektronokat a NADPH szállítja. Az elektron végül is a hőérzékeny flavodoxinról az azotoflavinon keresztül jut el a molibdoproteinen redukálódó nitrogénre.

 
A Rhizobium törzsek. esetében a bakteroidok körül feldúsuló leghemoglo​bin köti meg az odakerülő oxigént. A Cyanobacterium fajok​nál egyrészt a nitrogénkötő sejtek különlegesen vastag fala, másrészt a hetero​ciszták hidrogenáz aktivitása védi a nitrogenáz rendszert az oxigén káros hatásától. Ez utóbb említett enzim a nitrogénkötés közben képződő hidrogén​nel a bejutó oxigént vízzé redukál​ja. Valamennyi hidrogéngáz egyébként minden esetben, tehát nitrogén jelenlétében is képződik. (Az USA szójater​mő területein a nitrogénfixálás melléktermékeként évente 2 millió tonna hidrogén képződik.)


A nitrogénkötés fölöttébb energiaigényes folyamat (20-30 ATP szükséges egy nitrogén- molekula megkötéséhez). Ezt az energiát a mikroba vagy a környezet​ből szerzi (pl. fényenergia) vagy a saját köztes anyagcseréje szolgáltatja ATP formájában.


A Rhizobium esetében a 220 kDa méretű, négy alegységből felépülő fehérje 24 vasatomot tartalmaz. Ehhez kötődik a kisebb méretű, két molibdénatomot tartalmazó, molibdo-ferredoxinnak nevezett fehérje. A reakcióhoz szükséges elektronokat a két alegységből álló, négy vasatomot tartalmazó, azoferredoxinnak nevezett dimer szállítja. 


A nitrogenáz enzimkomplex mindkét tagja - a dinitrogenáz és a dinitrogenáz-reduktáz -  SH-csoportokat tartal​maz, ami nemcsak a reduktív körülmények fenntartásának kedvez, de a komplex oxigénérzékenységét is indokolja. Az egyes mikrobák esetében az enzimkomplex körüli tér oxigén​mentességét különleges szerkezeti elemek, illetve a célnak megfe​lelő enzimek működése biztosítja.


A nitrogenáz aktív centrumában képződő ammónia el​távolításá​ról ezekben a mikrobákban egy különleges  glutaminszintetáz gondos​kodik, amely igen csekély ammóniaszint esetében is működőképes (KM=0,2 mM).  A képződő ammónia folyamatos el​távolítása azért szükséges, mert egyrészt represszálja a nitrogénkötésben szereplő enzimek képző​dését, másrészt mint általános sejtméreg is károsíthatja az élő sejtet. Megjegyzendő, hogy az élővilágban általánosan előforduló glutaminszintetáz egy nagyságrenddel nagyobb koncentráció jelenlétében (KM = 1,5‑3 mM) működik kielégítő aktivitással. A rendszer működése folytonos -ketoglutársav ellátást igényel!   


A különleges szintetáz terméke, a glutamin egy különleges, vas‑flavoproteint tartalmazó, NADPH‑fü​ggő reduktív amináz (glutamát-szintetáz) hatására ‑ketoglutársav​val reagálva  glutaminsavvá alakul. Az így képződő glutaminsav azután amino​csoport-donorként résztvesz a sejt élet​működéséhez szükséges aminosavak szin​tézisében.


Ez az enzimrendszer szinte minden nitrogénkötő sejtben megta​lálható. Sőt a rendszer egyes elemeit nitrogént nem kötő mikroor​ganizmusokban is megtalálták; így például az Aerobacter aeroge​nes‑ben is működőképes. Az Escherichia coli‑ban a glutamát képző​dését egy vas‑kén fehérje segíti.


Az energiaigényes nitrogénkötési mechanizmus szabályozott​sága a létért folytatott küzdelemben a fennmaradás, a túlélés felté​tele. A bonyolult szabályozási mechanizus kulcsfontosságú eleme ugyanaz a glutamin-szintetáz, amelyik a nitrogént nem kötő szer​vezetekben oly finoman szabályozza a nitrogén‑anyagcsere enzimei​nek a képződését. Az Escherichia coli 12 alegységből álló glutamin-szintetázának a működését a sejten belüli szabad aminosavak mennyiségi viszonyai befolyásolják. Az aminosavak feldúsulása al​loszteri​ku​san gátolja az egyes alegységek működé​sét. A tartósan gátolt alegységek adenilezésével végül is inaktiválódik a gluta​min- szinte​táz.


A nif-lokusz géncsomagjairól a vizsgálati módszerek fejlődése egyre részletesebb adatokat szolgáltat. Több laboratóriumban végzett kísérletekkel igazolták. hogy a dinitrogenáz géncsomag nif-H és nif-D génje csak a nitrogénkötő mikroorganizmusokból nyert DNS-készítményekkel hibridizál. Nem hibridizál azon mkroorganizmusokból nyert készítményekkel, amelyek a törzsfejlődés folyamán elvesztették ezt az ősi képességüket.  

 Klebsiella pneumoniae nitrogenáz rendszerének vázlata

                                            |<---------------nif-lokusz--------->|

    |G6P-dehid.|  |His-locus| | nif-B| | nif-F| | nif-D| | nif-H| | nif-G| | sikimát| |  G S |  | Glu-szint.|
=========================================================================================================  
                                                                                  serkentő                    inaktív           gátló

                          .............................................................                        Gln-szintetáz       hatás!   

nitrogenáz ...:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::..               (adenilezett!)

komplex  ..::::::::::::::Fe:::   -----Fe-----Fe------ ::::Fe:::::::::::::::::

             :::::::S:::::::: -----------------------------::::::::S::::::
             :::::::::::Fe::-----------------------------------------:::Fe::::::::

 n(H+)   ::::::::::::::----------------------------------------------:::::::::::        aktív glutamin-szintetáz
             :::::::Fe:-------------------------------------------------::Fe::::                    ADP  

             :::::::::::---Fe-------------------------------------- Fe-- :::::::::::                       /\                       

N=N     ::: Fe:::---------------------- Mo ----------------------:::Fe::::       NH3                        ATP

             :::Fe:::::--------------------- Mo ------------------:::Fe:::                  
            ::::::::::::::-- Fe----------------------------------  Fe---::::::::::::             COOH          COOH       

            ::::::::Fe:::::-------------------------------------------:::Fe:::::::::             |                     | 

n(H2)   :::::::::::::::::::-------------------------------------:::::::::::::::::::         H-C-NH2       H-C-NH2                               

             :::::::::::::::Fe::::----Fe-----------------Fe---::::::Fe::::::::::::::             |                      |

               :::::::S::::::::::::::::::.................::::::::::::::::S:::::            H-C-H            H-C-H

                     :::::::::::::::::::::::::::Fe::::::::::::Fe::::::::::::::::::::::                    |                      |

                                                                                                               H-C-H            H-C-H

                                                         |                                                          |                       |

                                                ................                                              O=C-NH2            COOH

    ATP                                   .........S...........          ADP                                         +Pi

                                             .........................   

                                           ... Fe..............Fe...

         azoferredoxin            -----------------------

                                            ...Fe.............Fe...

                                             .........................                                               

                                               .........S..........                           \/

                                                   ...........                           glutamin       NADPH  NADP+
                                                         |                                                                           \

                                                 elektron                     -ketoglutarát                                  2 Glu       

                                               transzport                           /\ 

                                                   faktor                                     glutaminsav-szintetáz

                                                        |

                                                 elektron

                                                   donor

Géncsomagok (cluster):                                                                                  

nif-B gén   Mo aktiváló faktor

nif-F gén   transzport faktor                                                 \/

nif-D gén  Fe-S-fehérje I.                                               aszpartát                             oxálacetát

nif-H gén  Fe-S-fehérje II.                                                                  transzamináz
nif-G gén  nif-lokuszt ellenőrző fehérje                                             

                                              A nitrogenáz-rendszer működése
A szénforrás dehidrogénezésével vagy a fényenergia hasznosításá​val nyerhető, redukált kofaktorok táplálják a rendszert. N2-kötéshez szükséges 3 x 2 e-  és  ATP


                                        NADPH                                                 NADP+
                                                 

 (flavodoxin)              ferredoxinox                     oxidoreduktáz               ferredoxinred

                                  vasfehérjered        dinitrogenáz-reduktáz        vasfehérjeox
                        

     MgATP                                                                                                                 MgADP

                                 vasfehérjered                                                 vasfehérjeox
                                   MgATP                                                      MgADP

                Molibdén-vas fehérjeox                  dinitrogenáz              Molibdén-vas fehérjered

   H-C = C-H                            N       N                                 2  H+
           |                                                                                        |

   H2C = CH2                       H-N        N-H                                 H2
                                             H              H

                                                N        N

                                             H              H

                                              NH3   NH3

A nitrogenáz aktív centrumában mint nitrogénanalóg, az acetilén is képes redukálódni. A képződő etilén gázkromatográffal egyszerűen mérhető;  ezért a nitro​genáz aktivitás laboratóriumi mérésére  kiterjedten használják az acetilént szubsztrátumként.


A Klebsiella pneumoniae glutamin-szintetázban sérült mutánsai​ban nitrogenáz sem képződik. Ha azonban glutaminanalógként meti​onin‑szulfoximint adunk a tenyészethez, akkor a nitrogenáz képző​dés megindul és hamarosan megjelenik a képződött ammónia is. Megjegyzendő, hogy a metionin‑szulfoximin a Cianobac​terium fajok nitrogénkötő aktivitását is befolyá​solja.


A nitrogenáz komplex képződésért felelős nif‑lokusz géncsomagjainak (nif‑B, nif‑F, nif‑D, nif‑H) működését a szabályozó szerepet betöltő nif‑G génen keresztül az a glutamin-szintetáz befolyásolja, amelynek az aktivitását az anyagcsere különböző nitrogént tartalmazó ter​mékei (glutamin, aminosavak, nukleotidok) határozzák meg. A nif‑régió a hisztidin bioszintézis génjeinek a közelé​ben helyezkedik el. Ettől nem túl távol található a glutamin-szintetáz gén, amit az inaktív adenilezett glutamin-szintetáz represszál.


A nitrogént kötő mikroorganizmusokban az aktív glutamin-szin​tetáz serkenti a nitrogén fixálását végző mechanizmust. Az adenile​zett inaktív glutamin-szintetáz viszont visszafogja a nitrogenáz komplex működését. Enzimszinten a glutamin feldúsulása is fontos szabályozó mechanizmust működtet, de a sejtben felszaporodó ammó​nia is visszaszorítja a nitrogenáz képződését. 


Kiterjedt vizsgálat​ok sem tisztázták még eddig teljesen a növényekkel szimbiózisban élő mikrobák bejutásának a módját a meriszté​mába. Az eddig nyilvános​ságra került eredmények szerint a Rhizobium törzsek nem termelnek olyan enzimeket (pektináz, celluláz), amelyek a bejutást segítenék. 


Egyesek a növények által termelt lektinszerű anyagoknak tulaj​donítanak szerepet). Ezek a lektinek olyan növé​nyi eredetű fehérjék, amelyek egyaránt képesek kötődni a gyökér​szőrök felületéhez és a baktériumok poliszacharid természetű tokanyagához. A gazdasejtből származó lektin és a baktérium poliszacharid külső burka közötti kapcsolat a gyökérszőröket spirális felcsava​rodásra ingerli. Az is bizonyított, hogy a gazdanövény sejtnedvé​ben előforduló anyag hatására a baktérium lektinkötő képessége fokozódik. Bohlool és Schmidt fluoresz​cein‑izotiocianáttal jelzett lektin specifikus kötődésé​vel iga​zolták, hogy csak azon baktériumokhoz kötődött a jelzet​t fehérje, amelyek képesek voltak a gazdanövény fiatal gyökerein gümők kép​ződését indukálni. 


A gazdanövényben előforduló, poliszacharidot bontó enzimek kedvezően módosítják a baktérium külső poliszacharid burkát. A szója esetében például egy galaktózra specifikus lektin kötődik a baktériumnak a növényi sejtfalbontó enzimek által enyhén módosí​tott felszínéhez és ezzel megindul a nitrogénkötő csomók, gümők képződése. A csomóképződést a rifampicin, illetve a kloram​fenikol gátolja.


Az osztódó Rhizobium-sejtek körül fodrozódó gyökérszőrök a baktériumokat szinte körül ölelik. A gyökérszőrökben hamarosan jól látható a növény által kiválasztott anyagból kialakuló fertőző fonal, amelyen az osztódó baktériumok sorba ren​deződve a kéreghez, majd a merisztéma sejtekhez jutnak. Az elektronmik​rosz​kópos felvételek szerint ez a fonal a gyökérszőr sejtmagjával létesít kapcsolatot. Ennek hatására a gyökér kéregsejtjei osz​tódni kezdenek, a fertőző fonal pedig töb​bszörösen elágazva bele​nő ezekbe a sejtekbe.


A fiatal kéregsejtek citoplazmájában a rizobiumok a gazda​sejt által fejlesztett peribakteriális membránnal körülvéve kü​lönféle formát, úgynevezett bakteroid alakot vesznek fel. A gazdaspecifikus nodulin (gümőfehér​je) mellett ekkor képződik a baktériumsejtben levő információ alapján a nitrogenáz komplex. Átalakul a citokrómrendszer. Meg​jelenik a Rhizobium-ban levő információ alapján a leghemoglo​bin, amelynek a fehérje része a növényből szárma​zik.

 
A nitrogénfixálás intenzitása egyrészt a baktériumban levő génektől és azok szabályozási mechanizmusától függ, másrészt jelentős mértékben befolyásolják a nitrogénkötést a környezeti tényezők, az energiaellátottság, a meg​világítás, a fotoszintézis teljesítménye. 

  
A növény szerepe is meghatározó jellegű. Előfor​dul, hogy ugyan​az a Rhizobium törzs az egyik növényben nagy aktivitással köti a nitrogént, amíg a másikban ugyancsak gyenge teljesítményt mutat. Ezért mesterséges fertőzéskor többnyire különböző pillangós növényfajokra specifikus Rhizobium fajok tevékenységét hasznosít​va, baktériumkeveréket alkal​maznak és az adott körül​ményeknek megfelelő törzs kiválasz​tását a természetre bízzák.


A talaj oltására jól használható a tőzegre vitt baktériumszuszpenzió, amit viszonylag könnyen lehet megfelelő mennyiségben a talajba juttatni. Olyan technológia is ismert, amikor az elvetendő mag felületére juttatják a baktériumtenyészetet.


A gümő képződése erősen függ a környezet hőmérsékletétől. Az őshonos növényeinknél általában 7‑10 oC között fejlődnek optimáli​san. A szójabab esetében 15‑18 oC az optimális hőmérsék​let. Előfordul, hogy csak a gümő képződik és nem alakul ki a nitrogenáz komplex. Előfordulhat az is, hogy a gümő bakteroid​jai​ban kifejeződik a nitrogenáz komplex és mégsem köt nitrogént. A talaj-pH is erősen befolyásolja a törzs teljesítményét; általában pH = 3,5‑5,3 az optimális. A lóherefélék (Trifolium) esetében ez a tartomány szűkebb; 4,7 pH alatt nem képződik gümő!

[image: image91.png]




A csomóképződést számos ismeretlen anyag képződése kíséri. Így például az első fertőződést követő gümők képződése akadályoz​za az újabb fertőzés bekövetkeztét. Ez a szabályozó anyag a csomók számát optimális értéken tartja.


A gümőképződés a talaj nitráttartalmától függ; 1 mM‑nál nagyobb koncentráció gátolja a csomóképződést, illetve csökkenti a már képződő gümők méretét. Ennek a hatásnak a csökkentése céljából nitráttűrő mutánsokat állítottak elő. Ezek a szója mutánsok 5 mM kálium-nitrát jelenlétében is fejlesztettek gümőt, a gümők pedig tízszer gyorsabban növekedtek, mint a vad növény nitrogénkötő csomói. 


A Rhizobium-mal való oltást hat óra múlva követi a csomókép​ződés. Ha a baktériumokat előzőleg gyökérszőrkivonattal kezeljük, akkor a csomóképződés már két óra múlva megindul. A kezelés hatá​sára gélelektroforézissel kimutatható egy új fehérje megjelenése a baktériumokban. A tokpoli​szacharidban ilyenkor emelke​dik a galaktóz és csökken a mannóz mennyisége; egyidejűleg megje​lenik a szénhidrát komponensek között az arabinóz és a xilóz. A nitrogénkötés fokozását célzó kutatómunka során nem csak a fixá​lás szempontjából kiemelkedő teljesítményekre képes törzsek kivá​lasztását végzik a mindenkori gazdanövénnyel való kom​patibilitás szempontjából, de jelentős figyelmet fordítanak a növényvédő szereket tűrő képességükre is.


A nitrogénkötésben szerepet játszó asszociációk ismer​tetésekor fontos kiemelnünk a Frankia fajok szerepét. Frankia törzseket izoláltak a Betulaceae, Eleag​naceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Casuarinaceae, Datiscaceae, Myricaceae családba tartozó növényfajok gyökereiből. Ezek a gyökérszö​vetben kialakuló noduluszokban elburjánzó endofitonm szervezetek  mik​roaerofil ​laboratóriumi körülmények között in vitro is képesek nitrogén​kö​tésre.
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A    nitrogén éves körforgalma
A légkör N2-tartalma 3,8x1015 tonna


          Ipari                    Biológiai                                                          légköri                         vulkáni 

   nitrogénkötés         nitrogénkötés          DENITRIFIKÁCIÓ          folyamatok                    működés 

                                                                        természetes                     hatása

           NO3-                 4,4 x 107 t                                                             NO2
          NH4+                 N2-->2NH3                                                           NH3 4                           NH3
                                     -616 kJ                4,3 x 107t     4 x 107t              N2O

       3 x 107t                                                                                         7,6 x 106t                          2 x 105t

       -700 kJ


       növényvilág      1,2 x 1010t

                                                                                                         növényvilág     1,7 x 108t 

       állatvilág         2 x 108t

                                                                                                         holt szerves     9 x 1011t

       anorganikum      1,4 x 1011t

                                                                                                         állatvilág         8 x 108t 

       holt szerves     7,6 x 1011t

                                                                                                        anorganikum      1 x 1011t

       édesvízben oldott   3 x 107t

                                                                                                        tengerben oldott 2 x 107t

       S Z Á R A Z F Ö L D                                                           V I L Á G T E N G E R E K

........................................................................................................................................................

                                 Üledékes kőzetekben 4 x 1015 tonna nitrogén fordul elő

                                       A nitrogén-körforgalom biológiai-kémiai folyamatai

Ammonifikáció   

                                               glikokoll  ====>  széndoxid + ammonia + víz      G°= 736,7 kJ

                                               ammónia  ====>  salétromossav  +  víz                 G°= 276    kJ

Nitrifikáció 

                                          kálium-nitrit =====> kálium-nitrát                              G°=   73,3 kJ

Denitrifikáció

                                           24 nitrát + 5 glükóz =====> 12 N2   +   30 CO2  +   víz

Nitrátasszimiláció                  NO3===> NO2 ===> NH2-OH =====> NH3 

                                                        2e               4e                    2e
Nitrogénfixálás                    N=N ===> H-N=N-H ===> H2N--NH2  ====> 2 NH3
                                                       2e                     2e                       2e
Asszimiláció                             NADPH  NADP+                         ATP

                            ammónia =================> glutamát ==========> glutamin 

                                                   -ketoglutarát                      ammónia  

A denitrifikáció
 
A környezetben előforduló nitrátot a mikroorganizmusok egy része anaerob körülmények között csupán elektronakceptorként, légzési szubsztrátumként hasznosítja, miközben a jelenlevő szerves anyagot elégetik (Pseudomonas sp., Thiobacillus denitri​fi​cans, Micrococcus denitrificans, Serratia sp., Achromobacter sp.). A nitritképződésnek határt szab a vegyület toxicitása.   A redukció eredményeként megjelenő nitrit spontán alakulhat dinitrogén-oxiddá, majd reakcióképes nitrogén-oxiddá, ami a légkör ózontartal​mát csökkenti.


Abiogén denitrifikáció ugyan kimu​tatható, ez azonban elhanyagol​hatóan csekély men​nyiségű. Vannak azonban olyan fajok, amelyek anaerob körülmények között elemi nitrogénné redukálják a nitrogén-oxidokat. Ezek a mikrobák aktív denitrifikáló aktivitásukkal környeze​tünk védelme szem​pontjából életfontosságú tevékenységet végeznek.  A biológiai denitrifikáció a földi élet szempontjából meghatá​rozó jelen​tőségű.  

        2 NO3 =========> 2 NO2 =========> 2 NO ========> N2O ==========> N2
                          4 e                              4 e                             2 e                        2 e
                              24 HNO3   +   5 C6H12O6   ==========>  12 N2  + 30 CO2  +  42 H2O

 Ezen folyamat közben jelentős energia (11930 kJ) szabadul fel, amely az idesorolt obligát anaerob szervezetek számára a szén​hidrát igen gazdaságos hasznosítását jelenti. Egy molnyi glükóz elégetése oxigén jelenlétében 2872 kJ energiát szolgáltat. Ugyanez anaerob körülmények között, elektronakceptorként nitrátot hasznosítva a nitrogén képződéséhez, 2386 kJ ener​giabevételt jelent. Talán nem haszontalan felidézni, hogy anaerob körülmények között a glükóz tejsavas erjedésekor a szabadenergia változás alig 197 kJ energiát tesz ki.


Ezek a mikrobák az elektronakcep​torként szereplő légzési szubsztrátumot, a nitrátot asszimilá​ciós folyamathoz szükséges enzimek hiányában általában nem hasznosít​ják nitrogén- forrásként. Nem képesek a nitrátot ammóniává redukál​ni. Sőt oxigén jelen​létében beszüntetik a denitrifikáló tevékeny​sé​güket, és elektron​akceptorként a gazdaságosabban hasz​nosítható oxigént választják. A mikrovilág denitrifikáló aktivitása a környezetünk állapotának fenntatása szempontjából alapvető jelentőségű. A természetben folyó denitrifikáló folyamat hiányában a fotoszin​tézis által termelt oxigén az elmúlt évmilliók alatt a légkör nitrogéntar​talmát már eloxidálta volna.

Anaerob ammóniaoxidáció tapasztalható a Nitrobacter és a Nitrosomonas törzsek nitrifikáló aktivitásának eredményeként szennyvíziszapot tartalmazó tartályokban, ha az ammónia tartalmú szennyvízhez nitrátot adagolnak. A stöchiometrikusan és energetikailag lejátszódó folyamat:

        5 NH4+  +  3 NO3   =======>   4 N2    +    9 H2O     +    2 H+          Go  =   1483 kJ

A baktériumok tiszta tenyészetben csak aerob körülmények között végzik el oxidációs aktivitásukat. Úgy tűnik, hogy anaerob körülmények között a két faj asszociátuma egymást segítve a feltételezhető nitrátlégzés terhére végzi az ammónia oxidációját.


A nitrit, a hiponitrit és a hidroxilamin redukciója fémionok jelenlétét igényli. Hiányuk a Neurospora crassa-ban a redukciót különböző mértékben akadályozza. (BBA 25:138)

	
	
	   Hiányzó      
	Fém
	
	

	Enzim
	Vas
	réz   
	Mangán
	molibdén
	cink

	Nitrit-reduktáz
	  22 %
	  36 %
	  53 %
	100 %
	  68 %

	Hiponitrit-reduktáz
	  51 %
	  53 %
	  60 %
	100 % 
	100 %

	Hidroxilamin-reduktáz
	100 %
	100 %
	  57 %
	100 %
	  95 %


3.2.4.0. BIMBÓZÓ BAKTÉRIUMOK és a NYELES, FÜGGELÉKES SZERVEZETEK

Gram‑negatív aerob vagy mikroaerofil élőlények. Élőhelyeiken az aljzathoz speciális nyéllel tapadva, azon nyálkás bevo​natot alkotnak. Általában e nyél végén fejlődik a bimbózással szaporodó mikroszervezet (anyasejt). 


A Bergey's Manual ide sorolja a hasadással szaporodó függelékes és nyeles baktériumokat is (lásd a Siderobacteriaceae függeléke​ként szereplő Gallionella és Nevskia fajokat).


A Hyphomicrobium fajok talajból izolálhatók, emlősökre nézve apatogé​nek. Mezofil tulajdonságú, 2‑3 m méretű ovoid sejtjeik nem különülnek el a nyéltől. A külső és a belső membrán, valamint a sejtfal az egész sejtet és a nyelet beburkolja. Jellemző rájuk, hogy a metanolt szén- és energiaforrásként egya​ránt képesek hasznosí​tani, sőt metanollal a Hyphomicrobi​um‑ok növekedése serkenthető. Néhány Hyphomicrobium faj  növekedését Bl2 vitaminnal lehet fokozni. A Stutzer és Hartleb által a múlt században izolált Hyphomic​ro​bium vulgare törzs kipusztult. Az ATCC gyűjteményből ma a neotípus törzs (27500) kérhető.


A Planctomyces fajok a bimbózó prokarioták egy különleges csoportját alkotják. Vékony burokkal ellátott sejtjeikben a pep​tidoglükán sejtfal nem mutatható ki; ezzel egybevágóan a ‑laktám antibiotikumokkal szemben érzéketlenek. Jellegzetes gömbszerű telepet alkotnak. Az eutrofizációt jelezve általában a szerves anyagban gaz​dag vizekben szaporodnak el. Egyik fajukat (a Békeffi Remigről elne​vezett Planctomyces bekefii) l924‑ben Gimesi Nándor izolálta a ma már feltöltött Lágymányosi‑tóból. Ezt követően számos idesorolt édesvizi faj (P. limnophilus, P. staleyi, P. guttaefor​mis, P. hajdui) leírása jelent meg a szakirodalomban. Édesvízben tenyésző fajaikon kívül sótűrő fajokat (P. maris) is izoláltak. Lassan fejlődve glükózt és sót tartalmazó táptalajon is képesek növekedni. Élesztőkivonatot és peptont tartalmazó táptalajon a növekedésük sebessége ugyan felgyorsul, de a generá​ciós idő ez esetben is legalább l3 óra. Megjegyzendő, hogy  az idesorolt fajok egy részét ez ideig axenikusan nem sikerült tenyészteni. 


A Caulobacter fajok főleg édesvízben előforduló, kissé görbült, hegyesedő végű pálcák. Előszeretettel tapadnak elhalt bakté​rium​okhoz. Különlegessége ennek a csoportnak, hogy a rajzó​sejt morfológiailag külön​bözik az irreverzibilisen rögzített, nyeles sejtté alakult őssejttől. A laboratóriumi körülmények között növeke​dő tenyészet kétféle sejtet tartalmaz, egy rögzített alapsejtet és egy mozgé​kony ala​kot. Csak a rögzített sejt osztódik. Mivel ez a fiziológiai különbség a mozgékonyságban je​lentkezik, az anya- és a leánysejt egyszerűen szétválasztható. Az anyasejt és az utód könnyű elkülöníthetősége a tenyészet szinkronizálását megkönnyítette. Az elkülönített rajzó sejtek szinkronizált fejlődése lehetővé tette az egyedfejlődési ciklus differenciálódási jelensé​geinek részletes vizs​gálatát. Nem véletlen, hogy az elmúlt húsz évben Shapiro, Poindexter, Newton és mások éppen a Caulobacter crescentus (ATCC 15252) baktériumon végezték az ostormozgás mole​kuláris biológiai vizsgá​latát. Kutató munkájuk eredményeként ma a fejlődési folyamat kitüntetett enzi​meit kódoló gének térképét is ismerjük.


A mozgé​kony rajzó sejten poláris ostort, az ostor körül pílu​szokat látni, de itt találjuk a DNS- és RNS-fágok receptorait is. A fejlődési folyamat későbbi szakaszában az ostor el​vesztésével a fágérzé​kenység is megszűnik. 


A nyél kifejlesztését a membrán és a pepti​doglükán falszin​té​zis fokozódása kíséri. A nyél anatómiai felépí​tésében jól kimu​tatható a külső és belső membrán között elhelyez​kedő peptidoglü​kán réteg. (A membránszintézis esetleges geneti​kai hibája mega​kadályozza a nyélképződést!)  
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          Hyphomicrobium                                                                       Caulobacter

A kifejlődött nyeles sejtben hamarosan megin​dul a DNS-állo​mány megkettőződése, vala​mint a pilin nevű fehérje szintézise. Időben jól követhe​tően indul meg a mozgásszerv építőele​mei​nek a szinté​zise. Az ostor hasonló szerkezetű, de kromatográ​fiá​val elkülönít​hető (flagellin‑A, flagellin‑B) alegységekből épül fel. Az ostor moz​gását beindító kemotaktikus folyamat műkö​désében résztvevő enzi​mek (metiltranszferáz,  metilészteráz, metilakcep​tor aktivi​tás) szintézise is ebben a szakaszban folyik. Ez utóbbi enzimek akti​vitása az elkészült rajzósejtben éri el a maximális szintet. 
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rajzésejt nyeles sejt oszt6dd seijt




 |                                                                                                      60 perc                                                                  |

                                                                            |------pilinszintézis-------------------|

                                                                                                       |-------------------metilakceptor-----|

                                                                                                                                     |------------észteráz-----|

                                                 |-----nyélképzés-----|

                                                                                                  |-------------ostorkötő-------|    

                                                                                                                      |------flagellin B-----|

|-------flagellin A----|                                                                                        |-----flagellin A------|

                                                                     |-----DNS-replikáció------|

                                   |---------foszfolipid-szintézis--------------|

metiltranszferáz aktivitás

   100                                                      11                                                                53                     12

metilészteráz aktivitás

   100                                                     10                                                               100                      -

metilakceptor aktivitás

   100                                                        1                                                                 50                       6


A fejlődési program várakozás nélkül fut tovább. Az elkészült raj​zósejt a nyeles sejtről leválva megtapa​dásra alkalmas helyet keres, azt megtalálva elveszti ostorát és nyelet fejleszt, majd pedig a DNS megkettőződésével kezdetét veszi egy új szaporodási ciklus; amely (peptont és élesztőkivonatot tar​talmazó tápközeg​ben) 50-60 percig tartó fiziológiai folyamat.

3.2.5.0.. CSÚSZVA MOZGÓ, TERMŐTESTET KÉPZŐ BAKTÉRIUMOK

Szilárd felületen, víz‑levegő határhártyán mozgató szerv nél​kül is képesek haladni. Nyálkás burokkal fedett, aerob illetve mikroaerofil, Gram‑negatív, rövid pálcikák. Öreg korban autolízis​re, szferoplaszt képzésre hajlamos szervezetek. Színesek: proto​porfirint, karotint, melanint tartalmaznak. Egyes fajaik sporan​giumot, termőtestet és ebben myxospórát hoznak létre. Mások vé​kony, de  mechanikai igénybevételt is tűrő sejtfallal rendelkező, gömbalakú, hő‑, kiszáradás‑ és UV‑rezisztens mikrocisztát képeznek.  


