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BEVEZETES

1. BEVEZETES

Az emberiségnek a tdrténelem soran az volt a cétjgy javitson életfeltételein. Szolgalatba
allitotta a tudomanyok eredményeit — éslsrban a természettudomanyokét — és ezaltal egyre
hatékonyabban alakitotta at kérnyezetét sajat indjamegfeleden. Beavatkozasunk a kornyezetbe
gyakran irreverzibilis valtozasokat eredményez, lgmegionalis és globalis problémak forrasa, és a
foldi élet alapjait is veszélyeztetheti. A XX. saélzvégére a kornyezetbe kibocsajtott szenhyez
anyagok mennyisége és a természéfioerasok felhasznalasa ugrassissr megutt, ebldl kifolyolag
szinte minden kornyezeti elem allapota romlottZmér hasznalatuk korlatozasaval is egyditt jar.

A kornyezetszennyezés elterjedésével egyre inkalglyabb figyelem fordul a nehézfémekkel
Osszefugf veszélyek felé, ugyanis a mikroelemek és a toxikehézfémek felhalmozodasa
meghatarozé human egészségugyi, oOkologiai, bidlégkenibséggel bir. A mikroelemek és a
nehézfémek kérnyezeti kibocsajtasa az ipari korsepidésével tobbszordosere emelkedett, amelyben
a kozlekedés és az ipari tevékenyseg mellett asgagrlasag modernizacidjaval szintén potencidlis
nehézfém-szennyéZorrassa valt (CSATHO, 1994; KADAR, 1995).

Az utébbi évtizedek kutatasi eredményei, valamikbenyezet allapotara vonatkozo6 felmérések
(monitoring) igazoltak, hogy az ipari korzetekbearosokban, kdzlekedésilftvonalak mentén, és sok
esetben a szennyvizek, szennyviziszapokogezdasagi terileteken tortemlhelyezésével kritikus
mértékben megemelkedett talajaink nehézfém-tartalMagyarorszag legszennyezettebb teriletei
alapvetben az efteljesen iparosodott régiok. Ezen ipari korzetekbddrnyezetterhelés tdbbszorose az
orszagos hattérterhelésnek.

A nehézfémmel szennyezett terlletek alapviebrnyezeti problémét jelentenek. A talajok
hosszu évekig képesek felhalmozni a nehézfémekétkidn hogy azok akut mérgézhatasa
nyilvanvalé lenne. Egy bizonyos terhelési szinefiebZirokapacitasuk kimertl, atereége valnak és
maguk is szennyéorrasként szerepelnek. A toxikus fémek megjelenaekizekben, felvehéve
valnak a néveny szamara és bekerilve a taplaldidantosszatavon kimutathaté karosodast
okozhatnak. Magyarorszagon a lakossagi vizhasztidbtmint 90%-a felszin alatti vigbszarmazik
(PUZDER et al. 2001), ezért kulénosen fontos azensyeddések kezelése, mely soran a talajviz
illetve a talajba kerllt szennyeanyagok eltavolitasa a cél.

Az ipari szennyvizek tisztitasa és kornyezetbe was$zajuttatdsa nagyon koltséges eljaras.

Ezért szikséges olyan eljarasok kidolgozasa, amkiadye kbnnyen, gyorsan és megfélel
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hatékonysaggal tudjuk a szennyezést megszintendm& kémiai mddszert dolgoztak ki e cél
erdekében. A kémiai adszorbensek k6zdl csak az@wéb gyantak jelentenek 6koldgiailag minimalis
kockézatot, ezek azonban nagyon koltségesek. Edé@tro6do igény mutatkozik az olcso, kérnyezet-
kimél alternativak kutatasa irant. igy merilt fel a bamsza bioszorbensként todémasznalata, mint
gazdasagos és Okobarat Iélség. Fontos, hogy ebben az eljarasban résztugiroorganizmusok
kozil el$sorban azokra koncentraljunk, melyek élelmiszeriparegyéb ipari melléktermékeken jol
szaporodnak. Ennek egyik haszna, hogy a magas eszeamyag tartalmd melléktermékeken,
folyamatvizeken elszaporitott mikrobak egyrészotdiak a kornyezetterhlmelléktermékeket, mint
példaul a tejipari melléktermékkeént keletkejsavot, vagy a burgonya, ill. kukorica feldolgeabdl
szarmazo6 kemeényit; masrészt az igy @llitott biomassza femionkdkéeépessége révénisé szerepet
is ellathat. A folyamatvizen @&llitott sejtek hordozén torténrogzitésével bioszorbenskeént is

alkalmazhat6ak lehetnek a nehézfémekikiszére.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Gombak alkalmazasa biomassza @&llithsara és ipari hasznositasara

Az iparban hasznositani kivant mikroorganizmusoksa&mos elvarasnak kell megfelelnitk.
igy barmilyen fermentéacios céllal kivanunk is atkakzni egy mikrobat, a megfefetulajdonsagokkal
rendelked torzs kivalasztasahoz egy alapos torzsszelekait ddvégeznink. A kivalasztas soran
szamos tényéit kell figyelembe venni, mint pl. a gyors szaporsidéebesség, magas hozam, jo
affinitas a szubsztrdtummal szemben, genetikaiilsés) j6 pH és Bmérsékletirés. Emellett még
fontos, hogy a mikroba ne legyen toxikus és patogén

A mikrobakkal megvalositott technologiak alagvetiivelete a mikrobak elszaporitasa. A
technoldgia § szempontjai a kovetkék: a kivant anyagot (fehérjét, molekulat, enzintét)stermed
mikrobafajt megtalaljuk (felfedezés), izoléljuk égonositjuk, majd ezekb a megfeledben termed
mikrobatdrzset kivalasztjuk (screening). A kivalkasiz torzsek tenyésztési kortlményeit optimaljuk,
vegul Uzemi korulmeények kozott (scale-up) a fejledz mikroorganizmus adott pl. metabolit
eloallitasat optimaljuk és a fermenttdlvagy magabdl a mikrobasejteklezt az anyagot kinyerjuk. Ez
lehetprimer metabolit pl. alkoholok, szerves savak, vitaminok, enzinstk, Aszekunder metabolitok
pl. az antibiotikumok.

Mikroba sejteket szaporithatunk abbdl a célbohayy a végtermék maga a sejttdmeg legyen,
az allati takarmanyozasra vagy emberi fogyasztattalmas biomassza (SCP, single cell protein)
eléallitdsa céljabol. Az élelmiszeripari alkalmazasakz il jol ismert a sideleszé vagy a kilonboi
starter kultarak élallitasa, mely utébbira j0 példaSaccharomyces cerevisiiirzseinek boraszati és
soripari starterként valé @llithsa. A sejttdmeg elszaporitasaval indithatéabmikrobakkal tértéh
fémkinyerés (,mikrobialis kohaszat”) elhagyott méRdsl, szennyvizekbl, vagy alacsony
fémtartalmu ércekdd (KEVEI, 1999).

2.1.1. A biomassza éhllitasa gombakkal

A biomassza éhllitasanal, a kivalasztanddé mikroorganizmusokhnzalabbi kérdéseket kell
figyelembe venni a screenelési eljaras megvaladatasvagy kidolgozasahoz:
- milyen folyamathoz szeretnénk kivalasztani mikrobat
- milyen szubsztratumon szeretnénk biomassaatlahni

- melyek azok a mikroorganizmusok, amelyek az adunibsztratumot hasznositani képesek
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- honnan lehet az adott mikrobat beszerezni (pl. &tbem izolalassal a talajbol, vidbvagy

valamilyen torzsg§jteményldl (BOZE et al, 2003).

Mivel ezek a kérdések nagyon altalanosak, igy szamdkroorganizmus széba johet. A
sejttomeg dlallitasdhoz altalaban négyféle mikroorganizmustzhalsak: baktériumokat, élesket,
penészeket és algakat. Ezek kozul az égembak a legelterjedtebbek, a legtébbet vizsgatala
leginkabb elfogadottak. Ehylk a baktériumokhoz képest, hogy tobbségik neiwkus €s apatogenek,
valamint hogy nagyobbak, mint a baktériumok és tekénnyebbdket elvalasztani a fermenttét
Viszont hatranyuk a lassubb szaporodasuk (LU éskNIS, 1996; STEPHEN és MACNAUGHTON,
1999).

2.2. A gombak tapanyag forrasai

A gombdk tapanyagait mindazok a vegyuletek jelentilelyek a kérnyezetth szdmukra
kozvetlendl vagy kdzvetett médon rendelkezésreaklld tapanyagok csoportositasa: 1. szénforrasok;
2. nitrogénforrasok; 3. vitaminok és mas névekedagagok; 4. asvanyi elemek.

Az éleszbgombak ndvekedéséhez, szaporodasahoz a szikspgegagforrasok kozil a szén
— és a nitrogénforrasokat kell kiemelni.