A kifejlődött tenyészeteik hűtőben, anaerob körülmények között általában eltarthatók. Kemoorganotrófok, a talajban korhadékle​bontó szerepet vállalnak. Különböző poliszacharidok, cellulóz és kitin lebontására is képesek. Nedves helyeken, állati ürüléken fordulnak elő.

3.2.5.1. MYXOBACTERIALES rend.

A talajból izolált, korhadéklakó Myxobacterium‑ok néhány képvi​selőjét Berkeley 1857‑ben írta le. Valamennyien termőtestet képeznek; sejtfaluk vékony. A nyál​kagombákhoz hasonlítanak, annak ellenére, hogy semmiféle rokonság nincs közöttük; csupán az evolúciós konvergencia érdekes példái.


Évtizedekig a gombák közé sorolták őket. Thaxter csak 1892 ‑ben ismerte fel a csoport tagja​inak prokariota jellegét. A mult század mikrobiológusait megté​vesztette a jelentős méretű, termő​testszerű sejtaggregátum képző​dése. 


A termőtest kialakulásának első lépéseként a sejtek csoporto​sulnak, majd látszólag differenciálatlan sejtmasszává olvadnak össze. Néhány nap múlva, a fejlődési folyamat végén a rücskös felületű nyálkás termőtest gömbalakú spórákat tartal​maz.

  
A spóraképzés előfeltétele a Myxococcus fajok esetében: a tápanyaghiány, a megfelelő sejtsűrűség, a sejtek mozgékonysága és a szilárd felület. Laboratóriumi körülmények között a spóraképzést glicerin, etilén​glikol, indol, feniletanol, dimetilszulfoxid indukálja.


A spóraképzés genetikailag független a termőtest képzéstől. A sejtaggregálódásban sérült mutánsok is spórává alakulhatnak. A mozgás‑hibás sejtek életfunkcióit az ép sejtekből kiáramló anyag​gal stimulálni lehet.


A Myxococcus xanthus rövid pálcika alakú vegetatív sejtjei folyamatosan rövidülve és vastagodva alakulnak gömbölyű spórává. A folyamat során a peptidoglükán sejtfal merevsége fokozódik. A kialakuló myxospóra jól tűri a kiszáradást. Ellenáll a mutagén sugárforrások károsító hatásának, hőérzékeny​sége minimális és a membránt károsító detergensek sem csökkentik az életképességét. Nyugvó állapotban akár tíz esztendőt is kibír az életképesség csökkenése nélkül.    


Az utóbbi évtizedekben antibiotikum termelő képességüket is vizsgálják, mégpedig azzal a megalapozott várakozással, hogy a kölönleges rendszertani helyük különleges, új szerkezetű an​tibiotikumok felfedezéséhez vezet.

Az idesorolt fontosabb családok (fajok):        Myxococcaceae   
   Myxococcus xanthis


                                                        Archangiaceae      
   Archangium


                                                        Cystobacteriaceae
   Cystobacter

                                                     
                                                Melittangium

                                                    
                                                Stigmatella aurantiaca

                                                                      Polyangiaceae      
   Polyangium fuscum

                                                     
                                               Polyangium lichenicolum

                                                    
                                               Nannocystis

                                                     
                                               Chondromyces
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                                               3.2.0.2.. CYTOPHAGALES rend

Gram‑negatív aerob és obligát anaerob kemolitotróf, organo​tróf és mixotróf fajok tartoznak ide. A zsírsavtartalmukra jel​lemző az elágazó  2-, illetve 3-hidroxi származékok domináns jelen​léte. Az organotrófok között agarbontó, cellulózbontó és kitinbontó fajokat ismerünk. Színesek, termőtestet nem képez​nek. Szilárd táptalajon többnyire fonalas alakban jelennek meg. Fermentációs aktivitásuk és légző anyagcseréjük ép; egyes fajaik nitrátlég​zésre is képesek.


Az első idesorolt fajt, a Cytophaga hutchinsonii‑t 1929‑ben Winogradsky izolálta a talajból szűrőpa​pírt használva szelektáló szénforrásként.


A Cytophaga columnaris halpatogén baktériumot (Snake) folyó​ból kifogott lazacról izolálták. A Cytophaga allerginae humán kórokozóként került leírásra (Infect. Immun. 43:206‑216. l984). A szájüregben élő, fakultatív anaerob Capnocytophaga fajok laboratóriumi körülmé​nyek között 5 % széndioxid jelenlétében tenyészthetők.

3.2.5.3. LYSOBACTERIALES rend


Az idetartozó, kitinen jól növekedő baktériumok 70 m hosszú, erősen mukoid telepeket képeznek. A nitrátot nitrogénforrásként hasznosítják. Különösen kiemelendő a lizogén tulajdonságuk. Enzimkészletükkel nem csak a Gram‑pozitív és Gram‑negatív proka​rio​ták, valamint a sugárgombák sejtfala, de az élesztők és fonalas gombák, továbbá a zöld algák sejtfala is lebontható. A Lysobacterium‑ok extracellulárisan pro​teázt, RNS-és DNS-bontásra alkalmas nukleázokat, cellulázt, pektinázt és kitinázt termelnek. Talajmintából könnyen izolálhatók, ha egyedüli szénforrás​ként élesztő​ből, vagy fonalas gombából származó nyers kitin készítmén​yt hasz​nálunk. 


A Lysobacter enzymogenes öreg telepei jelentős mennyiségű sötétbarna pigmentet választanak ki a táptalajba. A L. gummosus nem pigmentet, hanem gumiszerű mukoidot választ ki a közegbe. A L. antibioticus a myxin nevű antibiotikumot termeli.

3.2.5.4.  BEGGIATOALES rend


A hivatalos rendszer idesorolja őket, bár egyre több bioké​miai és élettani, valamint anatómiai megfigyelés indokolja a csoportból való kiemelésüket és a kékeszöld baktériumok függelé​keként való tárgyalásukat (lásd 3226. fejezet).

                                                 3.2.6.0. SPIRÁLIS FELÉPÍTÉSŰ BAKTÉRIUMOK

             Különleges, forogva mozgó, hajlékony, vékony, de hosszú (0,2-0,8 x 5-50m) pálcikák. 


A Spirochaeta félék neve a görög  spirális és haj szóból származ​tatható. Aerob, anaerob és fakultatív anaerob, Gram-negatív, sok esetben láncot alkotó szervezetek. Szaprofita és parazita fajaik környezetünkben szabadon élnek, de patogén fajaik is ismertek. Anatómiai különlegességként a sejtmembrán és a fehérjeegységekből felépülő külső burok között hosszanti irányba húzódó fibrilla kötegeket találunk.


A Cristispira genus fajai (30-150 m hosszú, 0,5-3 m átmérőjű, 3-10 spirált tartalmazó pálcák), csigák és kagylók élős​ködői.


A Treponema genus fajai között ismert kórokozókat találunk. Nevük a  és  forgó fonal szavak összetétele. A szájüreg​ben élő Treponema denticola és T. orale kóros elváltozást nem okoz. De ide sorolható a szifilisz (lues) hírhedt kórokozó​ja, a Treponema pallidum. Az igaz, hogy a fertőzés súlyos kórformájának megjelenése 1490-től ismeretes, azonban Columbus matrózainak a szerepe a terjesztésben minden alapot nélkülöz.


A kórokozó méretei miatt (0,2 m x 5 m) áteső fényben, normál mikroszkóppal nem látható, sötétlátóteres technikával azonban észlelhető. Laboratóriumban sterilre szűrt szérumot, glükózt, piroszőlősavat, ciszteint és glutationt tartalmazó táptalajon életben tartható. Osztódása igen lassú, nyúlherébe oltva jól szaporítható. A sejtfalat határoló külső fehérjefelület által indukált ellenanyagképződés nem ad védelmet az antigén nagyfokú változékonysága miatt.


A primer fertőzés után a gazdaszervezetbe hatoló mikroba a nyirokcsomókba vándorolva elszaporodik, 6-8 hét múlva a véráram​ba jutva létrehozza a bőrkiütésekben jelentkező generalizált fertőzést. Ezután sok éves nyugalmi periódus következik. A harmadik fázis súlyos szívkoszorúér és idegrendszeri elvál​tozásokban jelentkezik. Korai szakaszban penicillinnel gyógyít​ható.
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A Spirillaceae családba tartozó szaprofita baktériumok egyik legnagyobb méretű (3-5 x 16-18 m), édesvizeinkben élő képviselője a Spirillum volutans, citoplazmájában polihidroxi-vajsavat (PHB) halmoz fel (J. Bacteriol  90:817. 1965).


Részletesen vizsgálták az Aquaspirillum serpens mak​romolekuláris sejttakaró​ját. A globuláris fehérjemolekulákból felépülő, legszorosabb hexagonális illeszkedés szerint elrendeződő réteg nátriumlauril-szulfát​tal könnyen eltávolítható. A fehérjeréteg fémionok, elsősorban kálcium közvetítésével ionos kapcsolatban áll a külső membránnal. A detergenssel lemozdított globuláris egységek kálcium, illetve stroncium jelenlétében stabilan visszarendeződ​nek. A regeneráló​dás in vitro más kationok jelenlétében is bekövetkezik, de az így kialakult réteg vizes hígítással újra oldatba vihető.

A Spirillum minor az egerekben élve kóros tünetet nem okoz, az ember számára (egérharapás) azonban patogén.


A hajlott, rövid, tömzsi pálcika alakú Bdellovibrio fajok poláris monotrich ostorral mozognak. Elnevezésük Bdellovibrio bac​teriovorus  (ATCC 15356) a  pióca és az alakra vonatkozó vibrio összevonásából adódik. Gram-negatív fajok fakultatív parazitái. Előszeretettel élősködnek az Escherichia coli sejteken (J. Bacteriol. 91:2006, 95:1952-60). A megtámadott baktérium sejtfalának és a citoplazmában előforduló bio-polimerjeinek a  lebontására szolgáló enzimeket termel. A citoplaz​mamembránon nem hatol át, hanem a periplazmikus térből táplálkoz​va teljesen feléli a megtámadott baktérium sejttar​talmát. Végül többször osztódva kerül a külvilágba. Tápanyagban gazdag, élesztőkivonatot és peptont tartalmazó táptalajon gazdasejt nélkül is képes növekedni. A hártyával elválasztott osztódó sejtek spirális fonalszerű képletet alkotnak, amelyből később fragmentálódva szabadulnak áldozatukat kereső parazitává. A Bdelloviibrio nem képes megtámadni az eukarióta sejteket. Ezzel összhangban az emlős szervezetet nem készteti számottevő immunválaszra. 

           Cryptomyxa californica-ból nyert  Cristispira spp.
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                                        A fakultatív parazita Bdellovibrio bacteriovorus fejlődése


Ismeretes olyan Bdellovibrio, amely különös elős​zeretettel támadja a Clostridium fajokat, de a zöld algák  (pl.a Clorella vulgaris)  sejtfalát is képesek feloldani. A spirális baktériumok  külső fehérjerétege biztos védelmet jelent a Bdellovibrio támadása ellen.


A Campylobacter nemzetség mikroaerofil fajai (hajlott, S alakú pálca) az utóbbi időben hasűri fertőzések kórokozóiként váltak ismertté. Nevük a  és  (hajlott bot) szavakból alakult. Mozgékonyak. Ostoruk háromszor hosszabb a testüknél. Szénhidrátot nem hasznosítanak. 


A Campylobacter jejuni (újabb néven Helicobacter jejuni) kimutatása nem könnyű feladat, speciális körül​ményeket igényel: 5 % oxigént, 10 % széndioxidot és 85 % nitrogént tartalmazó légkörben 42 oC-on szaporíthatók. Szerepük lehet az ulcus k​ialakulásában. Alac​sonyabb hőmérsékleten laboratóriumi körül​mények között a bélbaktériumok túlnövik őket. A C. sputorum a szájban és a genitáliákban élő mikroaerofil parazita.

                                       3.3.1.0. GRAM-NEGATÍV AEROB BAKTÉRIUMOK
Kémiai felépítésük és biokémiai tulajdonságaik alapján meglehető​sen távol álló családokat tartalmaz ez a csoport;


‑ poláros vagy peritrich ostorral mozgó,


- külső membránt fejlesztő,


‑ heterotróf módon táplálkozó,


‑ aerob körülmények között növekedő,


‑ szénhidrátot nem fermentáló,


‑ Gram‑negatív festődésű, ‑ PÁLCÁK és KOKKUSZOK 

3.3.1.1. PSEUDOMONADACEAE


A családnév a görög (hamis, nem szokványos) és a   (parány) szóból vezethető le, ami az idesorolt baktériumok külön​leges tulajdonságaira utal. Jelentős szerepet játszanak a szerves anyagok mineralizáció​já​ban. Kataláz-pozitív, kemoorganotróf, poláros ostorral mozgó pál​cikák. Jellegzetes fluoreszkáló pigmentet választhatnak ki, külö​nösen vashiányos tenyészkörülmények között.


Nagy számban előforduló, főleg talajlakó, a közönséges fertőt​lenítő szereknek (dezinficiens) ellenálló, a detergenseket (pl. sterogenol, ultrasol) is elviselő szervezetek. A vízcsövek tömí​tésére használt kócon is megélve a csapvízben is előfordul​hatnak. Egyes fajaik a szénhidrogéneket egyedüli szénforrásként is képesek hasznosítani. Szerepük az ásványolajjal fertőzőtt környezet megtisztításában is figyelemre méltó.


Biokémiai tulajdonságaik a sejtburok különleges felépítésé​vel függenek össze. A külső membránban a lipopoliszacharid és foszfo​lipid építőelemeken kívül szabályosan rendezett rétegben globulá​ris lipoprotein és glükoprotein molekulák helyezkednek el. A sejtburok külső rétegéből EDTA‑val való kezeléssel 80 % fe​hérjét és 20 % lipopoliszacharidot tartalmazó  frakció különíthető el. A kinyert fehérje 85 %‑a magnéziumion hatására visszaépül az EDTA‑val kezelt sejtburokba. Az így nyerhető, némileg regenerált sejt ozmotikus stabilitása ugyan helyreáll, de osztódni már nem képes.


Más Gram‑negatív baktériumok külső membránjától lényegesen eltérő kémiai szerkezetre következtethetünk, az ellenük hatásos ß‑laktám antibiotikumszármazékok kémiai szerkezetének össze​hasonlításakor is. A hidrofób oldallánccal rendelkező, gyengén savanyú kémhatású benzil‑penicillin (G‑penicillin), vagy a fenoximetil‑​penicillin (V‑penicillin) csak a Gram‑pozitív eubaktériumok ellen hatá​sos. A gram-negatív baktériumok legtöbb faja ellen a külső membránon zwitter ionként áthatoló ampicillin, vagy ennek p‑hidroxi származéka, az amoxicillin hatásos. Ezek a vegyületek azonban nem gátolják a Pseudomo​nas fajok növekedését. Megjegyzendő, hogy in vitro a különböző mikroorganiz​musokból kinyerhető penicillinkötő fehérje béta‑laktám kötőképes​sége közel azonos mértékű. Ebből következik, hogy az antibak​teriális hatás az antibiotikum felvehetőségétől függ. Hatásos származéknak találták viszont a Pseudomonas okozta fertőzés leküzdésére a benzil‑penicillin karboxilezett származé​kát (carbenicillin), amely kémiai szerkezetéből következően könnyedén áthatol a családot jellemző különleges külső membránon
A Pseudomonas fajok széles spektrumú lebontó aktivitása a periplazmikus tér különösen gazdag enzimkészletével magyarázható. Nemcsak a külső membrán és a mureinréteg, de a citoplazmamemb​rán és a peptidoglükán réteg között is nagy mennyiségű feltéte​lezhetően biológiailag aktív fehérje található. Az itt található enzimek több, a gyógyászatban sikerrel hasz​nálható antibiotikum inaktiválására képesek. Ezért sok úgyneve​zett polirezisztens fajt találtak a klinikai anyagokban. Az itt előforduló fehérjék sok esetben plazmid erede​tűek. Sőt, az utóbbi időben tervszerű géntechnológiai munkával sikerült új tulajdonságokkal gazdagítani a kiválasztott fajok enzim​készletét. Ezek közül a murein réteghez kovalensen kötődő lipoproteinek zsírsav elemei a külső membránba nyúlva  rögzítik azt.


Az eddig leírt több mint 250 fajuk között sok növényi kórokozót és állatpatogén fajt találunk.néhányat gyakorlati jelentőségük miatt érdemes megjegyezni:


Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145). Talajból és vizekből gyakran izolálható (0,5‑0,8 x 1,5‑3 m),  poláris monotrich ostorral gyorsan mozgó pálcika. 37‑41 oC-on jól nő, 4 oC alatt viszont nem szaporodik. Nitrát jelenlé​tében anaerob körülmények között is képes szaporodni mint nitrát​légző. Jellegzetes diffuzibilis pig​mentet választ ki. Gyakran előfordul a klinikai anyagokban is sebek, égések és a vizeletkiválasztó rendszer másodlagos fertőzéseként, különösen a széles spektrumú antibiotikumok használatát követően.


Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525). Gyakran okozza az élelmisze​rek fertőzöttségét, mert 4  oC alatt, a hűtőszekrényben tartott felvágott felületén is képes osztódni, azon zöldes bevonatot hoz létre, de 40 oC‑on már nem képes növekedni. Optimális tenyésztési hőmérséklete 25‑30 oC. Folyékony tápközegben  mozgékony  (0,8 x 2,8 m) pálcika, amely a logaritmikus növekedési fázis végén már lényege​sen kisebb méretben található a tenyészetben. Egyes törzsei nitrát jelenlétében anaerob körülmé​nyek között is  képesek szaporodni.


Pseudeomonas syringae (ATCC 19310). Sejtjei (1 x 3 m) multitrich poláris helyzetű ostorral mozognak vagy fonalat alkotva talál​hatók tenyészhelyükön, a növények felületén. Széles spektrumú, 25‑30 oC‑on jól növekedő növénypatogén faj. Szacharóz​ból levánt, nyálkás 2‑6 fruktofuranóz polimert képez. A különböző gazdanövényről izolált variánsaik alig különböz​tethetők meg egymástól. A dohánynövényen például valamennyi izolált törzsük erős érzékenységi reakciót vált ki. Klement Zoltán növénypatológus szerint a nemesített sárgaba​rackfák gyakori (gutaütés) pusztulását  is ez a faj idézheti elő. 


Néhány törzsük külső membránjában olyan fehérje talál​ható, amely túlhűlés esetén előse​gíti a jégkristály képződését és ezzel a növényt a tavaszi fagyokra érzékenyebbé teszi. Kalifornia narancsültet​vényein ez ellen olyan géntechnológiai módszerrel előállított törzs elszaporításával próbálnak védekez​ni, amelyik​nek a sejtburka nem tartalmazza a kristálygócként szereplő fehérjét.


Pseudomonas solanacearum. Poláris ostorral mozgó (0,7 x 2,5 m) növénypatogén pálcika. Nedves klimatikus körülmények között burgonyán, paradicsomon, dohányon szaporodik. Laboratóriumi körülmények között átoltogatva egy idő után elveszti patogenitá​sát, miközben a nyálkás, nedves felületű patogén telepek külleme lassan megváltozik, az apatogén alak felszíne ugyanis feltűnően száraz.


Pseudomonas testosteroni (ATCC 11996). Lipolitikus tulajdon​ságú, egyesével vagy párosával előforduló mozgékony pálcika. Több mint hatvan szerves vegyület lebontására képes. Marcus és Talalay 1956‑ban izolálta egyedüli szénforrásként tesztoszteront tartal​mazó táptalajról. 30 oC‑on jól szaporodik. Szteroid lebontó aktivitása indukálható. A hidroxiszteroid- dehidrogenázok és a szteroid-izomeráz enzimek előállítására és ezen enzimek képződési körülményeinek a vizsgálatára használták.

Xanthomonas sp. Nevük a görög  (sárga) szóból eredeztethető. Olyan sárga telepeket képző növénypatogén mikroorganizmusok, amelyek gyakorlatilag alig különböztethetők meg a Pseudomonas genus már ismert fajaitól. Glükózt tartalmazó táptalajon telepeik nyálkás színűek a kiválasztott poliszacharid, a xantán miatt. Trifenil​tetrazolium-klorid kis mennyisége (0,02 %) már gátolja a növekedé​süket. A legismertebb idesorolt faj a Xanthomonas campestris, amely a Brassica campestris parenchimasejtjeit és az edényrendszerét károsítja. A bakteriológiai rendszertan egyes művelői Pseudomonas campestris néven a Pseudomonas genus fajai közé sorolják.

3.3.1.2. AZOTOBACTERACEAE

Aerob kemoheterotróf (Bact. Rev. 10. 195. 1954) kövér, mozgékony pálcák vagy páros kokkuszok. Talajban, vízekben és a növények felültén gyak​ran megtalálhatók. Tartalék tápanyagként a sejten belül poli​hidroxivajsavat halmoznak fel. Egyes fajaik a csúszó baktériumo​kéhoz hasonló sokrétegű fallal rendelkező mikrocisztát hoznak létre, ami a kiszáradástól megvédi ugyan a sejtet, de a hőtűrését nem növeli. 


Nevük a francia "azote" (nitrogén) szóból ered, mivel különleges tulajdonságuk a nitrogénmegkötés, amely ez esetben látszólag aerob körülmények között folyik. A nitrogén megkötéshez szükséges anaerob reduktív reakciókörülményt a fajra jellemző szokatlanul nagy légző aktivitás biztosítja, ami a baktérium​sejtbe szivárgó oxigént vízzé redukálja. A talaj nitrogént kötő összaktivitását az azotobacter fajok és a cianobaktériumok ilyen irányú tevékenysége határozza meg.


Azotobacter chroococcum. Nagyméretű (2,5 x 4 m), kövér, peritrich ostorral mozgó pálca, amely mikrocisztát képez. Az Azomonas agilis mikrocisztát nem képez. A Beyerinckia sp. (ATCC 9039) savanyú közegben is jól fejlődő görbült pálcika. A Derxia sp. (ATCC 15994) molibdént igénylő szervezet. (Megjegyzen​dő, hogy a nitrogenáz-komplex molibdént tartalmazó vaskén-fehérje.)

3.3.1.3. RHIZOBIACEAE


 Az idesorolt fajok vagy növé​nyi kórokozók vagy növényi szimbionták. Laboratóriumi körülmények között mozgékony, aerob növekedő pálcikák. A fitopatogén Agrobac​terium fajok nem kötnek nitrogént. A nagy fajspecifitást mutató szimbionta tulajdonságú Rhizobium, és a trópusi eredetű Bradyr​hizobium fajok viszont a pillangós virágú gazdanövénnyel együttműködve fontos szerepet játszanak a légköri nitrogén biológiai hasznosításában. A levélen csomósodást okozó Phyllobac​terium fajok nitrogénkötő képességéről nincs adat.

Agrobacterium  nemzetség

Nitrogén forrásként nitrátot, ammóniát és aminosavakat is képes hasznosítani. Szaporodásához a légkörinél alacsonyabb oxigénkoncentráció is elegendő. Valamilyen  sérülésen keresztül jut a növényekbe, ahol elszaporodva általában kóros szövetbur​jánzást okoz.


Agrobacterium tumefaciens (ATCC 4720). A kétszikű növényekben daganat képződését (koronagubacs) indukálja. Ez a daganatképző hatás plazmidhoz kötődik. Az információt hordozó Ti-plazmid a sejtbe jutva beépül a növényi kromoszómába, és így befolyásolja a növényi hormonok (auxin, citokin) képződését, amely azután a jellegzetes sejtburjánzást elindítja. Az Agrobacterium rhizogenes (ATCC 11325) a gyökérszőrökbe jutva, azok kóros degenerációját okozza.

Rhizobium  nemzetség

Az ide sorolt fajok szigorúan aerob, laboratóriumi körül​mények között kemoorganotróf, mozgékony pálcaként növekednek. Nitrogént szabadon nem kötnek. Az általuk megfertőzőtt gazdaszer​vezet gümőjében megjelenő bakteroid alakjaik képesek ezt az ener​giaigényes feladatot elvégezni. Fajaik nagyfokú g​azdaspecifitás​sal jellemez​hetők. A Rhizobium leguminosarum a Pisum sativa, Vicia sativa, Phaseolus vulgaris, Trifolium repens, a R. meliloti a Medicago sativa, a R. loti a Lupinus, Acacia, és Lotus corniculatus, a Bradyrhizobium japonicum a földi mogyoró és a szója gyökerének ​fertőzésére képes (Részletes leírás a "Mi​krovilág és a nitrogén" 3235. fejezet​ben).

3.3.1.4. METHYLOCOCCACEAE
    .


A család tagjai metánt képesek hasznosítani egyedüli szénforrás​ként. A metanogének által termelt, környezetünkbe megjelenő metán mennyiségét azonban számottevően nem képesek csökkenteni  Jól növekednek metanolt és nitrátot tartalmazó táptalajon. Változatos formában fordulnak elő, pálca, vibrió és kokkusz alakban. Nem csak obligát metán​hasznosítók, hanem fakultatív metánoxidálók (glükózbontók) is előfordul​nak közöttük.  Intracelluláris membránhoz kötött, fémtar​talmú metán-monooxigenáz működik bennük. Calvin-Benson ciklus végzi a széndioxidkötést.


Methylococcus capsulatus (ATCC 19069) talajból, mocsárból izolálható. Az 1 m átmérőjű kokkuszok, általában párosával figyelhetők meg. Tokképzők. 45 oC-on 30 % metánt tartalmazó légkörben jól fejlődnek.  Methylomonas methanica színes, ostorral mozgó pálcikák. A 30 oC-on legalább 20 % oxigént tartalmazó légkörben növekedő sejtjeik nyálkát választanak ki a környezetükbe.

3.3.1.5. ACETOBACTERACEAE

Az Acetobacter és a Gluconobacter genus fajait a taxonómusok ide sorolják, noha biokémiai, illetve morfológiai tulajdonságaik ezt nem indokolják. Fiatal alakjaik Gram‑negatív festődésűek, az idősebb sejtek azonban sokszor Gram‑pozitív tulajdonságot mutat​nak. Szigorúan aerob anyagcseré​jűek. A folyékony közegben növeke​dő sejtjeik gyakran bőrszerű anyagot vá​lasztanak ki.  


Növekedésük különböző szakaszában alakjuk és méretük jelen​tős eltérést mutat. Természetes élőhelyeiken általában (0,6‑0,8 x 1,5‑3 m) hosszú ovoid baktériumok alakjában egyesével, párosan vagy fonalas alakban fordulnak elő. Élesztőkivona​tot (1 %), glükózt (5 %) és kalciumkarbonátot (3 %) tartalmazó táptalajon könnyen fenntar​thatók. A peritrich ostorral ren​delkezőket az Acetobac​ter genus tagjaiként, a poláros ostorral mozgókat a Gluconobacter genusba sorolva tárgyalja a rendszertan. Az ostoros alak mellett azonban gyakran előfordulnak mozgásképte​len, úgynevezett involúciós alakok is. 


A két genus alakjai nemcsak az ostorok elhelyezkedése alapján, de ‑ az irodalom szerint ‑ a koenzim‑Q rögzítő láncának a hossza alapján is megkülönböztethetők. A Gluconobacter esetében ez az apoláros lánc 10 izoprénegységből, az Acetobacter esetében viszont csak 9 egységből épül fel.


Több ipari szempontból fontos faj tartozik közéjük. Nemcsak az ecetgyártásban alkalmazott törzsek, de több ketoalkohol, illetve ketosav (dihidroxiaceton, szorbóz, ketoglukonát) előállítására használható törzsük is ismert.


Gluconobacter oxydans. Poláros ostorral mozgó, erősen oxigéni​gényes pálcika, amelynek a trikarbonsav-ciklusa gyakorlatilag működéskép​telen. Különleges enzimrendszerével az etanolt ecetsavvá oxidálja. Az ecetsavat nem képes széndioxiddá alakítan​i. A tejsavból, piroszőlősavból ugyancsak ecetsavat képez. A glükózt főleg a pentózfoszfát-úton hasznosít​ja. Glükonsavból 2‑ketoglükonsavat állít elő.


Acetobacter xylinum. Peritrich csillókkal rendelkező pálcika. Erős túloxidáló tulajdonságával tűnik ki. Az alkoholt, illetve tejsavat ecetsavon keresztül széndioxiddá oxidálja. Glükózból glükon​savat, glicerin​ből dihidroxiacetont, mannitból fruktózt állít elő. Cukros tápta​lajon tenyésztve a tápközeg felszínén megjelenő nyálkás cellulózhártya később bőrszerü bevonattá vastagodik.

Végezetül a teljesség igénye nélkül a csoport egy hőtűrő nemzetségéről, és néhány nagyfokú gazdaspecifitásáról ismert patogén tagjáról érdemes megemlékezni.


Thermus aquaticus (ATCC 25104). A hőforrások határfelületén össze​függő narancssárga  bevonatként fordul elő. A bevonat hosszú, vékony, (1‑2 x 5‑10 m) pálcikákból áll össze. Az optimális növekedési hőmérséklete 70‑72 oC; 40 oC alatt nem képes szapo​rod​ni. Sejtfalában a diaminopimelinsav helyett ornitin fordul elő. Gazdasági jelentősége: az utóbbi idében több hőstabil enzimet izolál​tak belőle. Fajrokonaik  ennél magasabb hőmérsék​leten is előfor​dulnak.


Alcaligenes nemzetséghez tartozó A. faecalis (ATCC 14400) a gerincesek bélcsatornájában él, főleg szimbionta asszociátum tag​jaként. Anaerob körülmények között nitrát jelenlétében szaporodni is képes, miközben a nitrátból nitrogént termel! 


A Brucella állati kórokozóként ismert, de humán megbete​gedést is okozhat. Ez az 1‑2 m átmérőjű Gram-negatív festődésű kokkusz. Bruce 1887‑ben izolálta mint a máltai láz okozóját. Az egyes állatfajokból izolált fajait a gazdaszervezetre utaló névvel különböztetik meg. A Brucella melitensis a juhokban, a B. abortus a szarvasmarhában, a B. suis a sertésben, a B. canis a kutyában fordul elő. A fertőző csíra a nyirokrendszerből kerül a véráramba, majd a parenchimás szövetekben elszaporodva gennyes tályogokat hoz létre. Laboratóriumi körülmények között 10 % széndioxidot tartalmazó légkörben tenyészthetők. Tenyésztés közben az S tipusú virulens alak mellett csökkent virulenciájú R alakok tünnek fel. A fertőzést okozó S variáns által termelt endotoxin mérgező hatású.


Bordetella pertussis. A Hemophilus inluenzae‑hez hasonlító pleomorf (0,3‑0,5 x 1‑1,2 m) ovoid pálca. Az emberi szervezeten kivül hamar elpusztuló érzékeny baktérium. Bordet és Gengou 1906‑ban izolálta a szamárköhögés kórokozó​ja​ként. Fertőzéskor a trachea és a bronchus hámrétegében szaporodik el, és az általa termelt toxin bénítja a megtámadott sejtek csil​lómozgását, amely végeredményben a köhögési ingert kiváltja. Az elölt baktériummal végzett aktív immunizálás tartós hatású. (A Di‑Per‑Te egyik komponense!)