2.2.1. Szénforrasok

A heterotrof szervezetek szamara a szénhidrata@ntj&l a legfontosabb szénforrast. Ezek
mono-, oligo- vagy poliszacharidok formajaban egpyalld szerepet jatszanak a természetben. A
kisebb oligoszacharidok esetén is hatalmas a léfpessmonoszacharid kombinaciok szama (LAINE,
1994), s ez eredményezi ezen vegylletek szerkésetiunkcionalis valtozatossagat, ami sokkal
nagyobb, mint a hasonlé méigteptidek illetve nukleinsavak esetén lehetségesrtgatszhatnak az
oligo- és poliszacharidok kdzponti szerepet megabioyogiai folyamatban.

A széles korben rendelkezésre allo szénforrasakatges gombafajok nem egyforman tudjak
hasznositani. A hasznositasi hatékonysag megitélésgyik legegyszébb és egyben legkbnnyebb
modja a sejtszaporodas vizsgalata, hogyan alakedlaibbeli gorbéje, hiszen a hatékonyabb C-
forrason rovidebltag fazist figyelhetiink meg.

A monoszacharidok széles korét a legtobb gombatagjymértékben hasznositja, mig
ugyanezekdl a cukrokbdl felépil nagyobb molekulakat (pl. keméng)itmar sokkal kevésbé, melyet e
molekulak hidroliziséhez sziikséges enzim(ek) hidkge (MANCZINGER és mtsi., 2003).
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2.2.1.1.A keményi#, mint szénforras

A keményib a ndvényi szervezetek tartalék poliszacharidjdyeteszilkség esetén gyorsan le
tudnak bontani és energiatermelésre forditanié Aofrasai: baza, burgonya, kukorica, rizs, manioka,
melyekben a keményiigranulatumok formajaban van jelen, amelyek kdttea (lencse formaju nagy
szemcsék és kis golyé formaju szemcsék) ismékhel (FRENCH, 1984). A keményitszemcse két,
szerkezetileg kiulonbézszénhidratbdl, az amildézbdl, és amilopekdindll.

Az amiloz a keménydt 17-24%-at teszi ki; rendszerint a szemcse belegjéhlalhato, és
hosszu, elagazas nélkuili, spiralsmsr csavarodoit — 1 — 4 kétés (maltdz kotés), 60-2000 glikoz
lancbdl all. A killénb6é& hosszusagu molekulak molekulasulya 10.000 és B&kOgott van. Az amil6z
a joddal tiszta kék szinédést ad; vizbe kolloid oldatot képez, és csirizinnképez. Nem teljes
lebontasnal, példaul enzimes lebontasnal malt@adisarid keletkezik.

Az amilopektin a keményit 76-83%-at teszi ki. Az amilozzal ellentétben elaga
molekulalancokbdl all, amely tulsulyban tew — 1 — 4 kotés melletn — 1 — 6 kotésekkel is
rendelkezik. Altaldban az amilopektin lancok minteds glikoz egység utan agaznak el. Ez a
térbelileg elagaz6 szerkezet szolgaltatja az areitip elcsirizesetl képességét. 6.000 — 40.000 gliikoz
egység mellett a molekulasuly 1 millio és 6 milkdz6tt van. Az amilopektin észtersiekbtésben
mintegy 0,23% foszforsavat tartalmaz. A vizes olgitdal ibolyatdl tiszta vorosig szingdik. A
kemeényib iz és szagmentes (NARZISS, 1981).

A gombak amilazai tdbbnyire extracellularis enzimeKentétben a cellul6zzal, a keméwdyit
nem kristalyos szerkeZgt vizben parcidlisan olddédik, duzzad, igy lebont&émnyebb, mint a
cellulézé. Ez is egyféle magyarazata lehet annagy miért ilyen elterjedtek az amilazok a gombéak
vilagadban. Ritkan az amilazok intracellularisakebetnek, mint példaul 8accharomyces cerevisiae
sporulacioé-specifikus glikoamilaza (PRETORIUS, 1991

A keményif lebontasa

A komplex szerkezeth kovetkezik, hogy a keményitebontasahoz tébbféle enzim keverékére
van szikség. Ezt az enzimkeveréket amilazkomplexmesilezzik. Komponensei a kovetkékz 1. a-
amilazvagy endo — 1,4-glukan-glikanohidrolaz glikoamilazvagy exo-1,4-glukan-glukohidrolaz, 3.
a-1,4-glikozidaz Az a-amilaz az a-1,4-glikanlanc belsejében random maodon hasit, egynt
felaprézza a makromolekulat. A hidrolizis soran kéik6z egységhl allé diszaharid, maltoz is

képadik nagy mennyiségben, melyet maltdz bont le glitkéA glikoamilaz a glikanlancok nem
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redukald végéll egymas utan glikoz egységeket hasit le. Ugyamegnaim képes a bontassal, bar
lassabban, am-1,6-0s elagazasoknal tovabbhaladni, igy a molekeljas lebontasa megvaldsulhat
(KARKALAS, 1985).

2.2.1.2.A tejsavo és laktdéz, mint hasznosithatd szénforras

A tejsavo

A mezgazdasag is és élelmiszeripari termelés soran széatan melléktermék keletkezik,
melyek potencialis kérnyezetszenn§eanyagok, semlegesitésik hatalmas anyagi forrasokaszt
fel. llyen melléktermék a sajt- és turoféleségetirtysa soran, vilagszerte éves szinten tobb mibtx,
108 tonna mennyiségben keletkdejsavo, melynek kémiai oxigénigénye értéke iggents, a magas
érték a tejcukor tartalmon kivil, a tejsavo fehege zsirtartalmanak is koszonhgCASTILLO,
1990).

A tejsavd toxikus anyagoktdl mentes és fehérjélie8 (/v %), tejcukorban (4,8 wiv %),
vitaminokban (130 mg/l), valamint asvanyi anyagokl§a,5 g/l) gazdag. Megkozdiieg 4,8%-kal a
laktéz a leggyakoribb szénhidrat a tejsavoban (38&B CSAPONE, 2002).

Takarmanyként (pl. sertéseknek) (SCHINGOETHE, 19%&8)y tragyazdszerként a mai napig
hasznaljak a savot, de sok helyen egyszen felszini vizekbe vagy a csatornakba ontoféiejsavo,
ha szennyvizként tekintink ra, az élelmiszeripayikedegkornyezetszenny8bhb mellekterméke.
Magas szerves anyag tartalma miatt (BOIl = 30 000D mg/I, KOI = 60 000-80 000 mg/l) nagyon
fontos kdrnyezetvédelmi problémat jelent. MegoltEmsie olyan mikrobialis rendszerek kidolgozéasa,
melyek alkalmasak ennek a gyakorlati problémakignjé szennyviznek a kezelésére. Ennek egyik
lehetséges Utvonala a tejsavo alapu biomasszalés;meelynek alapjat az képezi, hogy egyes alkszt
nagy hatasfokkal képesek asszimilalni a tejsavdukgrtartalmat, illetve képesek etanolla erjeszteni
Ez a |épés mar jelefden csokkenti a tejsavé KOI szintjét a rendsdedvozd széndioxidon keresztil,
illetve megkonnyiti a tovabbi kezelést (GOBLOS, 20

A tejsavo azon tulajdonsagat, hogy értékes anydgakialmaz, és j0 hatassal van az emberi
szervezetre, egyre inkabb kezdik felfedezni. A XXazadtdl egy Ujabb lehetséges hasznositasi erilet
a sajtsavonak a wellness és fitness ipar, amelydgfedezte fel a sajtsavd hasznositasi tslégfeit,
pl. a fogyokura taplalék-kiegésgje melynek fogyasztadsa jOllakottsdg érzését kekirkenti az
anyagcserét, ugyanakkor keves és szinte telje€kidem zsirmentes kaldria felvételével jar. A sajisa

a fogyokuara kiegészitésére is kivald, mivel a texreées Osszetételét tekintve nagyon hasonlo az
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anyatejhez, ez a termék a legjobb és leginkabbetre&zpanyagok kézé sorolhatd, amelyet az ember
magahoz vehet (CSAPO és CSAPONE, 2002).

A laktéz

A tej legfontosabb szénhidratja a laktdéz (tejcukod) laktdoz mellett kis mennyiségben
kimutathat6 rendszerint glikéz és galaktéz, tovablegfeljebb 0,1% mennyiségben — kilénb@z10
monoszacharidot tartalmazo oligoszacharid, amelyaipitésében glikézon és galaktdzon kivil L-
fruktoz, N-acetil-D-glik6zamin és N-acetil-D-galékamin, tovabbéa szidlsav vesz részt (CSAPO és
CSAPONE, 2002).