Francisella tularensis. Gram-negatív pálcika. McCoy izolálta először Kalifornia Tulare megyéjében. Francis vizsgálta részlete​sen 1919‑ben. A magas lázzal járó megbetegedés kórokozóját a nyulak tartják fenn és kullancs viszi át az emberre. Az Orosz birodalom területén is előfordul, ezért hatásos vakcinát fejlesz​tettek ki ellene. 

3.3.2.0. GRAM-NEGATÍV, FAKULTATÍV ANAEROB BAKTÉRIUMOK

Az ide sorolt mikroorganizmusok a legrészletesebben vizsgált baktériumcsoportot képviselik. Ennek a magyarázata a környezethez való viszonyuk. Szaprofiták vagy növényi paraziták, de a gerince​sek számára patogén fajok is nagy számban fordulnak elő közöttük. Ide tartozik az Escherichia coli, amelyiknek K-12 jelű törzsét a kutató laboratóriumok világszerte standardként használják. Az ammonium-szulfátot tartalmazó táptalajon jól növekedő, -fág érzékeny törzs, a biológusok és a biokémiku​sok kísérleti alanyaként könyvtárnyi tudományos eredményt hozva, a molekuláris biológia kifejlődését, a géntech​nológia gyors térhódítását segítette elő. 


A csoportba tartozó, gyakorlatilag apatogén törzsek invazívvá válhatnak bizonyos plazmidok felvételével, kórokozóként való megjelenésüket elősegítheti a gyó​gyító célzattal fehasznált antibiotikum szelektív antibak​teriális hatása, amely a védelmet biztosító természetes baktérium flóra összetételét kedvezőtlen irányban módosíthatja.


A csoportból két család, az Enterobacteriaceae és a Vibriona​ceae részlete​sebb tárgyalását az alábbi táblázatok adatai is indokolják.

                                                Baktériumok előfordulása az emberi testen    

                                               aerob szervezetek                              fakultatív  anaerobok

Szaruhártya                                 nyomokban

Bőr   (cm2)                                        100                                           10 ezer‑1 millió

Arc   (cm2)                                    1 millió                                               10 millió

Orrváladék (ml)                              10 ezer                                          100‑tól 100ezerig

Száj    (ml)                                    1 millió                                                1 millió

Nyál    (ml)                                 10 millió                                               10‑100 millió

nedves széklet (g)                      10‑100 millió                                         1‑10 milliárd  

Hüvely  (ml)                                                                                              10‑100 millió

                               Gram-negatív pálcák okozta humánfertőzések
          (emésztőcsatornán kívüli fertőzések száma egy 540 ágyas klinikán egy év alatt) 

Escherichia coli                    2293      Pseudomonas sp.       61   Proteus mirabilis           1092

 Acinetobacter sp.                     58
Klebsiella sp.         1075    Salmonella sp.                   22
Pseudomonas aeruginosa       602
Shigella sp.                20    Enterobacter sp.              376

 Aeromonas sp.                         12
Citrobacter sp.         250    Moraxella sp.                      2
Proteus sp.                              196
Edwardsiella sp.           2    Providencia sp.               165

Vibrio sp.                                    1
Bacteroides sp.         149    Haemophilus sp.               26

Serratia marcescens               101
Pasturella multicoda    2

3.3.2.1. ENTEROBACTERIACEAE

A görög  (has) szóból származó elnevezés utal az előfordulási helyükre. Az ide soroltak zömében peritrich ostoros, mozgékony pálcikák (0,3‑0,5 x 2‑3 m). Húslében jól növekednek. Nitrátot nitritté redukáló kemoorganotrófok. A légzőrendszerükön kívül a fermentáló energianyerő mechanizmusuk is működőképes, ezért egyaránt jól növekednek a légköri oxigén jelenlétében és oxigénmentes körülmények között is. Anaerob körülmények között a szénforrást fermentálják; glükózból savat és alkoholt képeznek.


A családba sorolt baktériumok nagy számban fordulnak elő a környezetünkben, termés​zetes vizeinkben és a humánpopuláció tevékenységeként felszapo​rodó szennyvizek​ben. Ezenkívül az emberi és állati bélcsatorna állandó lakói. Az enterobaktériumok potenciálisan humánpatogén voltukból következően rend​szertanilag részletesen feldolgozott családnak te​kinthetők. A patogének annyira kötődnek a gazdaszervezetükhöz, hogy a természetes vizeinkben és az átlagosan tiszta környezetben számuk elenyésző. 


Bélbaktériumok fermentációs termékei anaerob körülmények között

                         (100 mol glükózból képződött termék mol‑ban megadva)

        termék     

  
 Escherichia coli

 Enterobacter aerogenes
H3C‑CHOH‑CHOH‑CH3              

  0                  

   66,5

H3C‑HCH‑OH                     

42

                  70,0

HOOC‑CH2‑CH2‑COOH             

29

                    0,0

H3C‑CHOH‑COOH                

84                  

     3,0

H3C‑COOH                      


44                  

     0,5

HCOOH                          


  2

                  18,0

H2                            


43                 

   36,0

CO2                           


44                 

 172,0


A fertőző fajok általában a jól fermentálók közül kerülnek ki, ami végeredményben érthető, hiszen a bélcsatornában oxigén​mentes körülmények között a fakultatív anaerob energianyerő folyamatot (fermentáció) hasznosítva  szaporodnak.

                                                                                                                       Szénhidrát (glükóz)

                                                                                                                                              

                                                                                                                          EMP   HMP    ED

                                             CO2                                       ATP   ADP                                          

                  acetolaktát                              2 piruvát                             2 foszfoenol​piruvát

                                                                  ˛                                                                 

                                                                               <------CoA-SH                  CO2 ---->   
                                                                                                                                  
                                   laktát                        acetil‑CoA + formiát                        oxálacetát

                                                                                                                                     

                                                      acetaldehid                                                               

      CO2 <                                                                                                                

                                                                                                                                           

                  acetoin                                       acetil‑foszfát                                          malát

                                                                                          CO2+H2                                

                                                              
                                                          etanol                                                                     

                                                                     Pi                                                      fumarát   

                             2 CO2                                   acetát                                                    |                                                                                                                                      

    2,3‑butándiol                                                                                                        szukcinát

​


Az aerob és anaerob anyagcsere mértékére megbízható adatokat szolgáltat a Hugh Leifson's O‑F (ox‑ferm) táptalaj használa​ta. Ez a táptalaj literenként 2 g peptont, 10g glükózt, 5 g nátrium​kloridot, 0,3 g dikálium​hidrofoszfátot, 2 g agart és 0,25g fenolvörös indikátort tartalmaz. A beoltott táptalajok közül az egyik párhuzamos cso​portra steril paraffin olajat rétegezve oxigénsze​gény körülménye​ket teremthetünk. Néhány nap inkubálás után jól észlelhető a növeke​désben jelentke​ző különbség és a savter​melő aktivitás eltérő értéke.

Elterjedt vizsgáló módszer a TSI (triple‑sugar‑iron) agaron való összehasonlítás. Ebben az esetben az anaerob párhuzamos tenyészetet mély agarba szúrják, az aerobot a felületre oltják. Ez a táptalaj 7,3 pH mellett literenként 2 g peptont, 5 g nátriumkloridot, 10 g laktózt, 10 g szacharózt, 2 g glükózt, 2 g nátriumtioszulfátot, 0,2 g ferriammóniumszulfátot, 0,25 g fenolvörös indikátort és 13 g agart tartalmaz. 

Ezen a táp​talajon a savtermelést az indikátor sárga szine, a kénhidrogén-termelést a képződő vasszulfid feketesége, a széndioxid és hidro​gén képződését a megjelenő buborékok és az agar dugóként való megemelkedése jelzik.


A törzsek rendszertani jellemzésekor vizsgálják még 



a citromsav hasznosítást, 



az arginint bontó aktivitást, 



az ornitin- és lizin-dekar​boxiláz aktivitását, 



a triptofánból való indolkép​zést, 



a zselatin​folyósító képességet és 



az ureáz aktivitást. 


A Klebsiella genus elkülönítése céljából mérik az acetoin képzést (Voges‑Proskauer próba), valamint a Proteus genus felismerése céljából a fenilalanin deamináz aktivitást. Az antibiotikumok széleskörű használata óta gyógyászati szempontból a törzsek jellemzésére felhasználják az antibiotikummal szemben megnyil​vánuló érzékenységük mér​tékét.


A csoportba tartozó mikrobák rokoni kapcsolatát - a teljes maganyag összehasonlításával - DNS-hibridizáció alapján a hasonlóság százalékában lehet megadni. A PCR technika gyakorlatba vételével a riboszómális RNS (16S RNS) szerkvencia összehasonlítása ma már rutin feladattá vált ( lásd 2616. fejezet). 
Enterobacteriaceae család rokonsági kapcsolata 
         (DNS-hibridizáció alapján:hasonlóság %-ban)
                             


                   Escherichia coli    70-100  %   Shigella sp.

                                                                                       |

                                                                                  40-50 %

                                                                                       |

Enterobacter sp.  30-60 %  Klebsiella sp. 30-40 % Citrobacter sp. 40-50 %   Salmonella sp.

          |                                                                             |

     20-50 %                                                                 20-30 %

          |                                                                             |

Erwinia sp.



      Serratia. sp.                                  

                                                                             /          |          \

                                                                         20 %    20 %     20 %

                                                                        /               |               \




        Morganella sp.   Hafnia sp.      Edwardsiella sp.
                                                                              /                 \

                                                                      10-15 %            10-15 %

                                                                          /                         \

             Providencia sp.      15-40 %     Proteus sp.                 Yersinia sp.
Rokonsági kapcsolat a 16S RNS komplementer szekvenciák hasonlósága alaqpján
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.
A fertőző megbetegedések diagnosztizálása és a fertőző gócok, a bacillusgazdák felkutatása céljából az eddig ismertetett mód​szereknél sokkal specifikusabb taxonómiai eljárásokat dolgoztak ki. Ez az újabb módszer a baktérium külső membrán​jának felépítésében ész​lelhető különbségeket hasonlítja össze. Ezek a genetikailag stabil különbségek ugya​nis eltérő antigén szerkezetet képvisel​ve szerológiai típusok elkülönítésére adnak lehetősége​t. 


Az immunológiai módszer teljesítőképességét mutatja, hogy a vérhast okozó Shigella genus esetében a négy szerológiai alcso​porton belül további típusok elkülönítése lehetséges. A Shigella dysenteriae esetében 10, a S. flexneri esetében 6, a S. boydii esetében 15 szerológiai típus különböztethető meg. A Salmonella enterica esetében több mint ezer szerológiai típus különíthető el, ami nagy biztonságot jelent a fertőző góc (bacillusgazda) azonosításakor.


A családba tartózó szervezetek háromféle felületi antigénnel rendelkeznek;


Az egyik az ostor összetételére specifikus H-antigén, ami a német Hauch (lehelet) szóból származtatható. Ezek az ostoros baktériumok a táptalaj felszíne feletti üvegfelületre is képesek felkúszni és ott leheletszerű, vékony bevonatot képeznek.


A másik az O-antigén, a német ohne szó első betűjéből származ​tatható. Ez az antigén akkor érvényesül  önállóan, ha a mikroba nem tartalmaz ostort. Ez az antigén a külső membrán lipopoli​szacharid összetételében észlelhető különbségek miatt igen sok típus azonosítására ad lehetőséget. Ennek a szomatikus felületi antigénnek az érvényesülési lehe​tőségét befolyásolhatja a nagy mennyiségű ostor és pilus jelenlé​te. Ezért gyakran hőkezeléssel, illetve savas vagy alkoholos keze​léssel kell eltávolítani az akadályozó fehérje tömeget. A vizsgá​landó minta ilyen előkészítése már lehetővé teszi az O-antigén tökéletes reakcióját a megfelelő antitesttel. A módszer specifitását bizonyítja, hogy a Salmonella newington és a S. anatum ezzel a módszerrel jól elkülöníthetők, holott az eltérés a két törzs között mindössze annyi, hogy a külső membrán lipopoliszacharid oldalláncában a galak​tóz‑mannóz‑rhamnóz trisza​charid egységekben a galaktóz és a mannóz között az  ‑glikozidos kötés helyett ß-helyzetű kötés található (Robbins: Fed.Proc. 21:702 1962.)


A harmadik antigéncsoport ugyancsak felületi antigén, mégpe​dig a virulenciával, a fertőzőképességgel függ össze a kivál​tott reakció. Ezért Vi-antigénnek, illetve a német Kapsel‑re utalva K-antigénnek is nevezik. A patogenitás ugyanis összefügg a tok jelenlétével, annak méretével. A patogén baktériumok tokja akadályozza a falósejtek hatásos működését.


Tovább finomítható a módszer a fágokkal szembeni érzékenység, illetve a fágrezisztencia figyelembe vételével. A fág megtapadását biztosító fágreceptor olyan nagy mértékben specifikus, hogy az rendszerezés céljára használható. A fággal támadott baktériumsejt csak az esetben fertőződik  (lizál ), ha külső felületén a kiszemelt fág számára specifikus kötőhely (fágreceptor ) jelen van.


A család legismertebb tagja az Escherichia coli (ATCC 11775). Nevével a neves mikrobiológusra emlékezünk, fajneve pedig a fő előfordulási helyére utal. Természetes élőhelyei​ről könnyen izolálható. Peritrich ostoros, rövid pálca (0,5 x 2‑3 m), amely gyakran a stacioner fázis végétől már mozdulatlan. Anyagcsere vis​zonyai, élettani viselkedése, genetikai térképe a legjobban felderített a mikroorganizmusok között. A vastagbélflóra állandó tagja, de az általánosan elterjedt vélekedéssel ellentétben abszolút mennyiségük normális körülmé​nyek között nem jelentős. Egy g széklet mindössze 10 millió E. coli sejtet tartalmaz. Ugyanakkor a bélflóra főtömegét kitevő Bacterium fragilis több mint ezerszer nagyobb mennyiségben fordul elő. Természetesen valamilyen  beavatkozás, például antibiotiku​mok gyógyászati alkalmazása ezt a kedvező arányt rövid idő alatt radikálisan megváltoztathatja.


A vizeletkiválasztó rendszerben is előfordul. A vesemedence, az epevezeték, a vakbél és a hashártya gyulladásos folyamatait okozhatja. Plazmidhoz kötött információ alapján hőstabil entero​toxint termel. Az uropatogén törzseikben az alfa-hemolizin operonban előforduló négy gén ismert a toxicitás sorrendjében hlyC > hlyA > hlyB > hlyD. A hlyA toxikus fehérje a vesetubulussejtek membránját károsítja. A hlyC gén terméke acilezi, azaz aktíválja a hemolizint. Leküzdésükre az aminoglikozid antibiotikumok ered​ménnyel használhatók.


A szerves anyagban gazdag vizekben, háztartá​si szennyvízzel fertőzőtt talajvízben feldúsul, ezért járványügyi szempontból a coli‑számot az ivóvíz valószínű fertőzőttségének a jelzésére, a víz minősíté​sére is használják. Járványügyi okokból a szerológiai tipizálása is megtörtént: Több mint 150 különböző O-antigén tipusuk ismert. A H-antigén szerint 50 féle, a K-antigén szerint 90 féle szerotípusuk külön​böztethető meg.


Az Escherichia coli K‑12 jelű törzs a mikrobiológiai, biokémi​ai és géntechnológiai munkák kedvelt kísérleti alanya, annak ellenére, hogy végeredményben poten​ciálisan patogén szervezetnek tekinthető. Eredetileg 1922-ben izolálták egy diftériából gyógyult páciens székletéből. A törzset a Stanford Egyetem bakteriológiai tanszékén a hallgatói laboratóriumban gyakorlatokhoz használták. A negyvenes évektől kezdve Tatum és Lederberg munkáival elindult molekuláris biológiai kutatások alanyaként került a biológiai kutatások élvonalába (J. Bacteriol. 53:673-84 1947). A belőle származó sok ezer hiánymutánssal szerzett adatok, a temperált -fággal való fertőzhetősége, valinérzékenysége, világ​szerte ismertté tette nevét. Az első géntechnológiai eredmények is ezzel a törzzsel végzett kísérletekben születtek. Frederick R. Blattner és munkatársai - hat évi kutatómunkával - az eredeti törzs mutagén kezelésben nem részesült vonalából származó MG1655 számú törzs teljes genomjának (4288 fehérjét kodoló 4,639,221 bp.) szekvenálását elvégezték (Science 277:1453.1997). A fehérjék 38 %-nak az élettani tevékenysége ismeretlen.


Citrobacter (régebben Escherichia) freundii. A normál fécesz​ben is megtalálható; a vizeletkiválasztó apparátusban és külön​féle gyulladásos folyamatokban igazolták jelenlétét.


Az Enterobacter cloacae azelőtt Aerobacter cloaceae, mozgékony polirezisztens pálcika. Előfordul a szennyvizekben, talajban, tejtermékekben és a bélcsatornában. Kórházakban 2okoz másodlagos fertőzést.


Az Edwardsiella tarda, akut gastroenteritisben veszedelmes szep​tikus fertőzést okozhat. 49 különböző O-antigénjét és 28 H-anti​génjét ismeri a szakirodalom.


A Salmonella nemzetség tagjai peritrich csillós rövid (0,5‑0,8 x 1‑3,5 m) pálcikák. Biokémiai és baktériumfiziológiai szempont​ból a kapott eredmények az Escherichia coli-val nyert adatokkal egyeznek. Patológiai alapon két csoportba sorolhatók. 


Az egyik csoport generalizált fertőzést okoz. Ide tartozik a Salmonella typhi és a Salmonella paratyphi által okozott megbete​gedés. A kórokozó szájon keresztül kerül a szervezetbe, majd a vékonybél hámján keresztül a monociták közvetítésével jut a mesenteriális nyirok- csomókba, ahol elszaporodva a ductus thora​cicus-on keresztül kerül a véráramba, a lépbe és a májba ahol tovább szaporodik. Gyógyulás esetén tartós immunitás marad vissza. 


A nyári hónapokra jellemzően évente megjelenő bélfer​tőzések (fagylalt​mérgezés) és ételmérgezések zömét a Salmonella enterica (typhimu​rium) okozza. Rendszertani szem​pontból 50 szerocsopor​ton belül több mint 1200 szerotípusuk​ról tudósít az irodalom. A fertőzőtt étel elfogyasztása után néhány órával már jelentkeznek a tünetek; a bélfalban széteső bak​tériumokból kisza​baduló endotoxin magas lázzal járó hányást, hasmenést, kiszára​dást okoz. A beteg gyógyulás után is hosszabb ideig tünetmentesen bacillus​gazda, bacillusürítő marad. Ez a mikroorganizmus nehezebben jut át az emberi bélfalon, ezért nem alakulhat ki ellene immunitás - a fehéregér bélfalán viszont áthatol -  innen a neve (Mus=egér).


A Shigella nemzetség tagjai igen ellenálló, vérhast okozó, tok és csilló nélküli (0,5‑0,7 x 2‑3 m) pálcikák. A folyóvízekbe került baktérium hónapokig megőrzi fertőzőképességét.


A Shigella dysenteriae valódi toxint termelő humánpatogén mikroorganizmus. A hőérzékeny toxinja a központi idegrendszert károsítja. A vastagbélben elszaporodva, annak fekélyesedését okozza, ezért véres a széklet. Gyógyulás után a beteg hosszabb ideig baktériumürítő marad. Tudománytörténeti érdekesség, hogy ennél a mikroorganizmus​nál észlelték először a rezisztencia fak​tornak (R‑faktor) elnevezett, fertőzőképes extrakromoszomális részecske hatá​sát. Az R‑faktornak tulajdonították a polirezisz​tencia olyan baktériumok​ban való megjelenését, amelyek antibiotikummal előzőleg sohasem találkoztak.


Klebsiella pneumoniae. Vaskos, rövid (0,5‑1 x 1‑2 m), tokos, endotoxint termelő pálcikák. Kis számban az egészséges  személyek légzőrendszerében és székletében is megtalálható. O- és K-antigénjük alapján 79 szerotípusukról tudósít a szakirodalom. Kóros esetben a tüdőben elszaporodva 50 %‑ban halálos nekrotizáló tüdőgyulladást okoz.


A K. pneumoniae az utóbbi idők géntechnológiai eredményeinek egyik nevezetes szereplője. Ebből az organizmusból a pRD1 plazmid és az EcoRI valamint a HindIII restrikciós enzimek segítségével klónozták a nitrogénfixálásban résztvevő enzimek génjeit (hét operonban található 15 enzim), az úgynevezett nif-régiót. Ezt követőleg a két HindIII‑mal kiemelt szakaszt ‑ ami a teljes nif tartományt tartalmazta ‑ a pACYC184 vektorban egyesítve juttatták az Escherichia coli‑ból származó mini-sejtbe, ahol a plazmidon levő információ kifejeződött és megindult a nitrogénfixálás energiaigényes folyamata. (Részletes leírást lásd 3235. fejezetben.)


A Yersinia pestis évszázadokon keresztül  periodikusan megjelenő járványok keretében ritkította Európa lakosságát. A fekete halál kórokozóját 1884‑ben Yersin izolálta Hong‑Kongban. A véráramba került baktérium a nyirokcsomókba húzódik. Néhány nap lappangási idő után jelennek meg a tünetek, ami a bubo pestis esetében 50‑70 %‑ban, a tüdőpestis esetében 100 %‑ban halálos kimenetelű. 


A bacillusgazda ez esetben az immunológiailag védett patkány, amiről a bolha (Xenopsylla cheopis) viszi át az emberre a virulens baktériumot. Ember és ember között a Pulex irritans közvetít. A civilizáció terjedése, és a patkányirtás ezt a félelmetes kórt visszaszorította.


A normál bélflórában megtalálható Proteus vulgaris változó formában megjelenő (polimorf), laktóz-negatív, feltűnően mozgékony baktérium a fenilalanint is képes dezaminálni..  Agar táptalajra oltva rövid idő alatt a rendelkezésre álló felületet benövi. Nevét a változó alakban megjelenő görög istenre emlékezve nyerte.. A vizelet​kiválasztó rendszer súlyos fertőzését okozhatja. Másod​lagos fertőzésként egyéb fer​tőzések leküzdése céljából folytatott antibiotikum-kezelést köve​tően hashártya​gyulladást, középfül​gyulladást, tüdőgangré​nát okozhat. Az E. coli és a Proteus fajokban található hemolizin operon 80-85 %-os homológiát mutat


Feltűnően erős proteolitikus hatása különböző rothasztó folyama​tokat képes elindítani. (A bulvárlapok címoldalára "húsevő baktérium" néven került). A kiemelkedően nagy oxigén​igénye miatt a táptalajok felszínén, lepedék formájában növekedve a tápközeg​ben kedvező körülményeket teremt a szigorúan anaerob folyamatok számára.  


A Proteus mirabilis az agarfelületen lassabban terjed. A Providencia fajok csupán az ureáz aktivitás hiányában különböz​nek a Proteus nemzetség tagjaitól.


A csoport növénypatogén tagjai a növények felületén az epifita flóra alkotóelemeiként fordulnak elő. Az idesorolt törzseket Erwin F. Smithre emlékeztetve Erwinia genus‑ba sorolták. A fajok nagyfokú gazdaspecifitást mutatnak: Az Erwinia amylovora a Rosaceae család keményítőt bontó kórokozója, gyümölcsösök (alma és körte) gyors pusztulását okozó (tűzelhalás), gyorsan terjedő, szinte leküzdhetetlen fertőzésnek tűnik. Az E.herbicola a növények sérült részein élve károsítja a gazdaszer​vezetet.  Az  E. carotovora különös előszeretettel támadja a bur​gonyát.

                                           3.3.2.2. Vibrionaceae 

A család tagjai monotrich ostoros, hajlított, vékony (0,3 x 1‑5 m) pálcikák. Általában egyesével, de osztódás​kor párosával, S-alakban fordulnak elő. Legismertebb fajuk a kolera kórokozója,  a Vibrio comma, amelyet fertőzőtt ivóvíz, illetve fertő​zőtt ételek terjesztenek. Az egészséges ember fertőzéséhez viszony​lag nagy mennyiségű (közel egy milliárd) virulens baktériumsejt szükségeltetik. Gyomorsavhiányos állapot​ban viszont már tízezer virulens baktérium is megbetegedést okozhat. A kórokozó különösen érzékeny a tetraciklin típusú antibiotikumokra.


Az utóbbi idők kole​ra-járványait a hemolizáló tulajdonságú Vibrio El‑Tor biotípus okozza. Az általa termelt mucináz a bél​nyálkahártya nyákrétegét bontja. A Choleragen nevű, 90 kDa méretű exotoxinja aktiválja az adenilciklázt és ezzel a cAMP-koncentrá​ciót növelve megváltoztatja a bélfal permeábilitását. Az így előálló híg hasmenés napi 10‑15 liter vízvesztést jelent. Ebből következik, hogy egyszerű infúzióval a közel 60 %‑os halálo​zási arányt 1 % alá lehet szorítani. A betegség szerencsés lezaj​lása után a gyógyult személy hosszú ideig baktériumürítő marad!


Rendszertanilag ide sorolnak néhány technológiai, illetve gyakorlati szempontból érdekes mikroorganizmust:


A Zymomonas mobilis alkoholtermelésre  kiválóan használható bak​térium, mivel a szénhidrátlebontás az Entner‑Dudoroff úton folyik. Két alkohol képződése csupán egy ATP‑t szolgáltat. A mikroba energiaigényének kielégítése céljából több hexózt kényszerül lebontani, azaz több etanolt állít elő, mint az EMP-utat használó szervezetek.


Az Aeromonas sp. (ATCC 7966) a szénhidrátot hidrogént termelve fermentálja széndioxiddá. KCN jelenlétében is szaporodik. 


A Flavobacterium sp. sárga pigmentet termelő, talajlakó pálcika, potenciálisan patogén. Oxidáló képességét ipari eljárásokban hasznosítják. A fermentáló képessége feltűnően gyenge.


A Serratia marcescens ártalmatlan szaprofita, amely a tenyészkörül​ményekől függően vörös pigmentet (prodigiosin)termel.


A Photobacterium phosphoreum (ATCC 11040) fényt kibocsájtó, a Lucibacterium harvey (ATCC 14126) fényt termelő szervezet.


A Xenorrhabdus nematophilus  a Neoaplectana fonálféreg béltraktusá​ban, a gazdájával szimbiotikus kapcsolatban él. A Photorhabdus luminescens a Heterorhabdus entomopatogén fonálfé​reg szimbiontája.

3.3.2.3. GRAM NEGATÍV ANAEROB PÁLCÁK és KOKKUSZOK

Kevéssé feldolgozott, heterogén csoportot alkotnak az emberi és állati bélcsatornában élő, általában moz​gásképtelen, kemoor​ganotróf, obligát anaerob "valódi" baktériumok. A valódi jelzővel itt a sejtburok foszfoli​pid építő​elemeit és a pep​tidóglükán sejtfal jelenlétét kívánom hangsúlyoz​ni. [A bélcsator​nában és a bendőben kialakuló ökoszisztéma tagjai között ugyanis nagy számban megtalálhatók az ősbaktériumok képvi​selői és a protozoák valamint a gombák ide szakosodott példányai is. Biokémiai felépítésük és anyagcsere viszonyaik eltérő volta rendszertani szempontból markánsan elkülönítik a két csoportot.]


A bélcsatorna anaerob baktériumai a mukozamembrán parazitái​ként nagy tömegükkel egyszerűen kiszorítják a bélben előforduló Salmo​nella fajokat az élettérből.  


Általában érzékenyek az antibiotikumokra. Ezért a fellépő egyéb fertőző betegség leküzdése céljából adott antibiotikum a bélflóra természetes összetételét jelentős mértékben megváltoz​tathatja.


A bélflóra összetételének a vizsgálata nehéz feladat, mert  a légköri oxigénnel való néhány perces érintkezés ezek​nek a bakté​riumoknak a többségét elpusztítja és ily módon alapjaiban megvál​toztatja a minta bakteriológiai összetételét. A valós képet job​ban megközelítő eredményt kaphatunk a kivett minta közvetlen fixálásával és festésével nyert készítmény mikroszkópos vizsgála​tával.


A Bacteroides genus tagjai potenciálisan patogének, gázterme​lők, jellegzetes illatanyagokat termelnek. Glükózból borostyánkő​savat, propionsavat, vajsavat, tejsavat, ecetsavat és hangyasavat fermentálnak. A kérődzők bendőjében fontos szerepet játszanak a cellulóz hasznosításában. A rendszertani vizsgá​latok több mint 20 fajuk létezését igazolják. 


Sebészeti beavatkozás után a széteső szövet kedvező környeze​tet jelent számukra. A vérpályába kerülve anaerob bakterémiát okozhatnak. Ezért a létszámuk drasztikus csökkentése indokolt a műtét előtti antibiotikum kezeléssel. A helyes diagnó​zis kialakítása  szempontjából tudatában kell lennünk, hogy igen nehezen tenyészt​hetők és a helytelen min​tavétel durván meghami​síthatja a kapott eredményt.


A Bacteroides fragilis a fécesz főtömegét alkotja. A legtöbb antibiotikumra rezisztens, pleomorf pál​cika. Az epe serkenti a növekedését. 


A Bacteroides melaninogenicus (ATCC 8482, 8483, 8492) kokkoid alakú, auxotróf törzs;  hemint, menadiont és K‑3 vitamint igényel a növekedéshez. Kevert ferőzéseket okozhat. Barna, illetve fekete pigmentet választ ki a táptalajba. Penicillinre érzékeny. Az epe gátolja a növekedésüket. Fontos szerepet lát el a cellulóz hasz​nosításakor. A Bacteroides  succinogenes igen erős cellulózbontó képes​ségé​vel hívja fel magára a kutatók figyelmét.


A Fusobacterium genus fajai csúcsban végződő pálcikák. Fertő​zést ritkán okoznak. Glükózból vajsavat, széndioxidot és hidro​gént fermentálnak. Kloramfenikol és klindamicin hatásos ellenük. Fusobacterium nucleatum hegyes csúcsban végződő, karcsú pálcika. F. necrophorum, F. funduliformis pleomorf alakú (Bact. Rev. 23:4125. 1959; Bact. Rev. 30:732. 1966) szervezetek.


A Butyrovibrio és Succinovibrio  mozgékony, görbült pálcák; a bendőben a cellulóz bontását végzik. 


A Desulfovibrio sp. mozgékony, egyostoros görbült pálcika. Szigo​rúan anaerob kemo-heterotrófok. A trikarbonsav-ciklusuk nem műkö​dik. Az anaerob elektronátvitelben egy citokróm‑c‑hez hasonló, különleges hem fehérje vesz részt. Színes fehérjeként a desulfo​viridint is izolálták belőle, szerepét azonban eddig nem sikerült felderíteni. A szulfátredukció termékeként megjelenő kénhidrogén okozza a szennyezett vizek korrozív hatását és bűzös illatát.


A Selenomonas fajok mozgékony, holdsarlóra emlékeztető, hajlott pálcikák. Az ostoruk  (kb. 16) a konkáv oldal közepéről ered. Osztódáskor is itt válik ketté a növekedő sejt. Emlősök bélcsa​tornájában és szennyezett folyóvizekben fordulnak elő. Glükózból propionsavat és ecetsavat fermentálnak.


A Megasphera elsdenii fajneve első izolálójára (​S. R. Elsden) emlékeztet. A genus név a görög  nagy és  gömb alakú szavak összetétele. A bendőben előforduló nagyméretű (2‑3 m) szénhidrátokat fermentáló hidrogéntermelő kokkusz.


Az Acidaminococcus fermentans hidrogént és széndioxidot tartalmazó légkörben jó növekedést mutat. A Krebs-ciklus savait nem képes hasznosítani, a nátrium-glutamát viszont serkenti a növekedését, miközben széndioxidot állít elő belőle.


A Veillonella alcalescens  A.Veillon francia bakteriológusról nevezték el. Ezek a kisméretű (0,3‑0,5 m) kokkuszok a garat és a női genitáliák lakói, de a bélflórában is megtalálhatók, sőt endocarditis kórokozójaként is leírták. Penicillinre, erythromy​cinre érzékeny, aminoglikozid antibiotikumokkal szemben rezisz​tens. Szénhidrátot nem fermentál; szukcinátból dekarboxilezéssel propionsavat képez.


A felsorolt szervezetek természetes élőhelye a kérődzők (szarvasmarha, juh, gazella, gnu, viziló, teve, stb) emésztőcsatornájának különleges feladatot teljesítő szakaszai, a recés gyomor, a leveles gyomor, az oltógyomor,  elsősorban az emésztendő anyag tárolására szolgáló bendő. Az előemésztett anyag felböfögve a kérődzés folyamatában ismételt rágás után kerül a felsorolt gyomor üregekbe, ahonnan továbbjutva a vékonybél, vakbél és utóbél segíti a növényi táplálék optimális hasznosulását. Technológiai szemlélettel  egy különleges négylábon járó anaerob folytonosan működő fermentornak tekinthetjük, amelyben a megrágott növényi részek hosszabb ideig tartózkodva,  az ott kialakult kölcsönösen egymást segítő szervezetek​ből kialakuló (protozoa, moszatgomba és baktérium) bendőlakó élet​közösség (ökoszisztéma) általában 80 óra emésztési idő alatt felhasználhatóvá teszi a gazdaállat számára a növényvi​lág vizben oldható építőelemeit. 


A bendőtartalom fáziszkontraszt mikroszkóppal való vizsgálata méretben a baktériumoknál nagyobb, de a protozoáknál kisebb méretű ostorral rendelkező lényekre hívta fel a figyelmet. Századunk első felében Callimastix Oikomonas, Spheromonas nemzetségként említették őket a bendő mikrovilágát leíró mikrobiológusok. A hetvenes években folytatott részletes vizsgálatuk, ultrastruktúrájuk elektronmikroszkópos felderítése erősítette a szakvéleményt, miszerint ezek a lények valójában mitokondriumukat elvesztett moszatgombák egy vagy többostoros zoospórái. Később az ostoraikat elvesztve aktív rész vállalnak a bendőben folyó növényi részek hasznosításában. Rendszertanilag a Chytridiomycetozoák anaerob változataiként tárgyalhatók Neocallimastix, Spheromonas, Piromyces nemzetségek tagjaiként. Az ostoros spórákat termelő sporangiumok rhizoidjaikkal a tápcsatorna falához, vagy a bendőbe került növényi rostokhoz kapcsolódva fejlődnek ki. Az energianyerés célját szolgáló ferredoxint tartalmazó mikrotestecskéik (hidrogenoszómák) hidrogént és széndioxidot termelnek.


Az emésztő rendszer flórája és faunája nem csak a kérődzők által el​fogyasztott növények vízben oldhatatlan alkotórészeinek,  például a cellulóznak a hasznosítását teszi lehetővé, de a kérődző állat fehérjeszintéziséhez szüksége esszenciális aminosavakat is szolgáltatja. A szarvas​marhában kialakuló bendő közel 100 liter térfogatú, állandó hőmérsékletű, természetes reaktor, amelyben a gazdaállattól származó proteázokon kívül a foszfátokban és hidrokarbonátban gazdag nyál képződése, valamint a feldol​gozandó tápanyag​ utánpótlása és a fermentált termék el​távolítása op​timálisan megoldott.


Hasonló baktérium flóra teljesíti feladatát az úgynevezett külső kérődzők, a hátsó fermentálók vakbelében és utóbelében. (ló, zebra, szamár, üregi nyúl, patkány stb). Itt az emésztőcsatornában töltött idő nem haladja meg a 48 órát. A cellulóz lebontás hatásfoka rosszabb mint a kérődzőknél. Három üregi nyúl lényegesen több növényi táplálékot fogyaszt mint egy súlyban nagyobb juh annak ellenére, hogy az emésztés első terméke, az úgynevezett lágy széklet bekebelezve másodszor is végig halad az emésztő rendszerén. A nyulak általában este illetve éjjel legelik a növényt, majd napi ritmusban a délelőtt megjelenő lágyszékletet (cőkof) fogyasztják. 


A hosszú idő alatt kialakult életközösség tagjai nagyfokú egymásra utaltságban élnek. Például az ősbak​tériumok számára a hidrogéntermelők alakítják ki az életteret. A bendőből izolált oligo (Diplodinium, Entodinium, Epidinium, Metadiniun, Ophryos​colex) és holotrich ciliaták (Isotricha, Dasytricha) általában axénikus​an nem is tenyészthető​k, valójában a bendő bak​térium flórá​jának aktív predáto​rai. Közülük a Diploidinium és a Metadinium a cellulóz- emésztésben, az Entodinium és a Epidinium pedig a keményítőhasznosításban ér4dekelt.


A bendőbe került cellulóz, keményí​tő, hemicellulóz és pektin, állandó metánképződés mellett rövid szénláncú zsírsavak (vajsav, propionsav, ecetsav) formájában felszívódva szén- és energiaforrásként hasznosulhat. (57,5 mol hexózból gyakorlatilag 65 mol acetát, 20 mol propionát, 15 mol vajsav, 60 mol szén​dioxid, 35 mol metán, és 25 mol víz képződik!) 
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A baktérium tömegnek csupán huszad része hasznosítja képessége​it cellulózbontásra. A cellulóz lebontását végző valódi baktériumok a fermen​tációs folyamat első szakaszában hidrogént és széndioxidot képeznek, amelyet az életközösség ősbaktériumai alakítanak metán gázzá. Ez naponta 60-80 liter gáz kép​ződését jelenti, amelyet végül a kérődző a környezetbe böfög. (A metánképződés folyamatát gátló anyagok, például kloroform, bendőbe juttatása esetén a kérődző hidrogént böfög a kör​nyezetébe.) A gáztermelés egyébként a bendő tartalmának a keveredését segítve megakadályozza annak összetömörödését.


A bendőben élő szervezetek a kérődzők fej​lődéséhez nélkülöz​hetet​len esszenciális és nem esszenciális aminosavakat, vitamino​kat és növekedési fak​torokat kellő mennyiségben szolgál​tatják a gazdaszervezet számára. A nitrogénforrásként karbamid​dal dúsított széna ilyen módon a tejtermelő gazdaságok tehénállománya számára teljes értékű tápanyagként szolgál. A kiegyensúlyozott helyzetet természetesen minden külső beavatkozás, gyógyszeres kezelés, a tápanyaggal bejutó növényvédőszer, illetve kör​nyezetszennyező mérgező anyag jelentős mértékben zavarhatja.

A bendőben élő fontosabb szervezetek és termékeik:               keményítőből
 


Bacteroides amylophilus   
        formát,acetát,szukcinát

 


Bacteroides ruminicola      
        formát,acetát,szukcinát

 


Selenomonas ruminantium          acetát,propionát,laktát

 


Succinomonas amylolytica          acetát,propionát,laktát

 


Streptococcus bovis            
        laktát

                                                                                                 cellulózból  

 


Bacteroides succinogenes            szukcinát, acetát, formát

 


Butyrivibrio fibrisolvens              acetát, formát, laktát, 

                                                                                                  butirát, H2, CO2



Ruminococcus albus                    acetát, formát, H2, CO2
 


Clostridium lochheadii                acetát, formát, butirát, H2,CO2
                                                                                                  pektinből



 Lachnospira multiparus              acetát, formát, butirát, H2,​ CO2
                                                                                                  laktátból



 Selenomonas lactilytica              szukcinát,acetát

 


Peptostreptococcus elsdenii        acetát, butirát, valerát, H2, CO2
                                                                                                  propionát

                                                                                                  hidrogén és szén-dioxid gázból
 


Methanobrevibacter ruminantium       metán

                                  
                                                      szukcinátból



 Veillonella alcalescens                         propionát

                                               Szigorúan anaerob Gram-pozitív kokkuszok

Gram-pozitív tok és csilló nélküli obligát anaerob mikrobák. Természetes élőhelyükön egyesével, párban vagy láncba rendeződve találhatók. Glükózból tejsavat erjesztenek.


A Peptococcus és Peptostreptococcus fajok az emberi bélrendszer normál flórájának elemei. Egyes esetekben gyulladásos folyamatok​ban vehetnek részt. Ilyenkor a penicillin és szár​mazékai hatásosak ellenük.


Kérődzők bendőjében a Ruminococcus, Ruminosarcina fajok tenyész​nek, a cellulózbontó társulás aktív tagjaiként. 
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                                       A bendő flórája és faunája látható fényben
3.3.3.0. GRAM‑POZITÍV KOKKUSZOK ÉS ASPOROGÉN PÁLCÁK


A csoportot aerob és anaerob körülmények között növekedő kokkuszok alkotják, amelyek egyedül, párosával, láncba ren​deződve, esetleg csoportot alkotva találhatók a természetes élőhelyeiken

3.3.3.1. MICROCOCCACEAE

A család tagjai erősen pigmentáltak. Nevüket a görög  kicsiny és  gömb alakú szavak összevonásával nyerték.


A Micrococcus genus legismertebb képviselője a Micrococcus luteus (ATCC 4698), régebbi nevén Sarcina flava. Gömb alakú sejt​jei (2 m) egyedül vagy párban, gyakran tetrád alakban fordulnak elő. Talajból, vizekből, az emberi bőrről is izolálható ez az apatogén faj. Sárga színű, matt felszínű telepeket képez az agar táptalaj felületén. Általános előfordulása, igénytelensége és gyors fejlődése miatt gyakran találkozhat vele a mikrobiológus mint a laboratóriumi munkáit fertőző, nem kívánt idegennel.   


Patogenitás szempontjából a család legismertebb nemzetsége a Staphylococcus, amelyet gennyes sebekből  R. Koch  izolált először. Nevét a  szőlőfürtszerű sejtcsoportjairól kapta. Pasteur tenyésztette ki 1880‑ban, a patogeni​tá​sát pedig Ogston igazolta állatkisér​letekkel. Rosenbach 1884‑ben két fajukat különböz​tette meg; az erősebben patogén S. aureus és a gyengébb patogeni​tást mutató S. albus néven. A telepek színe az aranysár​gától a vajsárgáig változhat aszerint, hogy a két pigment a ‑karotin és a sarcina‑xantin milyen arányban képződik.


A klinikai anyagban való gyakori előfordulásuk és patogén tulajdonságaik miatt a Staphylococcus nemzetség biológiáját rész​letesen tanulmányozták. A sejtfaluk felépíté​sét Ghuysen és Strominger a 60‑as években részletesen vizsgálták. Eredményei​ket minden általános mikrobiológiai tankönyv a Gram‑pozitív sejt​fal felépítése és a falszintézis, valamint a penicillin hatásmód tisztázásának példájaként részletesen ismerteti.


Mikroszkópi képen a 0,6 m átmérőjű kokkuszokat szőlőfürtszerű elrendezésben látjuk. A szénhidrátokból savat fermentálnak. A patogén törzsek a mannitot is képesek erjeszteni. Véres agaron jól látható hemolitikus udvart hoznak létre. A patogén törzsek ellenállóképessége jelentős mértékű. A be​száradt gennyben például hónapokig fertőzőképes marad. Definiált összetételű táptalajon nikotinsav és tiamin kiegé​szítéssel széles pH-tartományban képes növekedni. 


Az élő szervezetben való gyors elszaporodásukat az általuk termelt enzimek segítik;


Hialuronidáz a bejutó baktérium szétterjedését segíti elő azáltal, hogy a kötőszövetben levő hialuronsavat (glükuronsav‑N‑acetil glükózamin kopolimer) hasítja. 


Kollagnáz a kollagén rostokat lazításával az előbbihez hasonló hatást vált ki.


Staphylokináz a vérben levő plazminogén aktiválásával fokozza a fib​rinolízist, vérrög

oldó hatását a klinikai gyakorlat​ban hasznosítják.


Koaguláz hatás a kialakult gyulladásos folyamat lokalizá​ció​ját eredményezi. A baktérium valójában egy inaktiv proenzimet termel, amit a vérplazma aktivál, majd az aktivált enzim hatására indul meg a fibrin kicsapódása.


Lipolitikus enzimeket is termelnek, amely a bőrt védő lipidréte​get károsítja.


Az általuk termelt leucocidin‑S és ‑F fehérje szelektíven a leukocitákat, illetve a 


makrofágokat károsítja.


Négyféle hemolizint termel, amelyek közül az ‑hemolizin a vértestek összecsapó-dását okozza; a ‑hemolizin foszfolipáz aktivitása is toxikus a leukociták számára.


Patogenitásukat az általuk termelt hőstabil enterotoxinok okozzák. A hemolizin-termelést és az enterotoxin képződését temperált fág közvetíti. Így fágfertőzéssel adott esetben a nem patogén törzsek is toxinterme​lővé válhatnak. A fertőzést okozó törzsek több mint fele penicillinázt termel, ezért csak olyan penicillin származék használható sikerrel a gyógyászat​ban, amelyiket a penicillináz nem képes elbontani. Természetesen ezekkel szemben is kialakulhat rezisz​tencia. Így izoláltak meti​cillinre rezisztens Staphylococcus törzseket is, amelyeknek a membrán felépítése és a peptidoglükán sejtfaluk vastagsága is eltér a vad törzsnél talált értéktől.

                                        3.3.3.2. STREPTOCOCCACEAE


A család tagjai közül, legismertebb faj a Strepto​coccus pneumoniae, régebben Diplococcus pneumoniae vagy röviden Pneumococcus. Ezt a fakultatív anaerob diplokokkuszt 1881‑ben izolálta Pasteur Franciaországban és Sternberg az USA‑ban. Nemcsak kórokozó mivolta keltheti fel a figyel​münket, de tudománytörténeti szempontból is érdekes, mert Griffith 1928‑ban végzett kísérletével,‑ ha nem is tudatosan ‑ a molekuláris biológia első kísérleti alanyává tette ezt a törzset. A lándzsafej a​lakú (1 m) diplokokkuszt cellobiouronsav egysé​gekből (1,3‑ß-D-glükuronsav-1,4-ß-glükóz) felépülő poli​szacharid tok veszi körül. Ez a tok 10 % szén-dioxidot tartalmazó légkörben fejlődik legjobban. A tok képződése a sejtosztódás logaritmikus fázisában a legintenzívebb. Ilyenkor a tápközegben is megjelenik a tokpoli​szacharid hosszabb‑rövidebb oligomerek formájában. Ezek a poliszacharidok nem toxikusak, de a tokel​lenanyagot képes inaktíiválni, sőt a már megkötött ellenanyagot is lemozdíthatja az antigénről.  A tok megvédi a baktériumot a fagociták támadásá​val szemben. Ezért nem meglepő, hogy a toknélküli variáns apatogénként ismert a klinikai gyakorlatban. 
Ez a mikroba szolgáltatta az első adatot a poliszacharid immunogén tulajdonságára. (Addig a fehérjéket tartották im​munogénnek.) A kapszula‑poliszacharid az ellenanyaggal találkozva irreverzibilisen megdagad. A tok térfogatnövekedése tokpolis​zacharid adagolásával visszafejleszthető.


Griffith 1928‑ban végzett kisérletében az apatogén toknélkü​li variánst a hővel elölt patogén variánssal együtt juttatta a kisérleti állat​ba. Az elpusztult állatból a patogén variáns virulens formáját izolálta, ami az apatogén törzs patogénné való transz​formációját jelen​tette. Ezt a transzformációt 1944‑ben Awery, McLeod és McCarty tisztított DNS-készítménnyel sikeresen megismételte (J. Exp. Med. ​79:137. 1944​). Az örökletesen apatogén variánsba juttatott patogén törzsből származó DNS-készítménnyel a patogén tulajdonsá​got elő tudták hozni. Ezzel a kisérlettel a DNS információhordozó szerepe egyértelmű bizonyítást nyert.   


A felnőtt lakosság több mint 50 %‑a hordoz a garatjában virulens Pneumococcus törzseket, mégis szervezetünk normál működése, valamint a baktérium antagonizmus megakadályozza a patogén törzs elszaporodását. A garat nyúlós nyáktartalma  szinte odatapasztja az ott élő baktériumokat, a gégefedő reflexe megakadályozza az aspirálását, a léguti hám csillómozgása kiszállítja az esetleg bekerülő fertőző csírát, a köhögési reflex segíti ezt a tevékenységet és végül a falósejtek végeznek a betolakodóval.


A tüdőgyulladás bekövetkezését a fenti rendszer zavara okoz​hatja. A felső légút vírusos megbetegedésével együttjáró bőséges nedvtermelés felhígítja a nyákot. Ödémás állapotban, ágyban fek​véskor, a gégefedőt működtető reflex zavara miatt a híg nyákkal a baktérium az epiglottis mögé kerülhet. Meghűlés, altatás, alkoholos intoxi​káció is okozója lehet a kórforma kialakulásának. A tüdőbe került Pneumococcus a nyirok rendszeren keresztül a vérbe jut, ahonnan különböző szervekbe kerülve további súlyos gyulladásos folyamatokat indíthat el (endocarditis, pericarditis. meningitis, peritonitis, etc.). A tokképződéshez szükséges maga​sabb szén-dioxidkoncentráció a tüdőtől kezdve végig biztosítva van. A torokból természetesen közvetlen fertőzéssel a gyulladás megjelenhet a középfülben, a szaruhártyán vagy az arc- és homlok​üregben is. 


A Leuconostoc mesenteroides a család apatogén tagja. Örökletesen triózfoszfát-izome-ráz és aldoláz hiányos faj. Lencsealakú sejtjeik párban vagy rövid láncban fordulnak elő. Tokot nem képez, viszont szacharózból 20‑25 oC‑on dextrán polimert hoz létre, ami a törzs ipari érdekességét okozza. Minimál táptalajon (ammónia + glükóz) is képes szaporodni, de a tápközeg​ben levő aminosavak elősegítik a növekedését. Anaerob körülmények között glükózból a pentózfoszfát-út igénybevételével D‑tejsavat, etanolt és széndioxidot termel. A baktériumsejtek 55 oC‑on elpusztulnak, de cukor​gyárakban, dextránnal körülvéve fertőzésként 85 oC‑on is életben maradnak. 

A Leuconostoc mesenteroides‑ben anaerob körülmények között működő szénhidrátlebontás 
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útja a HETEROFERMENTÁLÓ törzsekben az aldoláz enzim hiánya miatt tejsav mellett számottevő mennyiségben etanol és ecetsav is képződhet. Ez esetben a glükóz a pentózfoszfát-úton hasznosul, és különös jelentőséget nyer a xilu​lóz‑5‑foszfát foszforoklasztikus bomlása.

                                            3.3.3.3. LACTOBACILLACEAE

A tejsavbaktériumok egészségügyi és élelmiszeripari szempontból igen értékes mik​roaerofil fakultatív anaerob szervezetek. Az emlős szervezet testüregeiben élve (szájüreg, bélcsatorna, hüvely) és a körülmé​nyekhez tökéletesen alkalmazkodva, puszta jelenlétükkel és lét​számukkal a gazdaszervezet számára előnyös élettani körül​ményeket alakítanak ki. Századunk elején a szakterület részletes vizsgálatát Orla‑Jensen végezte. A közeg savanyúságát jól tűrve, gyakorlatilag kiszorítják, illetve elnyomják  jelenlevő fertőző baktériumokat és gomba törzseket. Anti​biotikus hatású peptidek ter​melésével is befolyásolják a környe​zetükben kialakuló flóra összetételét. Egyes fajaik poliszachari​dot választanak ki.


A tejsavbaktériumok élőhelye tápanyagban gazdag, ezért nem meg​lepő, hogy az elmúlt évmilliárdok alatt  az anyagcsererend​szerük zavara miatt különböző anyagcseremetabolitokra hiánymutánsokká, füg​gővé váltak. Az enzimhiányos génállomány természetesen egyértel​műen megha​tározza a számukra előnyös életteret. 


Ugyancsak hiányos az aminosav-bioszintetizáló enzim​rendszerük. Ezért ezeket a vegyületeket és néhány vitamint a környezetükből kénytelenek felvenni. A klasszikus biokémiai analitika területén ezek a törzsek aminosavak illetve vitaminok mennyiségének a mérésére használhatók


A laktobacillusok nem képesek a hemin szintézisére. Az oxidá​ciót különleges flavoproteinek végzik. Az oxigén számukra azért nem toxikus, mert egy speciális flavintartalmú peroxidázuk van, ami a képződő peroxidokat azonnal lebontja. A táptalajhoz adott hemin hatására viszont megjelenik bennük a kataláz, ami a hemszintézis utólagos elvesztését igazolja.


Anyagcsererendszer szempontjából két csoportba sorolhatók az ide tartozó prokarioták.


HOMOFERMENTÁLÓ törzsekben a glükoli​tikus út ép, ezért glükóz​ból az EMP-úton  főtermékként (90 %) tejsavat fermentálnak és csak. kis mennyiségben képződik ecetsav, etanol és szén-dioxid
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HETEROFERMENTÁLÓ  törzsekben az aldoláz enzim hiánya miatt tejsav mellett számottevő mennyiségben etanol és ecetsav is képződik. Ez esetben a glükóz a pentózfoszfát-úton hasznosul, és különös jelentőséget nyer a xilulóz-5-foszfát foszforoklasztikus bomlása.
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A fermentlében a kialakuló etanol / ecetsav arányt a tenyészet fiziológiai igénye határozza meg.

                            3335.  A LAKTOBACILLUSOK AZ ÉLELMISZERGAZDASÁGBAN


A történelem előtti idők rítusaiban rögzűlve széleskörű felhasználásra kerültek. Starterkultúrák formájában a húsipar​ban, a tejiparban és a tartósítóiparban ma már tudományusan megalapozott formában nélkülözhetetlenek.


A növényi tápanyagok tar​tósításá​ban jelentős gazdasági szerepük van évezredek óta (savanyú káposzta, kovászos uborka). Az állat​tenyésztő gazdaságok a silótakarmányok előállí​tásakor is a tejsavbaktériumok aktivitását hasznosítják.


A savanyítási eljárás folyamán jól megfigyelhető az élettérért folyó küzdelem, és elkülöníthetők annak egyes ál​lomásai. A nedves növényi darabokon először az aerob baktériumok szaporodnak. El​használják az oxigént, majd átadják helyüket a fakultatív anaerob Aerogenes és Erwinia fajoknak. Ezeket a homofermentáló Strepto​coccus‑ok és a heterofermentáló Leuconostoc törzsek szorítják ki. A közben megjelenő 0,5‑0,8 % tejsav már savtűrőképesség szerint szelektál; megjelennek a Pediococcus fajok. Végül a tenyészkörül​mények változásával a savtűrő tejsav​baktériumok válnak uralkodóvá, főleg a Lactobacillus plantarum.


A tejipari termékek előállításakor is fontos szerepük van. Savtűrésüknek köszönhetően kiszorítják az életterükről a környe​zetü(n)kben előforduló, potenciálisan patogén Streptococcus fajokat. A G/C arányuk széles határok között változik, de az értékek bizonyos élettani tulajdonságaikkal összefüggést mutatnak.

Ipari tejsav gyártásához a Lactobacillus delbrueckii‑t használják.

                                                               A tejsavbaktériumok biokémiai aktivitását összefoglaló táblázat

Triviális név           Tejsavbaktériumok       G/C   a fermentáció. terméke   optimális hömérséklet  

                                                                                                                             15 oC    45 oC

Thermobacterium         L. jugurti                    39                 homo   dl                                  +

                                      L. acidophilus            36                 homo   dl                                  +

                                      L. salivarius               35                 homo    L                                  +

Streptobacterium          L. casei                       46                  homo    L                     +

                                      L. plantarum              45                  homo   dl                      +

Betabacterium              L. büchneri                  45                 hetero  dl                       +

                                     L. brevis                       43                 homo   dl                       +

Thermobacterium         L .bulgaricus               50                 homo    D                                    +

                                     L .leichmannii              51                 homo    D                                    +

Betabacterium             L. fermenti                   53                  hetero  dl                                     +

                                     L. cellobiosus              53                  hetero  dl                        +


A Bifidobacterium bifidum a bélflóra tagjaként az erősebben anaerobok közé sorolható. Heterofermentálóként glükózból tejsavat és ecetsavat termel. Anyagcsererendszere azonban  az előb​biekénél hiányosabb. Nemcsak az aldoláz hiányával kell megbirkóz​niuk, de  a glükóz‑6‑foszfát dehidrogenáz sem működőképes.  Az energianyerő folyamatok így fruktóz‑6‑foszfátból indulnak. Nem meglepő, hogy ezekben a mikrobákban a fruktózfoszfát-ketoláz és a pentózfoszfát-ketoláz különösen nagy aktivitást mutat.
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                                    3.3.3.4. PROPIONIBACTERIUM NEMZETSÉG


A taxonómiai helyzetük bizonytalan. Főleg a bélflórából és a bendőből izolálható fakultatív anaerobok, de édesvízben, illetve tengeri iszapban is előfordulnak. A szénhidrátokat is jól hasznosítják. Energianyerő folyamataik zavartalan működéséhez  biotinra és cobalaminra (B12 vitamin) van szükégük. Vegyipari eljárásban a cianokobalamin fermentációs előállítására használhatók. Tejsavat és élesztőkivo​natot tartalmazó táptalajon anaerob körülmények között is jól növekednek. 

        P8ropionibacterium acidi‑propionici (ATCC 4875) anaerob anyagcseréjének vázlata     
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A propionsav baktérium aerob körülmények között a propionsavat képes szén és energiaforrásként hasdznosítani. Oxigén jelenlétében a propionsav az ábrán feltüntetett úton visszakerül a citromsav ciklusba ahol elégve az oxidatív foszforilációt táplálva biztosítja az élwetműködéshez nélkülözhetetlen ATP szintet. 

                         3.3.4.0. ENDOSPÓRÁS PÁLCÁK és KOKKUSZOK

Külön​böző élőhe​lyekről származó, Gram-pozitívan festődő, endospórát képző, aerob, valamint fermentációs uton energiát nyerő, fakultatív anaerob és szigorúan (obligát) anaerob Bacillus fajok tartoznak a csoportba. Spórás formában a ta​lajban több száz fajuk ta​lálható. A mikroszkópi  natív készítményben a spórák erős fénytörésük​kel tűnnek fel. Festett készítményben viszont éppen festhetet​lenségükkel hívják fel a szemlélő figyelmét. 


A spórák elhelyez​kedése szerint megkülönböztethetünk centrális és excentrikus spórás bacillusokat. Az endospórák mérete sok esetben meghaladja a bacillus átmérőjét. A plektridium alaknál a pálcika középső része vastagabb a spóra mérete miatt. A Clostridiumok dobverőre emlékeztető alakot mutatnak.


Az endospóra nem tekinthető szaporító szervnek, mivel egyetlen vegetatív sejtből egyetlen, a faj túlélését szolgáló endospóra képződik. Ez a képlet kedvező körülmények közé kerülve csírázik, majd vegetatív sejtként folytatja szaporodását. A spóra és a vegetatív sejt közötti különbség nem csak a fizikai, kémiai károsító hatásokkal szembeni ellenállóképességben nyilvánul meg, de a kémiai összetételben is jelentős eltérés észlelhető, amint azt Kornberg táblázata bemutatja (Ann. Rev. Biochem. 37:51 1968).

Bacillus megaterium  kémiai összetétele              1015 vegetatív sejt                   1015 spóra

    össz-fehérje                                                               910 g                                 330 g

    oldható fehérje                                                          680 g                                 165 g

    DNS                                                                            91 mol P                           40 mol P

    riboszomális RNS                                                     380 mol P                         140 mol P

    tRNS                                                                           95 mol P                           35 mol P

    savoldható foszfor                                                     500 mol P                           52 mol P    

[A fehérjét gramban, a foszfortartalmú vegyületek mennyiségét P(foszfor) molban mutatja a táblázat. A spóra DNS-tartalma 3 x 109 dalton. A vegetatív sejtben mért magasabb érték abból adódik, hogy az élő sejtszám meghatáro​zása​kor a növekedő, de még szét nem hasadt sejtpárokat egy baktériumnak számolják.] 


A spórában a fehérjeszintetizáló rendszer működőképes. Az energianyerő folyamatok, és a membránhoz kötött citokróm-rendszer leépül, csak az oldható flavoprotein rendszer marad működőképes. Nem ATP az energiatároló, hanem a glicerinsav-3-foszfát, amely ener​giabefek​tetés nélkül alakulhat foszfoenolpiruváttá. Csírázáskor az első fehérjék képződéséhez szükséges építőelemeket a fehérjeburok lebontása, az energiát pedig a glikolízis szolgáltatja.


A spóra elektronmikroszkópos képén középre tömörülve helyezkedik el a DNS. Az ezt burkoló vékony membránon kívül jól látható a peptidoglükán spórafal. Kémiai összetételében​ a vegetatív alak sejtfalával egyezik. Az azzal készült, színezett antitesttel jól festhető. 


A következő elkülönít​hető réteg a kéreg (kortex), ugyancsak peptidoglükán, de a sejtfal​nál lényegesen sűrűbb állományú. A kéregképződés zavara a vízmentesítést is nehezíti. Az előbb említett antitesttel nem festhető. A kéreg muraminsav ál​lományának mindössze 6 %-a van keresztkötésben, de nem tetrapep​tid hanem L-alanin kapcsolja a szomszéd lánchoz. A muraminsav nagyobb hányada muramil-laktámként (tejsavamid kötés!) található a kéregben. Különösen érzékeny a kéreg szerkezete a lizozim jelenlétére, mert feltűnően gyorsan bontja a kéregben előforduló muraminsav-származékokat.


A következő réteget egy keratinhoz hasonló fehérje alkotja. A spóra fehérjetartalmának 80 %-a itt található. Ez a vastag réteg biztosítja a kémiai ellenállóképességet, a feltűnő UV- és röntgenrezisztenciát. A nagyszámú diszulfid-kötés redukálása nélkül nem érdemes kísérletezni a fal feloldásával. A csírázó spóra elsőként felépülő fehérjéi a kéregből felszabaduló aminósavakből képződnek. 


A külső fehérje burkot 20 % szénhidrátot tartalmazó lipid (lipoprotein), az exosporium veszi körül. A túlélés szempont​jából nem esszenciális, de jelenléte előnyös az előbbi fehérje burok képződése szempontjából. 


A spórák feltűnő hőtűrése nem magyarázható enzimeik hős​tabilitásának fokozódásával. Sokkal fontosabb ebből a szempontból a spórák csekély víztartalma és nagy kálcium-pikolinát tartalma (J. Gen. Microbiol. 16:418. 1957). A spóra tömegének 15 %-a dipikolinát. Ez a lizin prekurzor,  mint kelátképző kálciumot képes megkötni. Ez okozza a fénytörő képesség feltűnő növekedését.
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                        H-C==C—C=O   O=C—C==C-H

Kálciumhiányos körülmények között képződő spórák hőérzékenyek maradnak, de csökken a hőreziszt​encia, ha genetikai hiba miatt nem képződik elegendő dipikolin​sav. A spóra viztartal​ma a száraz gyapjú víztartalmával egyezően mindössze 15 %. Church kimutatta, hogy a spóra dipikoli​náttartalmával nő a hőreziszten​ciája (Nature 183:124. 1959).

A sporulációt kiváltó szabályozó mechanizmus működését nem ismerjük pontosan. Kiváltó okként szerepel az anyagcserezavar, a tápanyaghiány, az intracelluláris GTP-koncentráció csökkenése, szigorúan anaerob szervezetek esetében a légköri oxigén jelen​léte.


A spóraképződés 9-10 óra alatt lejátszódó endotróf folyamat, anyag- és energiaigényét az anyasejt biztosítja. A spóraképződés desztillált vízben is zavartalanul végbemegy. 


A genetikai állományban jelenlevő, spórázást irányító gének a vegetatív fázisban inaktív állapotban várják az endospóraképzés kezdetét. Nem ismeretes, mi az a szignál, amely aktiválja ezeket a géneket. Kétségtelen, hogy a spóraképződés első jelenségei között szerepel az RNS-polimeráz szerkezetének a megváltozása egy proteáz hatására. Nem tudjuk, hogy az átalakí​tást végző proteáz milyen jelzésre képződik. 


A vegetatív sejtben működő RNS-polimeráz  faktora 43 kd méretű. A spórázó Bacillus subtilis sejtben az idő előrehalad​tával, ennél kisebb tömegű  faktorok (7 féle 32-17 kDa méretig) jelenlétét igazolták.

                                                                                         3.3.4.1. Bacillus subtilis endospóra képzése
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korai fázis (60 perc)


megkettőződő DNS


újB-faktor  30 kDa


10 új fehérje képződése


középső szakasz (120 perc)


a maganyag szétválása


újabbE-faktor 24 kDa


6 új fehérje képződése


prespóra megjelenése (180 perc) 
újabb faktorok: G 17 kDa  és 


K 27 kDa és

               6 újabb fehérje képződéseű

               késői fázis (240 perc)

               14 fehérje  képződés

               spóra érés (300 perc)

               érett spóra (600 perc)


Az endospóraképzés első órájában 10 különleges, addig nem ismert fehérje képződik. A második órában 6 új fehérje képződését igazolták. A harmadik órában újabb 6 fehérje jelenik meg. A továbbiakban még 14  fehérje képződését bizonyították. A sporulációt befolyásoló feltérképezett mutációk száma meghaladja az ötvenet. Ez nem jelent ötven különböző enzimet, mert több esetben azonos gén különböző helyen sérült variansaival találko​zunk. Eddig mintegy húsz gén ismert, de számuk meghaladhatja a százat is. 


A sporuláció egyes szakaszait érintő mutációk a vegetatív növekedést nem befolyásolják és egymástól függetlenül jelennek meg. A sporulációban sérült mutánsok a vegetatív szakaszban nem különböztethetők meg vad társaiktól.


A spórázási folyamat első, mikroszkóppal jól látható jele a baktériumsejt egyik vége közelében megjelenő, membránból betüremlő válaszfalkezdemény. Ezt megelőzi a DNS megkettőződése. A maganyag egy része ezután a sejt egyik végébe, a válaszfal kezdeményhez vándorol. A válaszfalkezdemény a leendő spóra DNS-tartalmát körülfogva zsákot képez, majd teljesen lefűződve alakítja ki a prespórát. 


Folyamatosan egyidejűleg alakulnak ki a spórafal jól megkülönböztethető rétegei (peptidoglükán, kortex, keratin). A folyamat indulásától számított ötödik órában kialakuló spórakö​peny erős fénytörése miatt fáziskontraszt mikroszkóppal jól szemlélhető testecskeként vizsgálható. Az ezt követő érési folyamatban a készülő spóra hőtűrése ugrásszerűen megnő. A hőrezisztencia kialakulása a hetedik órára fejeződik be. Ezt követi az anyasejt lízise, illetve a lipoprotein tartalmú exosporium kialakulása. Sok esetben az anyasejt maradéka tartósan megtalálható a spóra körül, más esetben az anyasejt szétesésével a spóra kiszabadul.  

                    3.3.4.2. VEGETATÍV ALAK KIALAKULÁSA ENDOSPÓRÁBÓL
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A spóra csírázása az előbbi folyamattal ellentétes program lefuttatásával újra vegetatív formába juttatja vissza a mikro​szervezetet. Fáziskontraszt mikroszkópi képen a fénytörőképesség fokozatos csökkenése, a spórák sötétedése, duzzadása észlelhető. A program egyes lépéseiről keveset tudunk. Mindenek előtt elkészül a vegetatív életre szolgáló RNS-polimeráz amely a vegetatív sejt felépítéséhez szükséges enzimek információit képes átírni. A viszonylag rövid (60 perc) csírázási folyamat három szakasza különböztethető meg.


Aktiválás. Az indító jel itt sem ismert. Általában a kedvező életkörülmények indítják a folyamatot (tápanyagban dús, nedves, meleg környezet). A Bacillus subtilis csirázását siettetni lehet L-alanin adagolásával. Néha a külső kemény fehérjeburok mechani​kus roncsolása (üvegporral való dörzsölése), illetve néhány perces hőkezelés (60-80 oC) is gyorsíthatja a folyamatot. Egyes esetekben előnyös hatásúnak találták a mangán-ion jelenlétét. Az anaerob bacillusok spóráinak csírázása csak oxigénmentes körülmények között indul meg.


Csírázás. A peptidoglükánkéreg hidrolízise meglepően gyorsan megy végbe. Jól észlelhető a dipikolinát-tartalom rohamos csökkenése. Ezzel egyidejűleg megszűnik az erős fénytörés és a csírázó sejt jelentősen megduzzad.


Kinövés. A DNS-tartalom megkettőződésével a sejt átnövi a spóraburok maradékát és osztódni kezd. Kezdetben az építőelemek a lebomló fehérjeburokból származnak. A csírázási folyamatban először a fehérjeszintézis, majd az RNS-szintézis indul.


Bacillus anthracis., Tudománytörténeti szempontból a csoport legismertebb tagja a lépfene kórokozója.  Ez volt az első eset, amikor a baktérium jelenléte és a megbetegedés közötti összefüg​gést sikerült tudományosan igazolni; R. Koch  1877‑ben tiszta tenyé​szetben előállította a feltételezett kórokozót, majd  egész​séges állatba oltva, kísérletesen bizonyította a törzs patogeni​tását.


Négy évvel később Pasteur Poully‑le‑Fort‑ban nyilvános kísér​letben bizonyította az immunizálás drámai hatását. Huszon​négy bárányt, egy kecskét és hat ökröt oltott 42‑43 oC‑on való tenyész​téssel legyengített anthrax bacillussal. Két héttel később viru​lens tenyészettel oltotta őket, előzetesen nem kezelt állatokat használva kontrollként. Két nap mulva a nem vakcinált állatok kivétel nélkül elpusztultak, a vakcináltak viszont életben marad​tak. A vakcináció fogalma (tehén = vacca) Edward Jenner óta, ‑ aki a tehénhimlő okozta varrból származó nedv felületi alkalmazásával az emberi hímlő elleni sikeres védelem lehetőségét igazolta ‑ már ismert volt. Pasteur kísérlete​ivel ennek a módszernek a tudományos magyarázatát adta.


A kórokozó B. anthracis nagyméretű (1‑1,5 x 4‑8 m) pálca. Magasabb széndioxid- tartalmú légkörben D‑glutaminsav polimert tar​talmazó tokot fejleszt. Ilyenkor a telep nyálkás bevonatú. Jó növekedés esetén az osztódó sejtek nem válnak szét, hosszú láncokat alkotva kötegekbe rendeződve helyez​kednek el természetes élőhelyükön. Fizio​lógiás körülmények között, az élő állatban nem, csak savanyú miliőben spórázik.


Laboratóriumi körülmények között a spórázás 48 órás korban, a logaritmikus növekedési fázis végén kezdődik. A spóra a sejt közepső részén helyezkedik el. Fizikai és kémiai hatásnak jól ellenáll; tíz perc forralás, 0,1 % szublimát nem károsítja. Száraz talajban évekig megtartja életképességét, fertőző tulajdonságát. Csak  három óráig tartó 140 oC‑on végzett  szárazhőkezelés pusz​títja el. 


A Közel-Keletről származó kecskeszőr már több esetben oko​zott fer​tőzést. A légzőszerveken keresztül a szervezetbe kerülő spórá​ból kicsírázó Bacillus a nyirok rendszeren keresztül a véráramba kerülve elszaporodik és megkezdi a toxin termelését, amely való​jában három fehérje  (ödéma faktor, protektív antigén, letális faktor) keveréke. A vaccináláshoz felhasznált készítmény mindhá​rom faktor felhasználásával készül.


Bacillus subtilis.  Kutató laboratóriumok kedvelt kísérleti alanya, apatogén apró sejtes pálcika. A sejtek osztódáskor nem mindig válnak szét, ezért gazdag táptalajon te​nyésztve hosszabb‑rövidebb fonalakat alkot. Asporogén mutánsaikat ipari eljárásokban amiláz és proteáz termelésre használják. A baktérium​fiziológia kedvelt kísérleti szervezete, mivel könnyen tenyészthető, DNS-készítményekkel jól transzformálható, lizozim​mal protoplas​ztálható és a protoplasztok polietilénglikol segítségével fuzionáltathatók. Az első protoplasztfúziót Alföldi és munkatár​sai végezték a Szegedi Biológiai Központban.


Bacillus cereus var. mycoides. Nagysejtes, jól spórázó bacillus, amely ugyancsak fonalas kötegeket alkot. Szilárd táptalajon gombákra emlékeztető telepet alkot. Extracelluláris penicillináz termelés​re használható. Az eredetileg membránhoz kötődő penicil​lináz proteolizissel válik el a membrántól, mégpedig az enzim és a membránhoz rögzítő lipofil rész közötti kötés felszakadásával.


Bacillus licheniformis nevét az agar táptalajon növekedő telep zuzmóra emlékeztető külleméről nyerte.

Bacillus megaterium (. Nitrátot és glükózt tartalmazó táptalajon jól fejlődő különösen nagyméretű talajlakó.


Bacillus thüringiensis. Sejtjében a spóraképzéssel egyidőben egy fehérje természetű toxin képződik, amely mik​roszkóppal jól észlelhető, nagyméretű kristályt alkot. Ez a kristály a hernyók belébe kerülve, elpusztíja azokat. A mutagén kezeléssel előállí​tott, toxint nem termelő mutánsok gyakorlatilag megkülön​böz​tethetetlenül hasonlók​ká válnak a B. cereus törzshöz.

A fehérjekristály génjének beépítése a dohánynövény krormoszómájába az Agrobacterium tumefaciens Ti plazmidja segítségével a levelet rágó hernyó pusztulását okozza

3.3.4.3. OBLIGÁT ANAEROB BACILLUSOK


A Clostridium fajok számára a légköri oxigén toxikus. Hisztotoxikus tulajdonságúak, magasabb​rendűekben gázgangrénát okoznak. Elsősorban a bélcsator​nában, trágyában élnek. Spóráik a talajban is előfordulnak. A spóra ugyanis elviseli az oxigén jelenlététét, csírázni azonban csak anaerob körülmények között képes.


A Clostridium fajokban nem működik a citokróm-rendszer elek​trontranszportlánca, továbbá a kataláz, és a peroxidáz. Az oxigén szá​mukra toxikus, mivel a flavinenzim-rendszerük oxigén jelenlétében működve peroxidot képez, amit nem képesek elbontani. Az antibiotikum korszak előtt a gangrénás folyamatok sebészi megoldása után az oxigén​túlnyomás számukra toxikus hatását előnyösen használták. 


Gyakran találkozhatunk Clostridium fajokkal látszólag aerob körülmények között is, mégpedig  Proteus fajokkal kevert tenyészetben. Ez utóbbi aerob baktérium olyan intenzíven fogyasztja az oxi​gént, hogy a környezetében gyakorlatilag oxigén mentes körülmé​nyeket teremt.


A Clostridium perfringens rövid, vaskos, csilló nélküli, tokos pálcika. Egyedül vagy kettesével fordul elő. Cukrokból jellegze​tes bűzös gázt termel. Penicillinre érzékeny. Patogenitását a toxinok okozzák és a környezetébe kiválasztott enzimek fokozzák. A nekrotizáló és hemolizáló toxinokon kívül foszfatidázt, proteinázt, kollagenázt, hialuronidázt, dezoxiribo​nukleázt és egy adenilcikláz aktivitást fokozó enterotoxint is termel. Ez utóbbi az ileumban és a jejunumban hasmenéssel járó bélgyulladást okoz.

 
A Clostridium septicum  karcsú, csillós bacillus. Jellegzetes, vajsav szagú gáztermeléséről lehet felismerni. 


A Clostridium botulinum 4‑8 csillóval mozgó, karcsú, spórás pálci​ka. A név a fő veszélyforrásra, a kolbászra (botulus) utal. Talaj​ban, tófené​ken, állatok belében fordul elő. Spórái feltűnően ellenállóak. Szénhidrátból avas szagú gázt fermentál. Az előforduló hat típus közül csak három (A, B, E típus) okoz tragikus kimenetelű megbetegedést. A bacillus általában nem szaporodik az emberi szervezetben, mert a felnőtt szervezetbe kerülő 1 g toxin már halálos adag, amely általában 18‑30 óra között kezd hatni és légzés bénulást okoz. Csak a trivalens antitoxin intravénás  adásától lehet segítséget remélni. A bekö​tődött toxin ugyanis már nem távolítha​tó el a szinapszisokból. A fő veszélyforrás a nyers kolbász, amelyben a bacillus elszaporod​va felhalmozza a halálos toxint. Egyébként 10  perc főzéssel a toxin inaktiválható. 


A Clostridium tetani, apró (0,4 x 2,5 m) peritrich csillós pálcika. Obligát anaerob bacillusként főleg a lovak bélcsatorná​jában él. Onnan kikerülve endospórát képez, és így várja a talaj​ban a csírázás lehetőségét. Erre alkalmas például egy melegvérű lény mélyebb testszövete, ahova nyílt seben keresztül juthat be. A felületi sérülés látszólagos gyógyulása után, a mélyebb réteg​ben meghúzódó spóra kicsírázik és a vegetatív sejt hemolizint, fibrinolizint és egy hőlabilis kolineszteráz gátlót termelve szaporodni kezd. Ez utóbbi fehérje hatására felszaporodó acetil​kolin halálos következményekkel jár (merevgörcs okozta légzés​bénulás). Ezt megelőzendő; mélyebbre terjedő sérülés esetén anti​testet tartalmazó szérummal oltják a sebesültet. Fertőződés ese​tén a góc sebészi eltávolítása, oxigén túlnyomás és penicillin kezelés lehet hatásos. A tetanusz toxoid​dal aktív immunizálás végezhető, ami tizenöt évig hatásos védel​met jelent a fertőződés ellen.

Clostridiumok fermentációs aktivitása és a Stickland-reakció
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                                3.3.4.4. Clostridiumok ipari hasznosíthatósága


A triviálisan vajsavas baktériumnak nevezett Clostridium fajok már Pasteur figyelmét is felkeltették, de a szénhidrátból képződő  redukált termékek iránt a fejlődő vegyipar is érdek​lődést muta​tott. A századforduló körül a háborúra készülő nagyhatalmak szerves vegyipari alapanyagigénye (robbanószergyártás) gyorsította a nagyipari technológia kifej​lesztését.


Ezek a baktériumok glükózból fruktóz-biszfoszfáton keresztül különböző savakat, alkoholokat, szén-dioxidot és hidrogént termel​nek. Fehér​je erjesztésekor anaerob körülmények között  végbemenő aminosav dehidrogénezési, oxidatív dekarboxilezési és az aminosa​vak re​duktív deaminálási folyamatait összekapcsolva (Stickland-reakció 1934) a megfelelő savakon kívül ammónia is képződik. 


A Clostridium acetobutylicum (ATCC 824) talajban élő, peritrich ostoros (0,8 x 4 m) pálcika, amely a légköri nitrogén meg​kötésére is képes. Ipari eljárásban aceton és butanol előállítá​sára használják. A butanol, mint membránkárosító oldószer limitálja az elérhető koncentrációt; 2 % felett már toxikus tünetek jelentkeznek. 


A fermentációs eljárás közben először a megfelelő sav képződik, ami a fermentáció második szakszában, a sejtek növekedése nélkül redukálódik alkohollá. A reakcióelegyhez adott kálcium-karbonát hatására ez az átalakulás nem következik be, felszaporodik a vajsav és az ecetsav kálciumsója ( ... oldal).

                              Kétnapos fermentáció termékösszetétele (mg / liter koncentráció):

	
	Kalciumkarbonát nélkül
	Kalciumkarbonát jelenlétében

	Vajsav                                     butanol                                 ecetsav                                 etanol                                    aceton                                 
	              32,2 

            411,5 

            102,1 

              44,5 

            222,3                                                   
	              630,0 

                45,7

              230,7

                22,4

                13,2


Az ipari gyakorlatba vett törzsből céltudatos szelekcióval nyert Clostridium butylicum butanol és izopropanol előállítására használható. Az elkülönített Clostridium butyricum stabil variáns vajsav- és ecetsavképzésre alkalmas.

3.4.1.0. Az ACTINOMYCETES csoport

Több mint száz éve ismerik sugárgomba néven ezeket a  baktérium- és gombatulajdon​ságokat magukban egyesítő mik​roszkopi​kus talajlakókat. A csoport neve az  sugár és  gomba szavak összetétel​e. A nyári zivatarok után érezhető jellegzetes talajillat tőlük ered.


Egységes jellemzésük sokalakúságuk miatt nem könnyű feladat.


Az Actinomycetales rend Gram-pozitívan festődő, mor​fológiai alapon megkülönböztethető családjai a Micrococcus nemzetségtől az elágazó fonalas szerkezetű, differen​ciált telepet képező Strep​toverticil​lium fajokig változatos képet mutatnak. DNS-tartalmuk​ban a G+C mennyisége 55 % felett van. Sejtfalszerkezetük azonos​sága mellett lipidtartalmuk is hasonló. Filogenetikai kapcsola​tukat a nukleinsav-​hibridizációs kísérletek és a 16S rRNS azonos​ságuk igazolja. Spóraképzésük a szaporodást szolgálja. Hőtűrő tartós spórát csak a Thermoac​tinomyces nemzetség tagjai fejlesztenek. Nagy morfológiai változatosságuk, színes telepeik, valamint a környezetbe kiválasztott színanyagaik változatossága miatt a törzsek elkülönítésére csak azonos körül​mények között végzett, pár​huzamos kísérletek eredményeit értékelve vállalkozhatunk. Az irodalmi adatok összehaso​nlítása sok esetben fél​revezető.


Részletes megismerésüket indokolja változatos mor​fológiájuk, differenciálódási jelenségeik, a környezetre gyakorolt hatásuk, az ipari alkalmazhatóságuk és ezzel összefüggő bonyolultan szabályo​zott anyagcsere hálózatuk. A DNS replikációt ritkán követi válaszfal képződés. Ebből következika látszólag “többmagvú” prokariota jellegük, A fonalak elágazása azonban mindig szeptum közelében indul növekedésnek. Az elágazó fonal csúcsi részében intenziv az anyagcsere. Ez a növekedő szakasz.mögötti szubapikális szakaszban folyó replikációt nem követi a válaszfaal képződés. Lineáris szerkezetű kromoszomájuk feltűnően nagy 8Mb 8x105 bűázypár

Elkülönítésük céljából elvégzendő morfológiai vizsgálatok:

1.) Adott hőmérsékleten és táptalajon fejődő telepeik változásának megfigy4elése ésösszehasonlítása rendszertnni besorolásuk szempontjából fontos 

2.) A pigmentképzésük vizsgálata a tápközeg, az életkor és a pH függvényében.

3.) A légmicélium-képzés vizsgálata.

4.) A konídiumképzés vizsgálata a légmicéliumon és a szubsztrátmicéliumon.

5.) A spórahordozó hifa alaki jellegzetességeinek vizsgálata.

6.) A spórák száma, elhelyezkedése, mozgó vagy nem mozgó voltuk.

7.) A sporangium alakja (ha van).

8.) A spórák küllemének változása elektronmikroszkópos összehasonlítása.

9.) A fonalas alak fragmentálódási tendenciája.

Taxonómiai szempontból kiemelendő a kémiai és élettani vizsgálatok jelentősége, ezen belül a

sejtfal-összetétel vizsgálata, a lipid tartalom vizsgálata, az optimális tenyésztési hőmérséklet meghatározása, a levegőigény mérése és a szénhidrát-hasznosítás vizsgálata (D-glükóz, L-arabinóz, D-xilóz, D-mannit, D-fruktóz, szacharóz, inozit, glicerin, keményítő) 
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Fonalas szerkezetű prokariota típusok fejlődési ciklusai, a légmicélium és a szubsztrátmicélium elkülönülésének továbbá a spóraképzésének vázlatos rajza.


Morfológiai vizsgálatuk — az idesorolt fajok fizikai-kémiai és fiziológiai körülmények által befolyásoltan változó tulajdon​ságai miatt — különleges gondossággal végzendő. Az agar-táptalajon növekedő kolónia fonalas szerkezetű képletekkel a tápközeg mélyebb rétegébe hatolva veszi fel a növekedéséhez szükséges tápanyagot. A táptalaj felszínén viszont kompakt telepet képez, amelyről némi lízisset követően tautolízis mellwettlegtöbb esetben finom fonalakból álló lég​micélium- tömeg emelkedik fel. A fonalak vékonysága miatt felületi mik​roszkóp​pal általában nem vizsgálható a jelenség. Áteső fényben való vizsgálat céljából viszont különleges technikát kell alkalmazni. 


A fonalas prokarionták különlegessége az elter​jedést szolgáló szaporító sejt képzése. Spóra képződése sok esetben nem csak a légmicélium​on figyelhető meg, de a differeciálódási folyamat a tápközegbe hatoló fonalakon is elősegíti a spóraképződést. Gyakorta a fonalak feltöredezése is a szaporítást szolgáló, artrospóraszerű képletek meg​jelenésével jár.


Az egyik módszer szerint különleges mikroszkópi készítményt oltanak és a növekedő tenyészetet folyamatosan vizsgálják B—A pontok között. A tárgylemezre oltott spórák növekedé​sét figyelve a teljes fejlődési ciklust végig követhető. A páratelt légkörben aszep​tikus körülmények között fejlődő készítményt egy-két héten keresztül vizsgálhatjuk.


A  másik módszer szerint Petri-csészébe kiöntött agar táptalajra oltott tenyészetre sterilizált fedőlemezeket helyez​nek ferdített helyzetben. A növekedő tenyészet fonalai felkúszva a fedőlemezre mikroszkópos vizsgálatokra alkalmas réteget képeznek. Különböző időpontban a fedőlemezeket nedves tár​gylemezre helyezve a mikroor​ganizmus fejlődése jól megfigyelhető.
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	A tárgylemezre cseppentett, fedőlemezzel fedett tápagaron fejlődő fonalas szervezet vizsgálata
	A tápagarról a fedőlemezre felkúszó fonalak fejlődésének vizsgálata


A rendszertani helyükre vonatkozó adatokat szolgál​tató biokémiai analitikai technika csak a XX. század közepén erősödött meghatározó jellegűvé. Biokémiai rokonságra hivatkozva sorolják közéjük a spórát nem képző Mycobacterium család tagjait, a Coryneform alcsoport családjait, és a Nocardia-féléket.


Az elkövetkezőkben a csoport jelentősebb nemzetségeinek típustörzsei szerepelnek. A név után zárójelben található az ATCC gyűj​teményben megadott katalógu​ss​zá​m. A felsorolást néhány patológi​ai vagy biotech​nológiai szempontból kiemelt család részletesebb tár​gyalása egészíti ki. Megjegyzendő, hogy ipari jelentőségük és szabadal​maztathatóságuk miatt a rendszertani besorolásuk nem minden esetben állja a tudományos kritikát. (Williams et al.  J. Gen. Microbiol. 129:1815-30. 1983)

Filogenetikai kapcsolatot szemléltető dendrogram , amely a16S rRNS hasonlóság alapján  készült
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3.4..1.1. MYCOBACTERIALES


A Mycobacterium nemzetség kórokozó tulajdonságára tekintet​tel külön fejezetet érdemel. Fonalas alakot nem képző, nem spórázó, savállóan festődő, nem mozgó Gram-pozitív baktériumok. Obligát aerobok. A peptidoglükánvázban a mezo-diaminopimelinsav nyer fontos szerepet a peptidláncok közötti kapcsolat kialakításában. Mikolsavban gazdag sejtfalszerkezetükhöz ionosan kötődő bázikus fukszin savas alkohollal sem távolítható el. Ez lehet az oka Gram-pozitív festődésüknek is. 


Igen lassan, 12 óra generációs idővel osztódó bak​tériumok. Elektronmikroszkóppal készített felvételeken feltűnően vékonynak tűnik a peptidoglükán sejtfal, amely jelentős glükopep​tid-tartalma miatt lizozimmal jól bontható. A citoplaz​mában jól látható a lamellás szerkezetű mezoszóma, a glükogén szemcsék és a volutin (polimetafoszfát) rögök. 



Laboratóri​umi tenyészet​ben a kokkoid alaktól a fonálkez​deményig változó alakban jelenhetnek meg. Gyakran szalagszerűen helyezked​nek el a táptalajon. A szalagszerű elhelyezkedés a sejt külső felületén található Cord-faktornak tulajdonítható. A Mycobacterium sejtekből semleges szerves oldószerekkel, például petro​léterrel különböző összetételű viaszok (D-viasz) és úgynevezett mikozidok (Cord-faktor) különíthetők el.


Az immunogén D-viasznak nevezett frakció arabino-galak​tózamin oligomerje közvetlenül a peptidoglükán-réteg felett található és foszfátészterrel kötődik a muraminsav C-6 csoport​jához. A galak​tózamin amidkötéssel is kapcsolódhat a mureinrétegből kinyúló heptapep​tidekhez. Az arabinózhoz észterkötéssel kapcsoló​dik az -helyzetben elágazó ß-hidroxi zsírsav, a mikolsav (Arch. Biochem. Biophys. 98:283-89. 1962).
A párhuzamos mikolsavláncok közé ékelődnek a Cord-faktor és a szulfolipid hidrofób részei. Ezek az alkotóelemek a trehalóz, illetve a szulfotrehalóz mikolsavval alkotott észterei.


A Cord-faktor különleges glikolipid, amelynek szén​hidrátösszetevője (6,6'-dimikolil-trehalóz) a sejtburok külső felületén található. Ugyancsak a külső felületen helyezkedik el a szulfolipidfrakció szénhidrát alkotórésze. A külső lipidréteg alsó harmada a felépítéséből adódóan jelentősen akadályozza az anyagfelvételt. E fölött helyezkedik el a Cord-faktor és a szulfolipidek hidrofób láncai. A hidrofób szakaszból nyúlnak a mikolsav láncok közé a phthiocerolok hidroxil csoportjait észterező mikocerozátok apoláros láncai.

                                    CH3-(CH2)20-CHOH-CH2-CHOH-(CH2)4-CH--CH-CH2-CH3 

                                                                                                          |        | 

                               CH3       CH3        CH3        CH3                       CH3  O–CH3

                                |              |              |               |   

CH3-(CH2)21-CH2-CH-CH2-CH-CH2-CH-CH2-CH-COOH


A sejtfalból egy változatos összetételű foszfatid-frakció is elkülöníthető, amely a megfertőzött szervezet válaszreakciójának kialakulá​sá​ban fontos szerepet játszik. A sejtfal bonyolult felépítése több mint 30 különböző antigén felismerésére vezetett.


A humánkórokozóként ismert Mycobacterium tuberculosis (ATCC 27294) törzset R. Koch mutatta ki 1882-ben különleges festési módszerével. A karbolfukszinnal melegítve festett készít​ményből sósavas alkohollal a festék a TBC bacillus kivételével eltávolítható. A sejtburok feltűnően nagy lipidtar​talma (60 %) akadályozza a festék eltávozását. A lipidburok fokozza a hőtűrésüket. Ezért a tej pasztőrözése nem mentesíti a tejterméket a Mycobac​terium fertőzéstől csak a pozitív állatok kiselej​tezése vezethet eredményre. 


A “Koch-bacillus” patogén volta a molekuláris biológiai vizsgálatát is indokolta. S. T. Cole és 41 munkatársa az 1905-ben izolált, jólismert H37Rv törzs teljes genomjának szekvenálását elvégezték (Nature 393:537-544. 1998). A 4,411,529 bázispárt tartalmazó genom közel 4000  féle fehérje információját hordozza.


A szervezet válaszreakciói közül az egyik jól ismert folyamat a gümőképződés, a regionális nyirokcsomók elsajtosodása, elmeszesedése, amely a folyamat későbbi szakaszában figyelhető meg. A virulens kórokozók betokozódva hosszú ideig megőrzik életképes​ségüket. Szerencsétlen esetben a góc szétesése fer​tőzőforrásként a környezet számára is veszélyt jelent. 

Az első fertőzés után a szervezet bizonyos reziszten​ciára tesz szert, de átmenetileg a fertőzéssel szembeni ér​zékenység is fokozódik. A folyamat a makrofágok aktiválódásával fejeződik be. 


Az immunológiai hatás élő, legyen​gített Mycobacterium bovis törzsek (19210) adagolá​sával is kiváltható. Az esetleges fertőződés elkerülése céljából a BCG (Bacille Calmette Guérin) oltás csak tuberkulin negatív, tehát fertőzésen még át nem esett személynek adható.


A fertőzés leküzdésére hatásos gyógyszerek állnak ren​delkezésre (izonikotinsavhidrazid, p-aminoszalicilsav, sztrep​tomicin, rifampicin, etámbutol, cikloszerin). Ezeket a szereket a mikroba lassú növekedé​si üteme miatt meglehetősen hosszú ideig kell adagolni. Az életkörülmények javítása és a gyógyszerek alkalmazásával a TBC (tüdőbaj) népbetegség jellege a kultúrál​lamokban visszaszorult.


Rendszertanilag ide sorolható a Mycobacterium leprae, a lepra kórokozó​ja. A rokonságot igazolja, hogy a BCG védelmet jelent a fertőzés​sel szemben. Világszerte, főleg a fejlődő országokban élő 12 millió betegről tud a hivatalos nyilvántartás. A megtámadott szervezet sejtjeiben élve fejtik ki káros hatásukat. Lassú fejlődésük miatt a fertőzést követő lappangási idő 3-5 esztendő lehet. Majmok, valamint az armadillo (Dasypus novemcinctus) fertőzhetősé​gét is észlel​ték.



Az utóbbi időben M. avium okozta fer​tőzések megjelenése, valamint más atípusos Mycobacterium fajok által okozott kóresetek megszaporo​dása figyelmet érdemel. Az atípusos, talajban élő szaprofita fajok (M. phlei, M. smegmatis, M. fortuitum, M. porcinum, M. vaccae) az emberi szervezetbe kerülve adott esetben súlyos kórképet okozhatnak, ezért poten​ciálisan patogéneknek tekinten​dők. Ezek a törzsek lényeges​en gyorsabban szaporodnak. Különlegességük, hogy 5 % nátrium-kloridot tartalmazó táptalajon is jól növekednek. A lipidburkuk miatt leküz​désükre a fent említett antibiotikumok használata indokolt. A BCG-oltás viszont nem jelent védelmet ellenük.

-MIKOLSAVAK
H3C-(CH2)17-HC=CH-(CH2)14-HC=CH-(CH2)17-CH-OH

                                                                               |                            Mycobacterium smegmatis
                                                        H3C-(CH2)21-CH-COOH

                      H-C-H                H-C-H

                          /\                         /\

H3C-(CH2)17-HC-CH-(CH2)14-HC-CH-(CH2)17-CH-OH

                                                                             |                                   Mycobactereium phlei
                                                      H3C-(CH2)21-CH-COOH

                       H-C-H                H-C-H

                           /\                         /\

H3C-(CH2)17-HC-CH-(CH2)1O-HC-CH-(CH2)19-CH-OH

                                                                             |                             Mycobacterium tuberculosis
                                                      H3C-(CH2)23-CH-COOH

SZULFOLIPID (szulfotrehalóz mikolsavésztere)

CORD-faktor  (Trehalóz mikolsavésztere)
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3.4.1.2. CORYNEBACTERIUM félék

A Corynebacterium nemzetség képviselői rövid, enyhén görbült, hegyesedő végű pálcák. Mezo-diaminopi​me​lin​savat tartalmazó peptidoglükán sejtfalukban arabinóz és galaktóz fordul elő. Nem mozgó fakultatív anaerobok. Külső lipidrétegük​ben​ rövid szénláncú (22-36 C) mikolsavak kapcsolódnak az arabinoga​laktán polimerhez. 


Típustörzsük a diftéria kórokozójaként izolált Corynebacterium diphteriae (ATCC 27010). Krause Bacillus diph​teriae néven írta le 1886-ban. Polimorf, mindkét végén kissé duzzadt pálcák (G+C 51-59 %). Osztódáskor nem válnak el a baktériumsejtek, hanem sugárszerűen, fonalas alakban helyezkednek el. Lipidoldékony pigmentjükben nyolc izoprén-egységből felépült lánchoz kapcsolódó menakinon fordul elő. A sejtfal arabinózt galaktózt és mannózt tartalmaz.


Az emberre és állatra patogén kórokozó légúti megbetegedést okoz. Már Hippokrates is említést tesz róla. A diphteritis elnevezés Pierre Bretonneau-tól származik, aki felismerte a betegség fertőző jellegét. A kórokozó torokkenetből való kimutatása Klebs érdeme. Egy év múlva 1884-ben Löffler már a tengeri malacon is betegséget kiváltó tiszta tenyészetét állítja elő. A betegség sok esetben halálos kimenetelét okozó toxin képződését Roux és Yersin 1888-ban mutatta ki, és 1891 karácsonyán már az első eredményes antitoxinkezelésre is sor került. A toxin-antitoxin komplexet először Theobald Smith használta 1909-ben immunizáló ágensként. 


Freeman 1951-ben fedezte fel, hogy a toxint termelő kórokozók temperált fággal fertőzöttek. A fággenom tartalmazza a toxin információját. A törzset a fágmentesítés avirulenssé teszi. A fággal fertőzött C. diphteriae két diszulfid-kötéssel mereví​tett, 62 kDa méretű, biológiailag inaktív fehérjét termel, amelyet utólag aktivál egy proteáz, például a tripszin. A felszabaduló 24 kDa méretű "A" fragmentum (10 g a halálos adag) a fehérjeszin​tézis transzlo​kációs faktorát inaktiválja. A NAD+-ot hasítva ADP-ribozil-EFG-t hoz létre. Megakadályozza a fehérjeszintézishez nélkülözhetetlen EFG-GTP komplex képződést. Egyetlen toxinmolekula néhány óra alatt a sejtben működő összes EFG-faktort inaktivál​ja.


Kinoshita és munkatársai 1958-ban izoláltak egy glutaminsav​ter​melésre használható mikroorganizmust eredetileg Micrococcus glutamicus néven. A sejtfal mikolsavtar​talma miatt ma C. glutamicum néven (ATCC 13032) tartja számon a szakirodalom. A törzsből később más esszenciális aminosavak (lizin, treonin) előállítá​sára alkalmas mutánsokat nyertek, amelyeket világszerte tápanyagkiegészítőként hasznosítható aminosavak nagyüzemi gyártásához használnak.


Botanikusok nagy számban izoláltak növényspecifikus​ Corynebacterium fajokat (C. tritici, C. michiganense, C. iranicum, C. nebrask​ense), amelyeket a részletes rendszertani felülvizsgálat alapján ma a Clavibacter nemzetségbe sorolnak.

3.4.1.3. NOCARDIA alakúak (NOCARDIALES)

Különleges tulajdonságú, szabálytalan alakú, nem spórázó szer​vezetek. Fonalat nem képeznek, vagy ha igen, akkor rövid idő alatt kokkoid, bacilloid alakokra esnek szét. Sejtfaluk mezo-diaminopi​melinsavat tartalmaz. Membránjuk foszfatidil-glicerint, inozit​olt, illetve inozitol-mannozidot tartalmaz. 


Különlegességük a sejtfalon kívül található lipidgazdag réteg, amely családonként jellemző különbsé​get mutat. Ezt a lipidréteget az arabinogalak​tán réteghez kapcsolódó mikolsavak alkot​ják. (Lásd a Mycobacteri fejezetben.) A mikolsav olyan elágazó hidroxisav, amelyben telítet​lenség, oxirán-csoport vagy ciklopropil szerkezet fordulhat elő. Az OH-csoport hidrogénkötéssel kapcsolódik a szomszédos mikolsav-észter karboniljához. Ezeknek a szer​vezeteknek a külső hidrofób régiója érintkezik a hidrofil külvilággal. A külső lipidréteg szerkezetében megfigyelhető hasonlóság erősíti a rendszertani kapcsolatot a három csoportra különítve tárgyalható szervezetek között. A mycobacteriumoknál a szulfolipid poláros csoportja találkozik a környezettel.
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A Nocardia-félék közül legismertebb a nocardiózist okozó, egyébként talajlakó Nocardia asteroides (ATCC 19247), amely agar táptalajon bakteroid alakra széteső, elágazó fonalat alkot. (A lég​micéliumból artrospó​rák fűződnek le.) Membránjuk foszfati​dil-​eta​no​lamint tartalmaz. Sejtfalukban N-glikolil-muraminsav fordul elő. Szen​nyvíztisztító telepek aktív iszapjában is előfordul. Sok esetben vérszívó ízeltlábúak​kal él szimbiózis​ban.

Caseobacter polymorphus (NCDO 2097). Kemény és lágy sajtok felszínén található, alakváltoztató bak​tériumok. Friss táptalajon a kokkoid alak pálcikává fejlődik. A pálcák rácsszerű​en vagy V alakban helyez​kednek el. A sejtfal galaktózt, mannózt, arabinózt és mikolsavat tartalmaz.

Rhodococcus rhodochrous (ATCC 13808). Változatos alakú, talajban és növényevők ürülékében előforduló patogén mikroba, amely vérszívó ízeltlábúakkal is élhet szimbiózisban. Mikol​savainak mérete 36-50 C között változik. 

Megjegyzendő, hogy az utóbbi évtizedekben sok fonalas prokariota törzset helytelenül Nocardia néven írtak le. Ezek jellemzően többek között nem tartalmaznak mikolsavat. Ilyenek például az ansa-láncú antibiotiku​mot (rifamici​n) termelő törzsek.

                                                                 3.4.1.4. ACTINOPLANACEAE
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A család tagjai erős fonalat képző, nem saválló, Gram-pozitív prokarionták. Sejtfalukban diaminopimelinsav (meso-DAP) és 3-hidroxi-diamino-pimelinsav fordul elő. Mozgékony vagy nem mozgó spóráik külön​leges sporangiumokban képződnek.

Actinoplanes philippinensis (ATCC 12427). Semleges 
kémhatású talajból, hulladékból izolálható. Finom fonalakból álló, elágazó micéliumon megjelenő sporan​giumokból szabadulnak ki a zoospórák (Arch. Microbi​ol. 128:53, 1980). A kiszáradt talajmin​tát újra nedvesítve megjelennek a spórák és a számukra kívánatos kitint tartalmazó üvegkapil​lárisokba vándorol​nak. Egyébként an​tibiotikumot is termelnek (Ann. Rev​. Micr​obiol 33:389 ). 

Dactylosporangium aurantiacum (ATCC 23491) kézujj. Tófenékről izolálható, an​tibiotikumot termelő talajlakó. Zoospórái ujjszerű sporan​giumok​ban képződnek. A táptalajba süllyedt micélium​ról gömbszerű, nem mozgó spórák fűződnek le. Mezo-diaminopimelinsav tartalmú sejtfaluk​ban glicinben gazdag murein fordul elő. 
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Micromonospora chalcea (ATCC 12452). Finoman elágazó fonalakból álló telepet képez. Spórái hosszabb-rövidebb spórahor​dozókon fejlőd​nek. Izolálásukat spóráik feltűnő hőtűrése segíti (80oC, 12 perc). Ha a vízpartról gyűjtött talajmintát fél órán keresztül 70 fokra melegítve tartjuk és utána széleszt​jük szelektív táptalajra, leginkább Micromonos​pora törzseket izolál​hatunk. A membrán foszfatid​il-inozitot és ennek mannozid származékát tartal​mazza. Főleg aminoglikozid antibiotikumok változatait termelik (például ge​ntamicint termelő M. echinos​pora 125837).

3.4.1,5. ACTINOBACTERIA család

Actinobacteriaceae család tagjai talajból izolálható, nem saválló, Gram-pozitív, aerob kokkuszok. A típustörzsnek tekintett Arthrobac​ter globifor​mis (ATCC 8010) pep​tidoglükán sejtfala nem tartalmaz glicint, diaminos​avkén​t lizin található benne. A sejtfal galak​tózt, glükózt, ramnózt, mannózt tartal​maz. Fonalas alakja valójában kokkuszfüzér. 

Az  A. simplex (ATCC 6946) néven szereplő törzs (Can. J. Microbiol 3:35-42. 1957) eredetileg 1934-ben Corynebac​terium simplex néven került leírásra. A sejtfala LL-DAP-at tartalmaz. 1982-ben a nevét és rendszer​tani helyét Nocar​dioides simplex-re változ​tat​ták (Arch. Microbiol 133:323-29). A pred​nizolon e​lőállítása​kor a törzs dehidrog​enáz aktivitását hasznosí​tj​ák.
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Brevibacterium lineus (ATCC 9172). A törzset sajt felületé​ről izolálták, ahol az ízanyagképzésben van szerepe. A sejtfal mezo-diaminopimelinsavat, galaktózt és glükózt tartal​maz. Fehér​jedús táptalajon sárga telepeket fejleszt. A teichoinsav glicerint, ribitolt és mannitot tartalmaz.

Renibacterium salmoninarum (ATCC 33209). Ciszteint tartalmazó táp​talajon 15-18 oC-on fejlődik. Lazactenyésztő telepeken járványt okozhat. A kórokozó a halak veséjéből izolálható. Eredetileg Corynebac​terium törzsként írták le. Lizint tartalmazó sejtfalában glükóz, arabinóz, mannóz, ramnóz fordul elő. 

Rothia dentocariosa (ATCC 17931). Szerves nitrogénforrást igénylő, főleg kokkoid alakban előforduló fakultatív anaerob baktérium. A szájüregben gyakorta előfordul, de fertőzésként vérből és az agy-gerincvelői folyadékból is izolálták. Glükózt fermentálva tejsavat, ecetsavat, hangyasavat, borostyánkősavat termel.
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Curtobacterium citreum (ATCC 15828). Fitopatogén, főleg kokkoid alakban előforduló, átmenetileg mozgékony  aerob baktérium. Sejtfalá​ban galaktóz és ornitin fordul elő. 

Cellulomonas flavigena (ATCC 482) Cellulózbontó, fakultatív anaerob talajlakó. Glükózból oxidatív úton és fermentációs körülmé-nyek között is savat képez. Mozgékony alakban is meg​jelenik. 

Microbacterium lacticum (ATCC 8180).  Kataláz-pozitív aerob törzs, B2-vitamint igényel. Sejtfalában galaktóz, ramnóz, mannóz fordul elő. L(+)tejsavat képez. Főleg tejtermékekben fordul elő. A tejport is fertőzi, mert a porlasztva szárítást (niro) is túléli. 

Arachnia propionica (ATCC 14157). A normál szájflóra tagja, de okozhat aktinomikózist is. Sejtfala glicint, LL-DAP-t, aszparagin​savat, galaktózt, glükózt, mannózt tartalmaz. Kataláz-negatív, fakultatív anaerob. Glükózból propionsavat fermentál. Mikrokolóniái fonalas szerkezetűek. Légmicéliumán spórát nem fejleszt. A telep felszíne fényes. 

Actinomyces bovis (ATCC 13683). Szájüregben előforduló, patogén természetű, fakultatív anaerob baktérium. A sejtfal​ban lizin, aszparaginsav, ornitin, fukóz, 6-dezoxitalóz és ramnóz található. 

Agromyces ramosus (ATCC 25173). Sejtfalában 2,4-diamino-vajsav és glicin található. Hidrogénperoxidot termelő, szerves nitrogénfor​rást igénylő talajlakó. 

Arcanobacterium haemolyticum (ATCC 9354). Patogén, hőálló (60 oC, 15 perc), véres agaron széndioxid atmoszférában jól növekedő bak​térium. 

Oerskovia turbata (ATCC 25835). Sárga telepekben növekedő fonalas alakja mozgékony pálcákra esik szét. Fakultatív anaerob. Nitrátredukáló talajlakó, de a szénát is fertőzheti. Több esetben endocar​ditis kórokozójaként azonosítot​ták. Sejtfaluk lizint, galaktózt, D-aszparagi​nsavt, D-szerint, L-treonint tartalmaz. 

Promicromonospora citrea (ATCC 15908). Sárga telepeket alkotó talajlakó. Hideg és hőtűrő 10-48 oC-on jól szaporod​ik. Lég​micéliumot és szubsztrátmicéliumot fejleszt. Általában nem mozgó bakteroid alakokra esik szét. Ritkán spórát fejleszt. Sejtfala lizint tartalmaz. 

                                                                       3.4.1.5. ACTINOPLANACEAE
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A család tagjai erős fonalat képző, nem saválló, Gram-pozitív prokarionták. Sejtfalukban diaminopimelinsav (meso-DAP) és 3-hidroxi-diamino-pimelinsav fordul elő. Mozgékony vagy nem mozgó spóráik külön​leges sporangiumokban képződnek.

Actinoplanes philippinensis (ATCC 12427). Semleges 
kémhatású talajból, hulladékból izolálható. Finom fonalakból álló, elágazó micéliumon megjelenő sporan​giumokból szabadulnak ki a zoospórák (Arch. Microbi​ol. 128:53, 1980). A kiszáradt talajmin​tát újra nedvesítve megjelennek a spórák és a számukra kívánatos kitint tartalmazó üvegkapil​lárisokba vándorol​nak. Egyébként an​tibiotikumot is termelnek (Ann. Rev​. Micr​obiol 33:389 ). 

Dactylosporangium aurantiacum (ATCC 23491) kézujj. Tófenékről izolálható, an​tibiotikumot termelő talajlakó. Zoospórái ujjszerű sporan​giumok​ban képződnek. A táptalajba süllyedt micélium​ról gömbszerű, nem mozgó spórák fűződnek le. Mezo-diaminopimelinsav tartalmú sejtfaluk​ban glicinben gazdag murein fordul elő. 

Micromonospora chalcea (ATCC 12452). Finoman elágazó fonalakból álló telepet képez. Spórái hosszabb-rövidebb spórahor​dozókon fejlőd​nek. Izolálásukat spóráik feltűnő hőtűrése segíti (80oC, 12 perc). Ha a vízpartról gyűjtött talajmintát fél órán keresztül 70 fokra melegítve tartjuk és utána széleszt​jük szelektív táptalajra, leginkább Micromonos​pora törzseket izolál​hatunk. A membrán foszfatid​il-inozitot és ennek mannozid származékát tartal​mazza. Főleg aminoglikozid antibiotikumok változatait termelik (például ge​ntamicint termelő M. echinos​pora 125837).

3.4.1.6. TÖBBREKESZES SPORANGIUMOT KÉPZŐ ACTINOMYCETES CSOPORT

Sejtfalában mezo-DAP található, mikolsavat nem tartalmaz. Hossz és keresztirányban szeptált hifákból kialakuló telepeken fejlődő sporangiumokból szabadulnak ki a mozgó vagy mozgás​képtelen spórák.
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Dermatophilus congolensis (ATCC 14673). Aerob, illetve fakultatív anaerob, obligát patogének. Szarvasmarhák és juhok gondozói számára is veszélyt jelenthetnek. A fertőzés helyét fedő var felszakadása után ki-szabaduló zoospóráik újabb gazdát fertőz​het​nek, vagy a talajba kerülve hosszabb ideig életképesek maradnak. Laborató​ri​umi körülmények között szerves anyagban gazdag táptalajon 10 % szén​dioxid jelenlétében 37 oC-on tenyészthetők. 

Frankia alni (ATCC 33029). Gazdanövényre (Alnus glutinosa) specifi​kus endofiton. A gyökérszövetben kialakuló noduluszokban elburjánzó szervezet. Mikroaerofil laboratóriumi körülmények között in vitro is képes nitrogénkö​tésre. A fonalain 3-5 m méretű vezikulumok képződnek. A sporangiumaik 25-33 m méretűre növekednek. Frankia törzseket izoláltak a Betulaceae, Eleag​naceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Casuarinaceae család gyökereiből. .A  sporangium Comptonia peregrina gyökérgümőből izolált Frankia törzs tenyészetén képződött 

Geodermatophilus obscurus (ATCC 25078). Telepet képző talajlakó. Sivatagból és a Mount Everest-ről is izolálták. Szeptált fonalakat képez. Az érett telepek​ből mozgó és nyugvó spórák szabadulnak ki.

[image: image114.png]spérakipzidisa
sporangiumban
(slekizonmikrafots 1100




[image: image115.png]Frankia ~ asporangium fejlidése

110005 nagyités

(interferencia finymikvoszksppal késziilf)




A Frankia szubsztrátmicélium végein fejlődő sporangium alsó szakaszán folyamatosan képződő spórák érett alakban hagyják el a sporangiumot

3.4.1.7. STREPTOMYCETACEAE


Dús micéliumot fejlesztő talajlakók. Szubsztrátmicéliumuk általában nem töredezik bakteroid alakokra. Agar táptalajon jellegzetes színes telepet alkotnak, a táptalajba pedig külön​böző, fajokra jellemző festékanyagot választanak ki. A táptalaj fölé emelkedő lég​micéliumokon spóraláncok fejlődnek. 


A sejtfaluk LL-diaminopime​lin​savat tartalmaz, amelyet glicin-pentapeptid kapcsol a következő muramilpeptidhez. Lizozimmal a sejtfal és a spóra fala nehezen bontható. A sejtmembrán​jukban nagy mennyiségű alifás, valamint izo- és anteizo-szerkezetű zsírsav, izoprén- egységekből felépülő menakinon, difoszfatidil-glicerol, foszfati​dil-etanolamin, foszfatidil-inozitol, valamint inozitol-mannozid található.
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Intrasporangium calvum (ATCC 23552). Aerob, nem fragmentálódó finoman elágazó hifákból álló telepeket fejleszt, lég​micéliumot nem képez. A sporangium a 2 m átmérőjű spórával a hifán interkaláris megvas​tagodás​ként található. A spóra 28-30 oC-on egy-két csíratömlőt fejleszt. Régebben Ac​tinoplanaceae, később a Streptosporangiaceae családba sorolták őket. 

Kineosporia aurantiaca (ATCC 29727). A nemzetség eddig ismert egyetlen képviselője, amely 20-30 oC-on nő, 37 oC-on nem fejlődik. A szubsztrát​micéliumán kialakuló spórái moz​gékonyak. 
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 Nocardioides albus (ATCC 27980). Pigmentet nem termel. Aerob, nem saválló, halványsárga telepeket alkot. Szubsztr​át​micéliuma rövid pálca és kokkoid alakra töredezik. Légmicéliuma spóralánccá alakul. 

Sporichthya polymorpha (ATCC 23823). Főleg légmicéliumot fejlesztő, 22-44 oC-on tenyészthető talajlakó. A fiatal hifák Gram-negatívan, az öregedő fonalak Gram-pozitívan festhetők. 

Streptomyces  albus (ATCC 3004). Légmicéliuma spórákká alakul, de szubsztrátmicéliuma is fragmentálódhat. A spóra, illetve a fragmentum általában egyetlen genomot tartalmaz. A spórák fizikai ellenál​lóképessége lehetővé teszi a vegetatív micéliumtól való elkülönítésüket rövid ideig ható ultrahangkezelés​sel. Az ide tartozó törzsek savtűrés és hőtűrés szem​pontjából igen eltérőek lehetnek. 

Streptoverticillium baldaccii (ATCC 23654).. Közismert talajlakó. Szubsztrát​micéliuma nem töredezik fel. Lég​micéliumán a spórák kis ágacskák​on képződnek. A Streptomyces törzzsel összehasonlítva sejtfaluk lizozimmal nehezeb​ben bontható. 

A Streptomyces fajokra jellemző bonyolultan differen​ciálódó anyagcsererendszer működése a talajbiológia fontos tagjává avatja őket. A szubsztrá​tmicélium és a légmicélium funkcionálisan eltérő feladatot látnak el. A spóraképzésben kiteljesedő differen​ciálódási folyamat különleges szabályozási mechanizmusok működését igényli. 


Természetes élőhelyük változatos fizikai és kémiai körül​ményei, csak nagy ellenállóképességgel, kellő adaptációs készséggel, azaz gazdag génállománnyal rendelkező törzsek fennmaradását tette lehetővé. Amíg az eubaktériumok magállománya általában 4 Mb körüli értéket mutat, az idesorolt fonalas szerkezetű prokarioták magállománya eléri a 8 Mb méretettartományt. Halofil fajaikról is tudunk. 


A telepekben egyidejűleg van jelen a spórából kihajtott, még életképes legidősebb primer fonal és az egyre gyarapodó fiatal micéliumtömeg. A kolónia sok maganyagot kevés válaszfalat tartalmazó óriás sejtnek tekinthető. A telep körkörös elszínező​dése és morfológiai elkülönülése élettani különbséget takar. 


A Bergey's Manual VIII. kiadása 463 Strep​tomyces faj leírását tartalmazza. Az irodalom ennél jóval több törzsről tud. Sok fajuk antibiotikumot termel. Ezek a szekunder metabolitnak tekintett biológiai aktivitást hordozó vegyületek a létért folytatott küzdelemben hatásos fegyverének tekinthetők. A felfedezők vizsgálati  módszerei​ket általában addig "finomítják", amíg az iparilag hasznosítható törzs szabadal​maztathatóság szempontjából új fajként szerepelhet. A fajon belül nem minden izolált példány termel kimutatható mennyiségben antibiotikumot. Ezért az ipari gyakorlatban törzsnek nevezik a gyakorlati felhasználásra kiválasztott, adott esetben kinemesített és törzsgyüjteményben deponált mikroszervezetet

	   Ipari szempontból
	jelentősebb törzsek neve
	A hatásos anyag neve
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Aureomicin

Klóramfenikol

Nisztatin

Kanamicin

Neomicin

Eritromicin

Monensin
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A családba sorolt különböző fajnévvel rendelkező törzsek nagy számát a rendszertan szakemberei nem kevés kétkedéssel fogadják. Williams 400 független fajnévvel deponált “törzs” 139 karakterét vizsgálva  tulajdonságaikat a numerikus taxonómia módszereit használva kritikus taxonomusként értékelte. Ennek alapján közülük 394-et ismert csoportba sorolhatónak itélt (J. Gen. Microbiol. 129:1815-30. 1983). A 400 közül mindössze 6 megkülönböztethető fajt állapított meg.

[image: image120.png]




A modern törzsfejlesztési eljárások modellként használt kísérleti alanyai is a nermzetség (genus) képviselői. A Sermonti és Hopwood által részletesen vizsgált Streptomyces coelico​lor géntérképé​nek felderítet​tsége miatt került a kutató laborató​riu​mok asztalára. Mai típustörzse S. violaceoruber (ATCC 14980). 

.
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         Streptomyces lividans légmicélium átalakulása spóralánccá

A Strep​tomyces lividans pedig  vektorgazdaként került Hopwood laboratóriumába. A modern genetikai módszerek alkal​mazását az Escherichia coli-ban és a Streptomyces lividans​-ban is jól működő, bifunkcionális plazmidjaik megalkotása tette lehetővé

 A Streptomyces-plazmid restrikciós térképe. Az ábra bemutatja a restrikciós enzimek hasítóhelyeit.  Ez a kifejlesztett plazmid a Streptomyces coelicolor A3, a Streptomyces lividans 66 és a Streptomyces parvulus ATCC 12434 törzsekben képes replikálódni.
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Az idesorolt mikroszervezetek pótolhatatlan szerepet játszanak a komposztálás folyamatában a növényi poliszacharidok ( cellulóz, hemicellulóz, lignocellulóz) lebontásával. A növényi lignocellulóz felépítettségéből következően nehezen lebontható. A szorosan kötegekbe rendezett cellulóz láncokhoz rövidebb hemicellulóz egységek tapadnak. Ehhez kapcsolódnak extenzinek közvetítésével a savas karakterű pektin láncok. Az egész  képződményt a lignin (fenilpropán egységekből álló polimer) szilárdítja az egyes növénycsoportokra jellemző lignocellulózzá. 

Lignocellulózt bontó mikroszervezetek természetes élőhelyükről különleges dúsító eljárással izolálhatók. Ilyen  dúsító táptalaj összetétele lehet 100 ml desztillált vízben oldva 0.1 g NaNO3; 0.1g K2HPO4; 0.03g KCl; 0.05g MgSO4.7H2O; 0.05 g élesztőkivonat; 0.05g pepton; 1 g Macherey Nagel 300-as kristályos cellulózpor; 2 g agar-agar A mikroelem igény kiegészítése céljából 0.1 ml baktérium mentesre szűrt nyomelem oldat adagolása  (1000 ml desztillált vízben oldva 100mg MnCl2.4H2O;  100mg CoCl2; 10mg CuSO4; 10mg Na2MoO4.2H2O; 20mg ZnCl2; 5mg LiCl; 5mg SnCl2.2H2O; 10mg H3BO3; 20mg KBr; 20 mg EGTA, 8mg NaFe3+-trihidrát)  szükséges. Ha a tenyésztést 44–60°C tartományban végezzük, akkor a cellulózt hasznosító törzsek kiemelésére van lehetőség. A 8-10 nap után izolálható telepek közül hatásos törzsek izolálhatók. Ezek tisztasága többszöri hígítás után karboximetil-cellulózt tartalmazó táptalajra szélesztve igazolható. A telep körüli képződő kráter a CMC bontó aktivitásról tudósít. 

                                                   3.4.1.8. MADUROMYCETACEAE
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Sejtfalukban a mezo-diaminopimelinsav közvetlenül kapcsoló​dik a szomszédos muramilpeptidhez. Külön​legesség a sejtfalukban előforduló 3-O-metil-galaktóz. Egyes szerzők a Thermomonospora curvata és a T. formosensis rokon jeleit vélik felfedezni..

Actinomadura madurae (NCTC 5654). Szubsztrátmicéliuma nem fragmen​tálódik, a légmicéliumon jelenik meg a spóraf​üzér. Spóráinak hőtűrését kihasz​nálva könnyen izolálható a talajmin​tából, amelyet légszáraz állapotban akár 100 oC-ra hevíthe​tünk (J. Ferm. Techn. 49:904-12 1971).Trópusi éghaj​laton maduromikózist okozhat. 


Excellospora viridilutea (INMI 187). Régebbi nevén micropoly​spo​ra. A légmicéliumon képződő spórák érési folyamata hosszú. Az érett spórát vastagfalú tüskés tok borítja. Néha a szubsztrát​micéliumon is előfordul a spórakép​zés. Idő előtti autolízis ese​tében életkép​telen, éretlen spórák kerülnek a kör​nyezetbe. 


Microbispora rosea (ATCC 12950). Hőtűrő spórái párosával helyez​kednek el a légmicéliumon. B-vitamint tartalmazó táptalajon egy órán keresztül 120 oC-on tartott talajmintából is kifejlódik a telep. 


Microtetraspora glauca (ATCC 23057). Vegetatív micéliuma nem fragmen​tálódik. Légmicéliumán a spórák négyesével képződnek. Hőtűrésük olyan nagy fokú, hogy a talajból viszonylag csekély számban való előfor​dulásuk ellenére könnyen izolálhatók. Célszerű izoláláskor a termőhely kivonatát a táptalajhoz adni, mert növekedé​süket segítik a ter​mőhelyükön található "növekedési faktorok". A M. caesia szubsz​trát​micéliumán képződő spórák peritrich ostorral mozognak. 


Közelrokoni jelek alapján egyesek ide sorolhatónak tartják a nem cellulolitikus, valamikor a Thermomonospora nemzetségbe sorolt T. mesophila éa a T. chromogena fajokat.

Planobiospora longispora (ATCC 23867). Elágazó vegetatív hifái nem fragmentálódnak. A légmicéliumon kettesével megjelenő spórák kiszabadulva peritrich ostorral mozognak. 

Planomonospora parontospora (ATCC 23863). Szubsztrátmicéliuma szilárd telepet alkot. Az ebből felnövő, ritkán elágazó lég​micéliumon képződő sporangiumban pár​huzamos sorokban helyez​kednek el a fuziform spórák, amelyek leválás után fél órán keresztül mozgás​képesek (lofotri​ch). A szakirodalom​ban an​tibiotiku​mot és proteázin​hibitorokat termelő törzseik ismertek (J. Antibiot. 21:525. 1968, 28:611. 1975). 

Spirillospora albida (ATCC 15331). Légmicéliumain (24 m) nagyméretű sporan​giumokban képződnek a mozgékony spóráik. Sejtfalukban kis mennyiségben hidroxi-diaminopimel​insav fordul elő. 

Streptosporangium roseum (ATCC 12428). Mozgékony spórái ugyancsak gömbalakú sporangiumokban képződnek.                                                       

3.4.1.9. THERMOMONOSPORACEAE
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Mezofil és termofil fonalas prokarioták mesterséges csoportja. A mena-

kinont rögzítő részben telített szénlánc tíz izoprénegységből szerveződött.
Actinosynnema mirum (ATCC 29888). fűszálakról izolálható. Agar táptalajon kifejlődő, igen vékony szubsztrát​micéliumból emelkedik ki a 160-180 m vastag, sárga telep. Érett állapotban a légmicéliumból lefűződő spórák peritrich ostorral mozognak. Folyékony táptalajon tenyésztve a szubsztrát​micéliumról is mozgékony spórák válnak le. 

Nocardiopsis dassonvillei (ATCC 23218). Gabonán, szénán is előforduló talajlakó, amely légúti fertőzést is okozhat. Szubsztrát​micéliuma kokkoid alakokra töredezik. Légmicéliuma változatos, cikk-cakk alakban darabolódik spórákká. A spórák fonalas szerkezetű burokban képződnek. 

Streptoalloteichus hindustanus (ATCC 31217). Sóra érzékeny, sárgás légmicéliumot fejleszt. 50 oC-on is képes növekedni. Spórái jellegzetesen lehajló füzért alkotnak, néha szklerociumszerű képletben elhelyez​kedve. Sporangiumszerű szervecskében a vegetatív hifán is képződhet 1-4 spóra. A nebramicin-csoportba tartozó an​tibiotikumokat termelő, magasabb hőfokon növekedő Streptomyces tenebrar​ius (ATCC 17920) spórái is szklerociumban képződnek, a vegetatív ​micéliumán azonban nem láthatók sporan​giumok. 

Thermomonospora formosensis, T  curvata (ATCC 19995). A spóratartón képződő spórák mozdulatlanok. Növekedésük optimális hőmérsék​lete 50 oC. Spórái azonban 90 oC-on 30 perc alatt el​pusztulnak. Növényi komposztok és gombatermelő üzemek lakói. Az ide tartozó fajok menakinon komponensét 9-10-11 izoprén-egységből felépített, különböző mértékben telített szénlánc rögzíti a membránba. Egyes adatok szerint rokonsági kapcsolatban állhatnak az Actinomadura illetve a Microtetraspora nemzetséggel

A T. fusca és T. alba fajokat 1998-tól a Thermobifida nemzetségbe sorolva tárgyalják A nemzetség harmadik tagját — hazánkfia Kukolya József — új fajként az ezredfordulón izolálta Thermobifida cellulolytica néven. Különleges tulajdonságuk, hogy rendkívül hatékony lignincellulózbontó képességgel rendelkezik.

3.4.2.0. MICROPOLYSPORACEAE

Actinopolyspora halophila (ATCC 27976). Nem fragmentálódó vegetatív micéliumból kiemelkedő légmicéliuma alakul spóralánccá. Huszonöt százalékos konyhasó oldatból izolálták. 30 % felett a növekedése lassul, 10 % alatt viszont nem fejlődik. Optimális tenyésztési hőmérsék​lete 37 oC, de képes növekledni 10-43 oC között. 

Pseudonocardia thermophila (ATCC 19285). 40-50 oC-on anaerob módon is képes növekedni. Hengeres spórát képez. Alacsony hőmér​sékleten a szubsztrátmicélium nem fragmen​tálódik. 

[image: image125.png]



Saccharomonospora viridis (ATCC 15386). Rövid kocsányon ülő spórái főleg a légmicéliumon képződnek. Komposztból nyer​hetők. Agar táptalajon bőrszerű telepet képez. 

Saccharopolyspora hirsuta (ATCC 27875).  Sejtfala lizozimmal könnyen emészthető. A telep idősebb részén a szubsztrátmicélium is fragmentálódik. 20-50 oC-on képes fejlődni. A légmicélium kötegekben áll, majd spórává fejlődik. 

Talán helyesebb volna Micropolyspora genusba soro​lni néhány olyan​ törzset, amelyeket elő​zőleg a Nocardia, vagy Streptomyces genusba írtak le, no​ha rendszertani helyük ma is bizonytalan. Ezek közül több törzs termel anza-láncú antibiotikumot (rifamicin). A Streptomyces albovinaceus (ATCC 12951) törzs például különbözik az ugyancsak S. al​bovinaceus (ATCC 15823) törzstől, valamint a Nocardia mediter​ranea (ATCC 13685), illetve S. tolypophorus fajoktól (Zentralbl​att für Bakt. Mik​rob. Hygiene 1 Abt. Suppl. 11:39-46, 1981). A törzsek gyógys​zeripari jelen​tőségük miatt beható taxonómiai vizsgálatra nem kerülhettek! 

3.4.2.1. THERMOACTINOMYCES

Az idetartozó fajok spóráik hőstabilitásával hívják fel magukra a vizsgáló figyelmét. Az eddig megismert fonalas prokarioták spóraképzése a termőhelyen való elszaporodást segíti. Nem volt kimutatható a spórák kémiai ellenállóképessége és hőtűrése. Amíg az Actinomyces csoport hőérzékeny spórái mélyhűtve, illetve légszáraz állapot​ban homokkal keverve 15-20 oC-on évekig megőrzik csíraké​pességüket, a kipréselt cukornádon 55 oC-on növekedő Thermoac​tinomyces sacchari (ATCC 27375) 3 m hosszú sporofórokon található, vastag falú endospórái a Bacillus endospóra hős​tabilitá​sát közelítve 90 oC hőmérsék​leten is életben maradnak (J. Gen. Microbiol. 66:327. 1971). Egyébként a Bacillus és Clostridium törzsekkel való rokonságot a 16S rRNS vizsgálatok adatai is erősítik.  
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A Thermoactinomyces vulgaris (CSB 505.77) 30-60 oC-on növekedő szubsztrát- és légmicéliumán azonos külalakú, jelentős mennyiségű dipikoli​nsavat tartalmazó, hőrezisztens, kiszáradást tűrő spórák képződnek. Tirozint tartalmazó táptalajon oldható melanin pimentet képeznek.
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T. sacchari spóra fény- és elektronmikroszkópos képe
                                 3.4.3.0. SEJTÉLŐSKÖDŐK, RICKETTSIA-félék

 A baktériumoknál kisebb, de még mikroszkóppal látható, Gram-negatív pálcák vagy kokkuszok az élő eukariota sejtekben szaporodó, obligát sejtparaziták. Terjedésük szigorúan sejtnedvekhez kötött. F​elfedezésükre éppen patogén tulajdon​ságuk vezetett. Egy apatogén parazita felfedezésének a valószínű​sége ugyanis igen csekély. A csoport elnevezése az amerikai H. T. Ricketts katonaorvos munkájára emlékeztet.


A csoport legismertebb képviselője a fogolytáborok lakóit fenyegető kiütéses tífusz kórokozója, a Rickettsia prowazekii. Sejtfala muraminsavat tartalmaz. Emlőssejtben jól szaporodik. Az intermedier anyagcseréje hiányos, ezért önállóan életkép​telen. Terjesztésében az ízeltlábúaknak, a ruhatetűnek nagy szerepe van. Leggazdaságosabb védelem volt a világháború alatt a rovarmen​tesítés (DDT). Vakcinálással a fertőzés megelőzhető. An​tibiotiku​mokra érzékeny, de hatásos ellene a szulfonamid-készítmény is.


A csoport hírhedt képviselői a Chlamydia család fajai. Régebben Bedsonia néven emlegetett, nagyméretű vírusként számontartott sejtélősködők. Sejtfaluk Gram-negatív festődése, riboszómájuk mérete, antibiotikum-érzékenységük, szaporodási módjuk egyértelműen a prokarioták között jelöli ki rendszertani helyüket. Piruvát és glutamát oxidációjára, ATP-szintézisre képtelen, tipikus energiaparazitáknak tekinthetők. Membránjuk feltűnően áteresztőképes az ATP, a NAD és a CoA számára. A fertőződés nemi aktus keretében is lehetséges, amely Chlamydia által okozott urethritishez vezet.


Legismertebb képviselőjük a trachoma kórokozója, a Chlamydia trachomatis, amely elsősorban kötőhártya-gyulladást okoz, később vaksághoz vezet. Afrika egyes területein népbetegségnek tekint​hető. Terjedését higiénás rendszabályok betartatásával lehet visszaszorítani.

                                     A Chlamydia trachomatis  fejlődési ciklusai
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A Chlamydia psittaci a háziasitott állatokban megtelepedve fertőzési veszélyt jelent az ember számára. Gyakran előfordul a madárürülék porának belégzésével kialakult fertőzés.

3.5.4.0. VIROPHYTA csoport. Precelluláris képződmények biológiája


A gondolkodó ember a mikroszkóppal sem látható természeti képződmények élettani hatásával, kórokozó tulajdonságaival jóval azelőtt találkozott, mintsem ezen lények vizsgálatára alkalmas eszközöket megalkotta volna a műszaki tudomány. A természet je​lenségeit kritikusan figyelő, a tapasztalatok eredményeit logikus gondolkodással ötvöző, gyógyítani akaró orvosi hivatástudat több‑ kevesebb sikerrel felvette ezekkel az ismeretlen lényekkel a küzdelmet. A szervezet védekező mechanizmusát kihasználva, de arról mit sem tudva, az aktív immunizálást vezette be Edward Jenner az orvoslás gyakorlatába, amikor 1796‑ban elsőként a te​hénhimlővel vakcinálva (vacca~tehén) védelmet tudott biz​tosítani az akkor még ismeretlen himlő (Pox) vírus ellen.


Az élő sejtek obligát parazitáiként számontartott kórokozó​kat latin eredetű (virus~méreg) szóval különböztették meg a mik​roszkóp​pal látható kórokozóktól. Jelenlétükre csak az általuk okozott bioló​giai károsodásból következtethettek. Kezdetben a szűrhető jelzőt is a főnév elé illesztették, utalva arra, hogy a mik​robiológiai laboratóriumokban azidőtájt használatban levő sterilizált szűrőkön áthaladt.


D. I. Ivanovszkij 1892‑ben írt le szűrhető vírust a dohánynö​vény kórokozója​ként. Megállapítását a dohánymozaik betegségről M. Beijerinck 1898‑ban megerősítette. Végül a vírust kristályos formában W. M. Stanley izolálta 1935‑ben. Löffler és Frosch 1898‑ban mutatta ki az első emlősvírust a száj és körömfájás kórokozójaként. 


A tumorvírusok első képviselőjét, a csirke‑leukózis kórokozó​jaként Ellerman és Bang írta le 1908‑ban. Rous pedig korát megelőzve 1911‑ben a vírus okozta Rous-szar​kóma ismer​tetésével írta fel nevét a Nobel-díjra érdemesek listájá​ra; de Nobel-díjat csak 1966‑ban kapott.


A virológiai kutatómunkát is mindenkor a gazdasági érdekek támogatták. Ezért elsősorban az egészségkárosító, vagy valamilyen gazdasági kárt okozó vírusok felfedezése és az ellenük  alkalmaz​ható módszerek kimunkálása hozott erkölcsi megbecsülést és anyagi hasznot. A gerincesek kórokozói és a növényi kártevők elleni küzdelem vitte előre a szaktudományt. Az állatvilág 97 %‑át kitevő gerinctelenek rendszeres virológiai vizsgálata még késik.


A mikrobiológiai vizsgáló módszerek fejlettségével magyaráz​ha​tó, hogy az ismert vírusok 95 %‑át (bakteriofág) prokario​tákban fedezték fel. A bakteriális vírusok tanulmányozásával nyert kutatá​si eredmények szolgáltatták a kísérleti bizonyítékot a molekulá​ris biológia elméleti felis​meréseinek általános ér​vényéhez és az utóbbi évtized géntech​nológiai eredényeinek a hasznosításához. A biológiai történések molekuláris biológiai vizsgálata a kismére​tű, viszonylag egyszerűbb szervezeteken olcsóbban és könnyebben megoldható.


A Virophyta csoportba tartozó, önálló anyagcserére és szaporo​dásra képtelen sejtélősködők, méret szerint a baktérium és a fehérje molekula mérete közé sorolhatók (10‑300 nm). 

Kétféle alakban találkozhatunk velük:


Vegetatív formában a VÍRUS eredetű nukleinsav (RNS vagy DNS) a gazdaszervezet enzimrendszerét igénybevéve, a szaporo​dási ciklus keretében nagy számú virion (fertőzőképes részecske) képződését irányítja. A vírus-nukleinsav olyan domináns gének láncolatának tekinthető, amely a gazdasejt génállományát elnyomva, a vírus parazita jellegét kódolja. A vírusos fertőzést nem követi szük​ségszerűen a súlyosan károsított gazdasejt pusztulása.


A fertőzőképes VIRION életjelenség nélküli szerves kristálynak tekinthető, amelyben az új virion felépítéséhez szükséges gene​tikai információt tartalmazó nukleinsavat fehérjetok veszi körül. Sok esetben egy második, főleg fehérjét tartal​mazó burok (köpeny) fokozza a virion védelmét. Néhány esetben a virion a vegetatív formába való átmenethez szükséges en​zimkris​tályt is tartalmazza.


Annak érdekében, hogy fogalmat alkothassunk a természet változa​tosságáról célszerű néhány jól ismert, a környezetünkben velünk együtt élő, sok esetben kórokozó vírussal megismerkedni. Úgy vélem, hogy hasznos  az általános jellegeket a megismert valóság jelenségeivel kiegészíteni. 


Kezdettől fogva fontos kérdés volt a vírusok tiszta tenyészet​ben folyó tömegtermelésének a megoldása. Az minden szakember előtt nyilvánvaló volt, hogy a kórokozó vírusok tömegtenyész​tésének kimunkálása az ellenük folyó közdelemben alapvető jelen​tőséget nyer. Nagyfokú gazdaspecifitásuk miatt a legelőnyö​sebb a saját gazdán való tenyésztés. Az emlősvírus sok esetben jól tenyészt​hető a csirkeembrión. Más esetben emlősszövet-tenyés​zetek kerül​nek tenyésztési közegként felhasználásra.


A vírusok rendszerezése szempontjából jelentős dátum 1953. Ez időtől a Chlamydia csoport tagjai ‑ az addig nagy molekulájú vírusként számon tartott paraziták ‑ a baktériumok közé kerültek. Ezzel felfelé a prokarioták és a vírusok között addig elmosódott kü​lönbség határozottá, egyértelművé vált. Lefelé azonban a határ még ma is bizonytalan. A káros élettani jelenségeket előidéző legkisebb kórokozók, a viroidok, mindösszesen 250‑400 bázis méretű, fehérjeburok nélküli egyszálú, gyűrűs szerkezetű RNS-molekulák. Ezek a növényi kórokozók a legkisebb fehérjeburok​kal rendelkező RNS-vírusoknál alig kisebbek. A gazdaszervezetbe kerülve a sejtmagban az RNS-polimeráz II segítségével nagy tömeg​ben képződnek és ismert növénykórtani jelenségeket okoznak. Hasonlóan elmosódott a határ a burokkal rendelkező,  kettős-spirál szerkezetű temperált‑fágok és a különböző, burok nélkül előforduló plazmidok esetében. Mindkettő képes a bak​teriális kromoszómába integrálódni, de önálló gyűrűs alakban is szaporodó​képesek. Ezeket a gyűrűs szerkezetű, átmenetileg a baktérium kromoszómájába épülő, de attól függetlenül is kettőződő képződ​ményeket Jakob episzó​mának nevezte el.


A Nobel-díjas Enders alapvető felfedezései (Polio‑vírus te​nyésztése), a vírusok laboratóriumi tenyésztési technológiájának a kimunkálása, a laboratóriumi eszközök fejlettsége és az elméleti ismeretek gyarapodása az ötvenes években lehetővé tette világ​szerte a víruskutatás felgyorsítását. Ennek következ​ményeként a 60‑as évek közepére már elegendő adat gyűlt össze a különböző élettani változásokat okozó, baktériumszűrőkön áthaladó és szigorúan meghatározott körülmények között reproduk​cióra képes részecskék egységes rend​szertani leírására. Ezt az igényt kielégítendő a Mikrobiológiai Társaságok Nemzetközi Szövetsége (IUMS) 1966‑ban egy nemzetközi szervezetet (Inter​national Committee for Taxonomy of Viruses) az ICTV‑t hívta életre az egységes nevezéktan megalkotása céljából.

Az ICVT 1984-ben kiadott elvei szerint felállított vírusrendszer

	
	Genom tok lepel
	Gerincesek
	Gerinctelenek
	Növények
	Prokari​onták

	
	2xDNS  +      -
	Iridoviridae 

Adenoviridae                  

Papovaviridae
	Iridoviridae
	Caulimovirus  (karfiol)
	Myoviridae (P2)

Styloviridae (-fág)

Podoviridae (T7-fág)

Tectiviridae

Corticoviridae

	
	2xRNS   +   -
	Reoviridae
	Reoviridae
	Reoviridae

(tumor)
	

	
	1xDNS   +   -
	Parvoviridae
	Parvoviridae
	Geminivirus

(kukorica) 
	Inoviridae

Microviridae(X174)

	
	1xRNS   +   -
	Caliciviridae

Picornaviridae                                  (polio)
	Nodaviridae 

Picornaviridae       

                              
	Mozaik vírusok

Alfalfa

Tobamovirus 

                 (dohánymozaik)

                                                                               Potexvirus

                                                                               (burgonya-X)

                                                                               Potyvirus

                                                                                (burgonya-Y) 

                                                                               Hordeivirus

                                                                                (árpamozaik)

                                                                               Cucumovirus

                                                                                (uborkamozaik)


	Leviviridae (R-17) (F2)

	
	2xDNS  +   +
	Poxviridae Herpesviridae
	Poxviridae Baculoviridae
	
	

	
	1xDNS  +   +
	
	
	
	Plasmaviridae MV-L2

	
	2xRNS  +   +
	
	
	
	Cys​toviridae (-6)

	
	1xRNS  +   +
	Rhabdoviridae

Retroviridae (Rous sarcoma) Bunyaviridae       Arenaviridae Togaviridae Coronaviridae
	Rhabdoviridae 

Togaviridae


	Rhabdoviridae (saláta) (paradicsom)
	



Az ICTV 1984‑ben a gazdaszervezetek szerint négy csoportba sorolva 61 családot tartott nyilván. A családokba sorolt fajok száma széles határok között változik. A gerincesekben előforduló Coronaviridae család 12 faja ismert. Ezzel szemben a Bunyaviridae család több mint 120 faja került eddig leírásra. A fágok közül a Cystoviridae család egyetlen faja ismert, viszont a Siphoviri​dae családban már több mint 1200 fajt tartanak nyilván.


Az eddig megismert vírusok rendszerbe foglalása sem volt könnyű feladat. Nemcsak a vírusok nagymértékű változékonysága jelent problémát, de már a vírusfajfogalom értelmezése sem könnyű feladvány. Általában a virológusok közös megegyezéssel a faj fogalma alatt a különböző forrásból származó törzsek egy‑egy olyan csoportját értik, amelyeknek stabil tulajdonságai, egyér​telműen elkülönítik az egyik csoporttól a másikat.


A faj minden esetben a genus és a törzs között helyezkedik el; hivatalos álláspont azonban még nem alakult ki a faj és a variáns elkülöní​tésére. A vírusfajok elkülönítése egy‑egy család specialistáira van bízva. Ez a feladat számukra sem könnyű, mivel az irodalmi adatok nem mindig érik el a megkívánható szakmai színvonalat. A leírt eredmények ellenőrzése pedig időt rabló tevékenység.


Évről‑évre új fajok felfedezéséről olvashatunk. Az eddigi adatokból következtethetően évenként egy ismeretlen új humán ​patogén vírus leírása várható. A növényi kórokozók felfedezésének a való​színűsége ennél nagyobb, évenként 4‑5 növény patogén vírus felfe​dezésével számolhatunk.


Az eddig ismert vírusokat a gazdaszervezet szerinti klasszikus csoportosításnak megfelelően bakteriális, növényi, valamint ge​rinces és gerinctelen állatok  vírusaiként tárgyalhat​juk. Jelen​leg alakulóban van a gombákban előforduló vírusok önálló csoport​ba sorolása. Az orvosi gyakorlatban az okozott kóreset szerint a rokoni kapcsolattól függetlenül tárgyal​ják őket. A májkárosító hepatitis-vírusok is (A, B, C...) rendszer​tani​lag igen eltérő csoportokhoz tartoznak.


Minden csoporton belül megkülönböztetjük a csak fehérjetokkal (kapszid) rendelkező vírusoktól a fehérjetokkal, és ezen kívül  található fehérjét is tartalmazó burokkal vagy köpennyel (peplon) körülvett vírusokat.


Az átörökítő anyag minősége szerint RNS- és DNS-vírusokról beszélünk. Ezeken belül elkülönítjük az egyetlen nukleinsav szál​lal rendelkezőktől a dupla szálú, kettős spirál szerkezetű örökí​tő anyagot tartalmazó szevezeteket.


Ma a rokonsági kapcsolatokat már az örökítő anyag, az RNS vagy a DNS kémiai összetétele, géntérképe, sőt bázissorrendje alapján állapítják meg.


Fontos osztályozási szempont a morfológiai és méretbeli kü​lönbségek számbavétele. Az elektronmikroszkóp és a morfológiai vizsgáló módszerek fejlődése nagy mértékben fokozta az elkülönít​hető családok számát. A szabályos poliédertől a fonalon át a pleomorf alakig szinte minden elképzelhető variációra akad példa.

3.5.4.1. Néhány jelentősebb, általánosan ismert víruscsalád ismertetése

ADENOVIRIDAE 

[image: image129.png]




Az Aviadenovirus fajok a madarakat fertőzik. A Mas​tadenovirus nembe sorolt vírusok ismert fajai az emlősök, főleg az ember kórokozói. Általá​ban légúti fertőzéseket, kötőhártya gyulladást okoznak. Kétszálú lineáris DNS--genomja 75 nm méretű ikozahedrális fehérjetokban található. Gyakran társulnak a Parvovirus család fajaival társfertőzésként.
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HERPESVIRIDAE

A népes család sok típusa fordul elő mint kórokozó. Az emberben 7 típusuk ismert. A kétszálú lineáris DNS 200 nm méretű gömbalakú köpennyel burkolt ikozahed​rális fehérjetokban helyezkedik el. Egy részük akut, illetve lappangó fertőzést okoz, másrészük a nemi szervek megbetegedését okozza. A harmadik csoportjuk a varicella okozója. Végül ide sorolják a fertőző mononukleozis kórokzóját (EB-virus) és a citomegalo​vírust.

POXVIRIDAE

A család tagjai az állatvilág különböző fajaira specializá​lódva  a himlő kórokozóiként fordulnak elő.  Jenner 1798-ban elsőként alkalmazta sikerrel a tehénhimlő varnedvét (vakcinálás) védőoltásként. Az egyik legjobban ismert és vizsgált vírus (Poxvirus variolae), amely a világméretű összefogás eredményeként a nyolcva​nas évekre gyakorlatilag a laboratóriumok törzsgyűjtemé​nyeibe szorult vissza. Ezért az utóbbi időben a humánhimlő ellen rendszeresí​tett védőoltás kötelező voltát is felfüggesztették.


Kétszálú, lineáris DNS tartalmuk 350 x250 nm méretű, tömzsi pálcika alakú, köpen​nyel burkolt fehérjetokban helyezkedik el.
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PAPOVAVIRIDAE

A család neve a PApilloma, POlyoma és VAcuola képző vírus névből adódik. Szemölcsképződését, szövetburjánzást okoznak. Kettős szálú DNS körkromoszómájuk 50 nm méretű, ikozahedrális fehérjetokban található.

PARVOVIRIDAE

A család tagjai emberen és az állatvilágban gyakran okoznak hasüregi gyulladásos folyamatot. Kisméretű (20nm) fehérjetokban, lineáris, egyszálú DNS hordozza az információt.

PICORNAVIRIDAE

A család neve a pico+RNA összetétele. A család legismertebb fajai a gyermekbénulást okozó Poliovirus, továbbá a meningitis, a myocarditis és encephalitis kórokozóiként ismert fajok, valamint a száj-  és körömfájást okozó Aphthovirus (régebben Rhinovirus). A fertőző RNS szálak 27 nm méretű, ikozahedrális fehér​jetokban várják a gazdasejttel való találkozást.

PARAMYXOVIRIDAE

Legismertebb képviselője okozza a kanyarót, valamint a parotis gyulladását (mumps). A Tűzföld őslakóit a behurcolt kanyaró pusztította ki. A kórokozó minusz RNS-szálai 200 nm méretű, polimorf köpenyben levő fehérjetokban helyezkednek el.

TOGAVIRIDAE

A család tagjai sok esetben ízeltlábúak közvetítésével okozzák a fertőzést. Ide tartozik az agyvelőgyulladást okozó vírus, valamint a rubeola kórokozója. A fertőző "+" RNS-szál 50 nm méretű gömbalakú köpenyben levő, ikozahedrális fehérjetokban található.

ORTHOMYXOVIRIDAE

Jól ismert képviselői az influenza rekombinációra hajlamos kórokozói (Influenza‑A, In​fluenza‑B, Influenza‑C vírus). A szegmentált 8 mínusz RNS-szálat tartalmazó fehérjetok nagyméretű (110 nm) gömbalakú,  300 neuraminidázt tartalmazó köpenyben​ helyez​kedik el. A lipidburok​ból kinyúló, antigén tulajdonságú hemag​glutinin fehérjék (1000 db glüko​protein) a vírus kötődését segítik elő a vörös​vértes​tekhez.

[image: image132.png]citoplazma

. fertézés * & sejtrhag
| . - \‘
virus érése influenza virus
/ szaporodasa
~o
..
. ‘ A

penetracio

virusRNS

virus RNS

tokbzéarasa kiszabadulasa

RS tok kopeny /

= : =\, korai fehérjeszintézis
késbi fehérjeszihténs
virus RNS szintézise -— ~ virus RNS atirdsa

/





RETROVIRIDAE

A daganatos megbetegedések, a leukémia és a szarkóma kórokozói​ként ismerték meg első képviselőiket. Ide sorolható az AIDS kórokozója. Gömb alakú (50 nm) köpenyben levő ikozahedrális fehérjetokban helyezkedik el a két fertőző RNS-szál.  
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    A humán immunhiányt okozó virus lipidköpenyében elhelyezkedő (gp120) glikoprotein 

 lipid köpeny   komplexet alkotva a gazdasejt felszínén levő CD4 receptorral és az ott levő chemokinnel komplexet alkotva elősegíti a virus és a sejt membrán fúzióját. A gp120 iniciálja a virus felvételét, végeredményben megtéveszti a sejt immun rendszerét

    fehérje tok 

    transzkriptáz 

     RNS szálak     
RHABDOVIRIDAE
Növény- és állatvilágban előforduló kórokozó. Hosszúkás (70 x 170 nm) köpenyben levő fehérjetokban található a minusz RNS-szál.
REOVIRIDAE

Növény- és állatvilágban előforduló, 65 nm méretű ikozahed​rális fehérjetokban 10-13 szegmentált kettős szálú RNS-molekula tartalmazza a fertőző információt. A növényekben általában tumoros jellegű elváltozást okoz.
POLIOVIRUS

A gyermekparalízis (poliomyelitis) kórokozója különös affini​tással a gerincvelő elülső szarvának mozgató sejtjeihez kötődik. A kulturállamok lakosságát sújtó járványos megbetegedés ma is élő áldozataival Európa-szerte találkozhatunk. A fertőzés általában tünetmentesen folyik le, kis százalékban azonban maradandó bénu​lást okoz.


A kórokozó a Picornavírusok Enterovirus alcsoportjába tarto​zik. Az ellene való védekezés előfeltétele volt a vírus laborató​riumi tenyészthetőségének kidolgozása. Ezt Bostonban a Gyermekkli​nika kutatóinak (John F. Enders, Thomas H. Weller, Frederick C. Robbins) csak 1949‑ben sikerült megoldani, majomvese szövettenyé​szetét használva. Felfedezésükért Nobel-díjban részesültek.A módszer bevezetése lehetőséget adott a nagy mennyiségben előállított, formaldehiddel elölt vírus oltóanyagként való fel​használására. Az eljárás kidolgozójáról (Jonas Salk) az oltóanya​got 1956‑ban Salk‑vakcinaként hozták forgalomba. A legyengített élő vírus alkalmazását Albert Sabin kutató​mun​kájának eredményeként 1961‑ben vezették be (Sabin-cseppek). Ezzel a gyermekes szülők rettegése a fejlett ipari államokban megszünt.


A Poliovírust a kis mérete és a kórokozóval szemben kialakított tökéletes védelem ideális kísérleti alannyá tette az alapkutatás​sal foglal​kozó virológusok, molekuláris biológusok számára. 1962‑ben D. L. D. Caspar és Aaron Klug kimutatták, hogy a vírus 20 lapú ikozaéderhez hasonló tokját (kapszid) 60 fehérjemolekula alkotja. A tokfehérjét egyetlen gén kódolja. Az erről készült fehérjemásolatokat a gazdaszervezet enzimkészletében található peptidáz három, kémiailag különböző fehérjére hasítja. Az enzimes hasítás után kialakuló szekunder szerkezet oldalláncai különleges asszociátumok kialakulását segítik elő. Az így létre​jövő pentamerek közül 12 alkotja a Poliovirus fehérjetokját. Ennek az asszociátumnak a létrejöttét megelőzi az egyik alegység további hasadása, amely folyamatot a vírus örökítő anyaga, az RNS-lánc segíti elő. Az így lehasadó rövid peptid a fehérjetok belső oldalán, az örökítő anyag körül helyezkedik el, hozzájárulva ezzel a vírus szerkezetének a stabilizálásához.


A vírus külső felületén nagy számban találunk olyan peptid szerkezetet, ami antigénként szerepel. Ez az antigénkötő hely sok esetben a két szomszédos molekula oldalláncainak a kapcsolódásá​ból alakul ki. Eddig háromféle kötőhelyet azonosítottak, sőt ezek elhelyezkedését is meghatározták, szinte feltérképezve a fehérjeköpeny külső felületét. 


Az RNS-szál mutációja, már egyetlen amino​sav kicserélődése is az antigén szerkezet átrendeződését okozhatja. Ez a kísérleti adat felhívja a figyelmet a monokloná​lis ellenanyagok terápiás alkalmazásában rejlő veszélyre. Amíg az elölt vírusra kialakított, a vírus valamennyi antigén-​kötőhelyére specifikus, poliklonális ellenanyag az esetleg megjelenő mutáns ellen is hatásos, addig az egyetlen kötőhelyre specifikus monoklonális ellenanyag adott esetben a vírus örökítő anyagát befolyásoló egyetlen pontmutáció eredménye​ként hatástalanná válhat.
HEPATITIS B VÍRUS

A súlyos egészségügyi problémákat okozó Hepatitis-B vírus (HBV) patogén tulajdonságai a megtámadott szervezet ellenál​ló képességé​nek a függvényében különböző tüneteket okozhatnak. A HBV el​leni hatásos küzdelmet hátráltatta a vírus elszaporítására alkalmas laboratóriumi technológia hiánya.


A fertőződést követően 2‑6 hónapos lappangási idő után heveny májgyulladás jelentkezhet, amit végül a szervezet ellenál​ló képes​sége leküzd, és a fertőzött egyén tartósan tünetmentes marad. A memóriasejtek aktivitásának köszönhetően az ellenanyag termelés egy újabb fertőződéssel szemben is védelmet jelent. Néha a fertőződés a máj nagyfokú, halálos kimenetelű szétesé​sével jár, mégpedig azért mert a szervezet védekező rendszerében szolgálatot teljesítő, túlbuzgó ölősejtek a vírusantigént hordozó májsejteket megtámadva elpusztítják azokat. Gyakori a tünetmentes vírushor​dozás. Ezekben a személyekben a vírusantigén jelen van, ellen-anyag azonban nem képződik. Ennek oka lehet a születés utáni korai fertőzés. A fertőzöttek száma széles határok között változik: USA és Kanada  1,2;  Nyugat-Európa 4,5; Kelet-Európa 5,5; FÁK országok 20; Kína 110; India 75; Afrika 105; Dél-Amerika 6,4; Délkelet-Ázsia 39; Ausztrália 0,1/millió. Földrajzilag meghatározott területe​ken (Kina, In​donézia, Afrika déli fele) a krónikus fertőzöttség a lakosság 20 %‑át is érin​theti. Itt a fertőzött családok újszülött​jei csecsemő korukban találkoznak a vírussal. A csecsemő szerve​zetében az immunrendszer érzékenységének a kifejlődése idején a vírus hatására megjelenő antigént bemutató sejteket a szervezet védekező mechanizmusa még nem tartja testidegennek. Kialakul egy krónikus állapot, amikor gyakorlatilag tünetmentesen hordozza a beteg a vírust. A fertőzést a vérszérum és egyéb testnedvek, például a nyál is közvetítheti. A krónikus fertőzöttség következ​ményeként akár 30‑50 év lap​pangási idő után jelenkezhet a hepatocelluláris carcinoma tünetegyüttese, amit az alkoholizá​lás súlyosbít.


A HBV-virion kettős szálú DNS-kromoszómáját egy homogén össze​tételű belső tok veszi körül. A burok külső felületét alkotó köpeny háromféle, egymáshoz hasonló fehérjéből épül fel. A vírus genetikai információját feltűnően tömörítve egy mind​össze 3200 bázisból álló, gyűrűs szerkezetű, kettős szálú DNS hordozza. A William S. Robinson által izolált örökítő anyag külön​legessége, hogy a vírus-genomot alkotó kisméretű kromoszóma két DNS-szála nem azonos hosszúságú. A kisméretű genom Escherichia coli-ban könnyen klónoz​ható volt és így a teljes szekvencia analízisét is elvégezték. A kromoszómán az információt átfedő gének hordozzák. A külső köpenyt alkotó három fehérje összetételét az S-gén tartalmazza. Az átírás három ponton indulhat, és annak megfelelően egyre hos​szabb szakaszok kerülnek átírásra majd átfordításra. A három starthely jelentős mértékben különböző affinitása az RNS-polime​rázhoz a képződő három fehérje mennyiségével arányos. Ezeknek a fehérjéknek a túltermelése okozza  a kisméretű, nukleinsavat nem tartalmazó vírusrészecskék megjelenését a beteg vérszérumában. 


A C-gén a belső fehérjetok építőelemeinek a képződését irá​nyítja. Ez előtt található egy kisméretű hidrofób fehérjét kódoló szakasz, amely a vírus összes​zerelésekor kap szerepet. Az X- gén egyrészt a kromoszóma ragadós végeit tartal​mazza, de itt találhatók olyan speciális szekven​ciák, amelyek serkentik a többi gén kifejeződé​sét. A P-gén, amely a vírus replikációt segítő enzimek struktúr​gén​jeit tartalmazza, a genom közel kétharmadára terjedve, a tok- és a burokfehérjék génjeit is átfedi. A HBV a szervezet más sejtjeiben (vese, lép, szív, hasnyál​mi​rigy, csontvelő) is megtelepedhet, mégis a vírus szaporodása szempontjából különösen előnyös a májsejtekben folyó intenzív RNS-szintézis. A vírus fejlődési ciklusát gyorsítja a szteroid vegyü​letek jelenléte. A májsejtekben folyó szterinszintézis ugyan​csak kedvező körülményt nyújt a vírus számára..

[image: image134.png]-Nagy" fehérje
_F6” tehérje 4
Kozepes fehérje
£ Kapszid /

Q) )
S &y >
. replikacio b &
tOkfehog;je Jragadés vég 7 \G D

weer serkent6fehérjck

i

 /





A HBV genetikai állományának a megkettőződése egy különleges reverz transzkriptáz működését igényli. A vírionban a kettős szálú DNS egyik fonala jelentősen rövidebb a komplementer szálnál. Ezt a féligkész vírusgenomot a májsejtben működő DNS-polimeráz kiegé​szíti. Így egy teljesen ép kettős szálú vírus-DNS kerül a májsejt magjába, ahol az ott levő RNS‑polimeráz a kromoszómán levő indító pontokról nagy számban készíti a mRNS-kópiákat. Többek között a teljes genom méretét (3200 bázis) meghaladó, bizonyos szekvenciá​kat ismétlő, 3500 bázist tartalmazó RNS-szál is készül. Ez a ribonukleinsav a vírus-DNS képződéséhez szolgál átírandó mintául.


Ezt az átírást RNS‑ről DNS‑re a P-génen kódolt különleges reverz transzkriptáz végzi. A minusz szál elkészülte után a mintául szolgáló RNS-szál szétesik, a májsejt saját polimeráza pedig megkezdi a komplementer DNS-szál elkészítését. Az esetek egy részében a második szál nem készül el teljesen. A készülő genom körül kialakuló tok és burok a májsejtben képződő nukleotidok távoltar​tásával akadályozza a polimerázt feladatának végzésében.  Végül is a viri​onban általában a félig replikálódott genom található. A tok nélküli teljes genom visszake​rülve a sejtmagba egy újabb replikációs ciklust indít el.


A vírusgenom X-génjének területén található ragadós vég lehetőséget teremt a májsejt genomjába való beépülésre, amely a hosszú lappangási idő magyarázatát adhatja. Az X-gén kifejező​dést serkentő szekvenciái pedig szerepet kaphatnak bizonyos  idült gyulladásos folyamatokat kísérő regenerációs sejtosztódás befolyá​solásában.
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ROUS SARCOMA VIRUS,  a daganatkeltő RNS-vírus biológiája

A géntechnológiai munkákban jelentős szerepet nyert reverz transzkriptáz hordozójaként célszerű megismerkedni az állati vírusok közül a csirke-szarkómát okozó retrovírussal. (Peyton Rous 1910-ben észlelte, hogy a csirke-szarkóma sejtmentes kivonatával új szarkóma indukálható. 1966-ban 85 éves korában részesült Nobel-díjban.) Ez a vírus egyszálú RNS-fonalat tartalmaz örökítő anyagként, amit egy fehérjetok és egy fehérjeburok véd. A vírus-RNS egy része olyan proteinkináz gént (src) tartalmaz, amelyről képződő enzim a sejtmemb​rán belső oldalához tapadva, bizonyos fehérjéket foszforilezve elindítja a rákos folyamatot. Ez a gén klónozva és állati fibroblast kromoszómájába épülve "onkogénként" indítja a daganat​képzést.

Az eukariota sejtbe lépő vírus saját reverz transzkriptáza segítségével a gazdaszervezet építőanyag készletéből felépíti a fertőző RNS-fonal kettős szálú DNS-komplementerjét. Az így létrejö​vő DNS-szakasz a gazdaszervezet kromos​zómájába integrá​lódva a megtámadott sejtben működni kezd. A gazdas​zer​vezet készleteiből az RNS-polimeráz segítségével megindul a fertőző vírus-RNS képződése. Ez tartalmazza az onkogénként működő src-szekvenciát is. A vírus-RNS messenger RNS-ként a tokot és a köpenyt alkotó fehér​jemolekuláknak  és a reverz​ transzkrip​táznak a szin​tézisét irányítja. Ez utóbbi enzim fel​fedezése döntötte meg az egyirányú infor​mációá​ram​lásnak a (DNS‑ről RNS irányában) dogmáját. Az építőelemekből felépült vírus a citoplaz​mamembrán bizonyos építőelemeit felhasználva távozik a megtámadott sejtből.

3.5.5.0. A NÖVÉNYVILÁGOT FERTŐZŐ VÍRUSOK


A növényi vírusok világszerte megtalálhatók. Szinte alig talá​lunk vírusmentes növényt. Ennek az az oka, hogy szemben az állati vírusokkal a növényi vírusfertőzés nem pusztítja el a gazdanö​vényt, csupán csökkenti a növekedését, rontja a termék (dohány, paradicsom, burgonya, szőlő, cukorrépa, stb.) piaci értékét. Egyes dísznövényeknél még előnyt is jelent a vírus jelenléte. 


Az utóbbi évtizedben a növénynemesítők világszerte a vírusmen​tesítéssel, illetve a vírusfertőzésnek ellenálló növény kite​nyésztésével foglakoznak. Jelenleg a vírusmentes sejtvonal​ból, kallusz  tenyészetből nyerhetők vírusmentes növénykék. A vírusfertőzésnek ellenálló variánsok remélhetőleg géntechnoló​giai úton állíthatók elő. Az első tudományos szakszerűséggel leírt vírus éppen növényi kórokozó volt, a do2hánymozaik vírus (Ivanovszkij 1892), amit az elmúlt közel száz esztendő alatt igen részlete2sen vizsgáltak. A 300 nm hosszú és 18 nm átmérőjű pálcika ala6kú RNS-vírus örökítő anyaga 6500 nukleotidot tartalmaz. A vírus tömege 40 mDa. A 2 mDa tömegű helikális RNS egyszerű kémiai beavatko​zással elvá​lasztható a fehérjekapszidtól. A kapszid 2000‑2200 azonos alegy​ségből, kapszomerből épül fel.
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A kapszomerek az átörökítő RNS-genom jelenlétében spontán kapsziddá rendeződnek. Egy‑egy 158 aminosavból álló (10 kDa tömegű peptid) kapszomer az RNS-szál három nukleotidjához kapcsoló​dik, amiből következik, hogy az RNS helikális szerkezetének meg​felelően a kapszomerek is csigavonalban helyez​kednek el.

A vírussal fertőzött növény levelein mozaikszerű foltosodás figyelhető meg, ami a később bekövetkező elhalás előjele.


A burgonyát többféle vírus is károsítja. Az Y-vírus 720‑730 nm hosszú, hajlékony pálca, amelyet a levéltetvek terjesztenek. Az X-vírus az előbbinél rövidebb 480‑580 nm hosszú, hajlékony pálca, amely a növény gyűrűs foltosságát okozza. 
Az elvékonyodott gumók képződését a vírusnál is kisebb viroid okozza. Ezeket húsz évvel ezelőtt fedezte fel Diener és Raymer (1967). Ezek a viroi​dok végeredményben kapszid nélküli csupasz RNS-molekulák, amelyek bázispárok kialakítására alkalmas kémiai felépítésük miatt megle​hetősen stabilak. Méretükből adódóan csupán kisméretű, 70‑80 aminosavból felépült fehér​jemolekulát kódolhatnak.

 MYCOVIRUS

1962‑ben jelent meg az első közlés a gombák vírusfertőzött​sé​géről (Nature 196:962‑65, 1962). Az Agaricus bisporus tenyés​zeté​ben fedezték fel. A Penicillium stolonifer ATCC 14586 törzs tenyészetében kettős szálú RNS-vírust mutattak ki (Nature 215:649‑65O, 1967). A Penicillium chrysogenum tenyészetében 1972‑ben találták meg (Virology 47:6O4‑6O9, 1972) a vírust. A fehér steril micélium tömegen néhány napi növekedés után jelennek meg a vírusra utaló foltok. A táptalaj laktóztartalmának növelésével a foltok megje​lenése siettethető. A vad Penicillium törzsek között rezisztens egyedeket is lehet találni. 
Bozarth szerint a gombák 10‑15 %‑a vírushordozó. Sok faj látens fertőzésként tartalmazza a vírust, vírushordozó. Egy‑egy gombate​lep akár 100 ezer vírusrészecskét is tartalmazhat.


A vírus a gomba szárazanyagtartalmának 0,5 %‑át éri el. A növekedési fázisban a vírus 20 %‑a képződik. A stacioner fázisban a vírus szaporodása fokozott. Bizonyos szekunder metabolitok képződésével is összekötik egyesek a mycovírus megjelenését. A táptalaj laktóztartalmának a növelése a vírusképződést fokozza. A vírusfertőzés nem állítja le a gazdaszervezet DNS-szintézisét, csupán bizonyos kompetíció figyelhető meg.


Az élesztőknél a vírusos fertőzés a killer-toxin képződését fokozza. A killer-toxint termelő törzs rezisztenssé válik a saját vírus hatására képződő anyaggal szemben. Az érzékeny törzset viszont ki​irtja.

3.5.6.0. Fertőzést közvetítő kórokozó fehérje


A magasabb rendű élőlé6nyekben előforduló, főleg a központi idegrendszer​ben, szemben jelentkező megbetegedések egy részénél  nemzetközi összefogással sem sikerült virális kórokozót izolálni. Jellegzetes tünetként az agyvelő szivacsos átalakulása a fertőzött egyed pusztulását okozta. A vizsgálati technika fejlődésével fertőző természetű glükozilált fehérjék jelenlétét igazolták. Összetett szóalkotással prionok (proteina​ceous infectious particle: PrP) csoportjába sorolva tárgyalja a szakirodalom ezeket az alacsony moltömegű, fonalas szerkezetű, megváltozott konformációjú fehérjéket, amelyek egy rövidebb glükolipid résszel kapcsolód​nak a fertőzött idegsejt citoplazma membránjához. Az adott biokémiai körülmények között kialakuló különböző konformáció — amely további fehérjék konformáció változását katalizálja — eltérő fenotípust jelent  Ionizáló sugárzás, magas hőmérséklet, proteolitikus hatás, detergens nem károsítja. Hipoklorittal (HIPO)  kezelve viszont elroncsolódik.
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Surló-kórban szenvedő juh


 Hörcsög surló-kórt (scrapie) okozó szénhidráttar​talmú kórokozó fehérjét először Stanley B. Prusiner izolált a nyolcva​nas években (1997-ben kapott Nobel-díjat)). A fonalas szerkezetű fertőző fehérjék ellen nyulakban immunsavó termelhető. Jelenlétük a fertőzött szövetek​ben immunfluoreszcen​ciás módszer​rel kimutat​ható. A méhlepény adott esetben különösen sok fertőzőképesa priont tartalmaz. 
A juhok, kecskék surlókórja  több mint 250 

éve ismert. Hazánkban is előfordul. A PrP-Sc (scrapie) C terminális doménje ß-lemezes szerkezetet vesz fel és spontán aggregálódási folyamatot indít el. Ez katalizálja a PrP-C—PrP-Sc átalakulást A PrP-C celluláris prion fehérje olyan membrán glükoprotein amelynek N terminálisa glükozil-foszfatidil-inozithoz kötődik. A C terminálisa -helix konformációt vesz fel. Két aszpa ragin oldallánca szénhidráthoz kapcsolódik


A tehenek fertőző szivacsos agykárosodá​sa évtizedek óta (BSE bovin spongiform encephalopathia) ismert (Wkly Epidemiol Rec. 71:83-85, 1966). Angliában 1988-94 között több mint 130.000  esetet észlel​tek. Feltételezik, hogy fertőzött juhokból készült húsliszt ter​jesztette a fertőzést. A járvány 1992-ben tetőzött, több mint 36 ezer állat pusztulását okozva. Az átlagos lappangási idő 4-5 év (szélső értékben 2-18 év). Közvetlenül az agyba oltva a lappan​gási idő rövidíthető. A közvetlen cerebrális fertőzéssel összehasonlítva; az enterális fertőzés 105 x nagyobb koncentrációban jelenlevő prion jelenlétében következik be.



Prionok által okozott kórformák meg​jelenését igazolták az állatkerti ragadozókon és a házi macskán, valamint a majmokon. Az utóbb időben különös izgalmat keltettek a faji határ át​töréséről megjelent közlések. 


A Pápua-Új-Guinea őslakóit pusztító kuru nevű betegség a rituális kan​nibalizmus 1950-ben bekövet​kezett betiltása után ma már csak szór​ványosan fordul elő. Az emberben előforduló, 1920-ban leírt Creutzfeldt-Jacob-szindróma feltételezett kórokozója 230 aminosavból álló fehérje. Az 1936-ban leírt Gertsmann-Sträussler-Scheinker szindróma kórokozója csupán néhány aminosav​ban különbözik az előbbitől. Iatrogén fertőzéskor  az átvitel fertőzött sebészeti eszközökkel történhet
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PrP-C  természetes állapotban levő PrP  glükoprotein, amelynek a struktúrgénje a sejtmagban levő DNS-ben található.

PrP-C(X)  fertőzőképes módosult glkoprotein


A molekuláris biológiai vizsgálati technika fejlődése segítette a probléma felderítését. Kiderült, hogy a fertőzőnek tekintett fehérje génje előfordul az egészséges szervezetben is. Ez a fehérje az idegsejtek membránjához kötve természetes kristályfor​mában tölti be feladatát. A kórokozó fehérje csupán tér-szerkeze​té​ben különbözik ettől. Az egészséges szervezetbe jutó kórokozó fehérje hatására a de novo képződő PrP fehérje a kórokozó jelenlétében  már diszulfid kötésekkel rögzített infektív alakban jelenik meg. A termés​zetes PrP fehérjét a proteináz-K aminosavak​ra bontja, a fertőző formában kristályosodó PrP viszont ellenáll a proteázok​nak. Egér kísérletekkel bizonyították, hogy az embrionális élet korai szakaszában a természetes PrP génjét kitörölve, a felnőtté vált, úgynevezett “knock out” egerek elvesztik a fogékonyságukat a scrapie PrP-X -szel szemben. Ez esetben nem képződik az a fehérje, amelynek az infektívvé válásában közreműködhetnének.
A fertőzőképes prion (Prp-X) hatására a transzláció  után bekövetkező módosulás  fertőzőképes PrP-Cxképződését segíti, amely kijutva a fertőzött sejtből más ép sejtet fertőzve hasonló folyamatotindít el

Állatkísérletek igazolják, hogy a prion fertőzés következményeinek felszámolására eredményesen használható a gén gyengítési (gene silencing) technika alkalmazása. A természetes PrP fehérje de novo képződését a gén módosított változata (gyengíti) akadályozza. Ha nem képződik PrP fehérje akkor ndem jelenhet meg az infektív alak.  

6.0.0.0. PROTOZOÁK


Befejezésként a mikrobiológia tárgyát körülíró meghatároz​ás szerint idesorolható egysejtű lényekről, az eddig leírt több mint húszezer faj néhány jelentősebb képviselőjéről is röviden megemlékezünk. Tesszük ezt annak ellenére, hogy ezek többé-kevésbé említésre kerülnek a növénytan, illetve az állattan első fejezeté​ben is. A mik​robiológia keretében való tárgyalásukat  az is indokolja, hogy a környezetükben létező mikroorganizmusokat nemcsak táplálékforrásként hasznosítják, de a citoplazmájukban nagy számban élő mikroszervezetek esszenciális  vitamintermelésükkel  elősegítik a gazdaszervezet növekedését. Minden esetben találkozunk velük, ha valamilyen természetes forrás​ból, talajból, élő vizekből, szennyvízből, esetleg valamilyen magasabb rendű szervezet bélcsatornájából vagy tes​türegéből próbálunk mikroszer​vezeteket izolálni. Gyakorta észlelhető környezetátalakító szerepük. Nem egy közülük veszedel​mes kórokozó​ké​nt, magasabb rendű szervezetek élősködőjeként ismert. 
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A növényvilágból idesorolhatók a foto szintetizáló klorofi​tonok közül a kétostoros zöldalgák. Ismert képviselőik a cellulóz sejtfallal és klorofill-a, klorofill-b, xantofill és karotin színanyagot tartalmazó, kehely a​lakú kloroplaszttal rendelkező Chlamydomonas fajok. Tartalék tápanyagként keményítőt halmoznak fel a sejten belül. A szexuális folyamatban két ostoros gamétából képződik a vékony fallal körülvett ostoros zigóta. Ez meiózisos osztódás​sal négy haploid sejtre válik szét. Aszexuális szaporo​dáskor egyetlen sejt többszöri mitózisos osztódással nyolc leánysejt​re eshet szét. A Chlamydomonas törzsek nagy szaporodóképességük miatt az algatermelési kísérletek kedvelt alanyai. Ugyancsak népszerű az alapkutatást végző laboratóriumokban az autospóraképző Chlorella fajok használa​ta.

.

	A)Chlamydonomas(zöldalga)
	f,  fagellum

	B)Euglena (euglenoid alga)
	c,  kloroplaszt

	C)Gymnodinium
	w, sejtfal

	D)Ceratium (páncélos alga)
	p, sejthártya

	E)Chloromeson (amőboid alga)
	e, szemfolt



Természetes vizeinkben fordul elő az egyostorú, kettéhasadással szaporodó Euglena nemzetség valamelyik képviselője. Színtes​tecskéjükből hiányzik a xantofill. Szexuális szaporodásuk ismeretlen. Tartalék tápanyagként zsírt és egy különleges poliszacharidot, paramilánt halmoz fel. A cellulóz sejtfalon kívül egy elasztikus köpeny határolja őket.


Gyakran találkozhatunk a páncélos dinoflagelláták kép​viselőivel, a Ceratium fajokkal. A dinoflagelláták (ősostorosok) közül a Gymnodinium a legismer​tebb. Két ostora egymástól eltérő elhelyezkedésű. Az egyik ostor a sejt egyik oldalán található, a másik viszont középtájon, szinte körülöleli a sejtet. Korong alakú kloroplasztja barna színű.  Alakilag nagyon hasonlítanak hozzá a Pyrrophyta fonalas algák szaporító sejtjeiből kiszabaduló zoospórák. 


A Chrysophyta ostoros, de amőboid tulajdonságokat is mutató foto szintetizáló Chloromeson fajokon kívül  gyakran találkoz​hatunk a Chlorarachinon fajok citoplazmás eredetű fonalakkal rögzített, ostor nélküli, amőboid sejtekből összeálló nyálkás telepeivel. A Chrysophyta csoport legismertebb képviselői a szilikátvázat építő Diatoma fajok. Ezek a több száz méter vastag üledéket alkotó mikroszervezetek őrlemény formájában (diatoma-föld) ipari alapanyagként régóta ismertek. Természetes vizeinkben gyakran találkozhatunk a barna színű Pheophyta és a vörös színű Rhodophyta többsejtes algák kis​zabaduló zoospóráival. A kloroplasztiszaik zöld színét teljesen elfedi a barna színű fukoxantin. A vörös algák színét valójában a fikoerit​rin és a fikocianin állítja be. A nem fotoszintetizáló protisták csak a kloroplaszt hiányában különböznek az eddig megismertektől. Az Euglena állati meg​felelője az Astasia, a Chlamydomonas szintelen analógja a Polytoma. A botanikusok csupán kloroplasztjukat vesztett algáknak, a zoológusok viszont az állatvilág első képviselőinek tekintik őket.
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Amoeba proteus rajza

Foraminiferák rajza
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A Sarcodina osztályba sorolt Amoeba proteus ujjszerű állábakkal amőbaszerű mozgással közlekedik a nedves felszínen. Új szervecskéje a lüktető vakuóla. Kisebb mikróbákkal táplálkoz​va, osztódással szaporodik, talajban, vizekben, mindenhol előfordul. Az emésztés és a kiválasztás morfológiailag nem különül el. Néhány fajuk a bélcsatorna lakója, mások viszont veszedelmes kórokozók. Trópuson, illetve mediterrán éghajlaton gyakran okoz kellemetlen bélfertőzést az Entamoeba hystolytica. Jellegzetes tályogszerű képletben szaporodik a bélfalon vagy a bélhám sejtjeiben. Vegetatív anaerob alakja nem tartalmaz mitokondriumot. Trofozoitja a véráramon keresztül eljuthat a tüdőbe, májba, agyvelőbe, ahol tályogot okoz. (Metronidazol, chloroquin, clion használható gyógyszerként.) Valójában az immunrendszer előbb-utóbb felszámolja a fertőzést. 

A csoport neves képviselői a tengervízben élő, kovasavvázat építő Foraminiferák és Radiolariák. Csodálatos szépségű építmé​nyeik  nyílásain állábaikat kidughatják. A vázépítés tehát mozgásképességüket nem szünteti meg teljesen.
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A Mastigiophora osztályba sorolt egysejtűek között sok a parazita. A Trypanosoma nemcsak a végálló ostorral mozog, hanem a sejt hosszában futó membrán hullámzó mozgása is a helyváltoz​tatás célját szolgálja. A vérpályában hosszanti hasadással szaporodnak. Több kórokozó fajuk ismeretes Dél-Amerika és Afrika trópusi területein. A kórokozó  leküzdése Koch és munkatársainak nevéhez kötődik. Az első tripanoszómát azonban hazánkfia, az 1810-ben Kisbéren született - Párizsban dolgozó - Gruby Dávid orvos írta le. Terjesztésében ízeltlábúak vesznek részt. Az intracellulári szaporodási ciklus a légy bélcsatorna hámsejtjében megy végbe. Az utóérési folyamat viszont a bélfal felületén fejeződik be. 

A Trypanosoma gambiense parazitát, az idegrendszert károsító (álomkór) kórokozót a Glossina morsitans (cece légy) terjeszti. A cece légy a nálunk is honos Stomoxys calcitrans szúrólégy közeli rokona. (A Dél-Amerikában elterjedt Trypanosoma cruzi terjesztője poloska .)
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Glossina morsitans vérszívás előtt és után
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                                                                                     Bonyolultabb felépítésű az ugyancsak kórokozó Trichomonas és Trichonympha, amelyek az egész világon, így hazánkban is elterjedt kórokozók. A hazai fertőzöttség 20 %-ra tehető.

Plasmodium vivax fejlődése az Anopheles bélcsatornájában

 és az emberi  vérszövetben
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Az egyik legveszedelmesebb parazita a maláriát okozó sporozoa, amelynek  teljes életciklusa két gazdaszervezetet igényel, az Anopheles szúnyogot és az ember vérszövetét. Több veszedelmes fajuk ismert. Az emlős szervezet ellenanyagképzéssel nem képes ellenük védekezni. Megjegyzendő, hogy a helyi lakosoknál a halálozási arány elenyésző az utazókéval összevetve.

A Plasmodium vivax sporozoitja a nőstény szúnyog nyálmirigyének a váladékával kerül az emberi vérpályába, ahol először a májsejtet fertőzve sokmagvú átmeneti formán keresztül fertőzőképes merozoit tömeggé fejlődik, amely a vértesteket fertőzi.. A vértestekben a trofozoitok aszekszuális szaporodása (merozoitok képződése) lázas folyamatot indukáló (pyrogen) anyagok képződésével jár, amely a vérplazmába kerülve okozza a visszatérő lázas periódust. A vértestek szétesésekor kiszabaduló merozoitok újabb vérsejteket fertőzve 48 óránként sokasodnak. Egyesek a vértestekben hím, illetve női gametocitává alakulnak. Ezek fejlődése csak az Anopheles bélcsatornájában folytatódik. A gametociták érési folyamata, a petesejt és a spermatozoa képződésen keresztül vezet a megtermékenyítési folyamathoz. A zigóta ookinétaként a testüregbe kerül. Az oocisztában képződő nagyszámú sporoblasztból átalakuló, amőboid mozgással helyváltoz​tatásra képes sporozoitok az Anopheles nyálmirigyébe vándorolva várják a gazdaváltást, az új fejlődési ciklus kezdetét.
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     Tetrahymena pyriformis rajza [image: image147.png]itoplazma
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A protozoák legfejlettebb fajait a Ciliaták között találjuk. Két különböző méretű és funkciójú maggal rendelkeznek. Vegetatív osztódáskor mindkét mag osztódik. A kisebb mag diploid, a genetikai szabályozásban, a szexuális aktusban fontos szerepet tölt be. Hiányában csak vegetatív osztódásra képes a  mikroszervezet. A nagyobb, poliploid makronukleusz az előbbinél 100-szor több DNS-t tartalmaz. A szexuális ciklus alatt szétesik, és csak a folyamat befejeződése után alakul újra a mikronukleusz irányításával. 


Legjobban ismert fajuk az egysejtűek fejlődésének csúcsán álló Tetrahymena pyriformis. Külső felületén sűrű, hajszerű bevonatot, mozgékonyságát szolgáló csillókat találunk. A csillók között működnek a védelmet, illetve az áldozat bénítására szolgáló trichocysták. A csillók koor​dinált mozgását primitív idegrend​szer irányít​ja. Testük egyik oldalán találjuk a szájnyí​lást, amelyen keresztül a környezetben található kisebb élőlényeket bekebele​zik. A tápanyag emésztése vakuólumokban folyik. Az ellenkező oldalon található az emészthetetlen maradék el​távolítására szolgáló nyiladék. A sejt két ellentétes részén alternáltan működő pulzáló vakuólák láthatók. Méretük és külalakjuk erősen függ a  tápláléktól  és a tenyésztés körülményeitől. Az ábra bemutatja a Tetrahymena vorax  tápközegtől függő morfológiai változását.
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1. Élő baktériumot fogyasztó Tetrahymena vorax alakja és mérete. 

2. Laboratóriumban húsleves táptalajon tenyésztve. 

3. Elpusztult ciliatákon tenyésztve. 

4. Élő ciliatákat (Colpidium sp.) fogyasztó  T. vorax.. 

5. Élő élesztősejten tenyésztett T. vorax.

A ciliaták egy csoportja helyhez kötött életmódot folytat. A Vorticella kehelyszerű peremén elhelyezkedő csillósorok működése hajtja a táplálékot a szájnyíláshoz. Hsonló módon célszerűen elhelyezkedő csillók segítik a tápanyag felvételt  az Euplotes számára.
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               Vorticella                                    Euplotes                                      Suctoria

A szívó életmódot folytató protozoák, a Suctoria-félék felületén a csillók helyett érzékelő szőröket találunk. Fiatal korban ezek a sejtek mozgékonyak, majd kedvező helyet találva áttérnek a szívó életmódra. A kérődzők bendőjében élő protozoák anaerob életmódot folytatnak. Az ott folyó lebontó folyamatban fontos szerepet töltenek be a Prostomatidák közé tartozó Isotrichia intestinalis és a Dasytrichia ruminantium. (3.3.2.3. fejezet)

A CILIATÁK SZEXUÁLIS FOLYAMATÁNAK VÁZLATA
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