A laktéz egy redukdld diszacharid (BR-D-galaktoporzih (1-4)-D-glik6z) molekula, mely
hidrolizalva egy molekula gliikozra és egy molekghidaktézra bomlik. Ez a diszacharid — néhany
egzotikus gyumolcson kivil — csak az ésdlk tejeben fordul 8l A tehéntej atlagosan 5% laktozt
tartalmaz, amely két kilonbdéza és modosulatban fordul &l Az o-laktézbana-D-glikoz, ap-
modosulatbanp-D-glikéz kapcsolddik ap-D-galaktéz molekulahoz. A két modosulat kémiai
tulajdonsagai megegyeznek, fizikai tulajdonsagaldii{atosag, forgatoképesség, olvadaspont)oelker
Ezek kozll legfontosabb, hogy oldhatésagukban hdének. Ap-laktdéz vizben valé oldhatésaga
joval nagyobb azo-lakt6zénal. A Bmérséklet novekedésével az oldhatésdg fokozodikat@ik
fajlagos forgatoképessége szintén kulodh@mutarotacio utan beallé egyensulyi allapotb2yss A
mutarotacié sebessége fligg @nérsékletdl és a pH-tol. Ezzel befolyasolni lehet, hogy atdakaz
oldatbol milyen kristalyok alakjaban valjon ki. Ajtukor ligokkal szemben nagyon érzékeny, mar hig
ligos oldatban is bomlik. A bomlés soran barnaishimminanyagok is keletkeznek. Savakkal szemben
viszont nagyon ellendllé, nehezebben hidrolizalhativit a répacukor. A-galaktozidaz (laktaz) enzim
D-galaktézra és D-glikézra hidrolizélja (GASZTONY& LASZTITITY, 1993; BERLITZ &
GROSCH, 1999).

A tejtermékek gyartdsa sorén, a tejbendlénizet el kell tavolitani a termék hg#tése
érdekében. Ezt a koncentrdlast kuloribomodokon végezhetjik, azonban mindig jebent
laktozveszteséggel jar. Mig a tejtermékeket a fegiik nagyra értékelik és ezért konnyen eladhatok,
laktoz alig tartalmaz valamennyi kereskedelmi é@télEzért az élelmiszergyartok nem tudjak mit
csinaljanak vele, és igen gyakran ezt a cukrotemrspvizzel egyitt a folydkba juttatjak. A cukor
bekerllése a folyévizbe kornyezeti egyensulyi protilkat okozhat, ha a koncentracidja tulsagosan

magas, még olyan természetes anyag esetében i lakioz.
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2.2.1.3.Gombak szénhidrat anyagcsere folyamatai

A szénhidratok esszencialis szerepe a lebontéidyek és az energianyerés terén mutatkozik
meg. Mivel az 6sszes éleégbomba heterotrof, nem képesek hasznositani a legkén-dioxidot, igy a
szenet, viszonylag bonyolult molekulak formajabarkdrnyezetbl kell felvennitik. A legalapvébb
lebontasi folyamat melynek soran energia nyérheeglikolizissel kezédik (NELSON, 2004).

Glikolizis

A glikolizis vagy mas néven EMBDEN-MEYERHOF-PARNAE&MP) at a citoplazméaban
lejatszddo lebonté anyagcsere folyamat, melyet 380-s években irtak leéskor. Kémiai |épésit
tekintve a pirosdlosav képadéséig megegyezik az anaerob kdzegjkolizissel. Amennyiben van
elegend oxigén a piruvat tovabb oxidalodik: szén-dioxidetl-Ko-A €s NADH: keletkezik.

A teljes folyamat egyenlete a kbvetkez
glikoz + 2NAD* + 2ADP + 2P (szervetlen) ——= 2 piruvat + 2[NADH + H*] +2ATP + 2H,0

Anaerob korulmények kozott etanolos fermentacié yneggbe. A lehetséges lebontasi
Gtvonalakat a 1. abra is mutatja.

Az etanolos fermentacio folyamata

Anaerob korulmények kozott az élesggdmbak a glikolizisbl szarmazo6 piruvatot alkoholos
fermentacio keretén belll lebonthatjak. A piruvatiépéses folyamatban alakul at etanolla. A3 els
Iépésben a piruvat a piruvat-dekarboxilaz enzinitségével dekarboxilédik. A masodik lépésben az
acetaldehid etanolla redukalédik, a folyamatot lpleol-dehidrogenaz enzim katalizalja. A folyamat

végtermékei az etanol és a szén-dioxid lesznek @&\, 2004).

Q o co.
Ne” e ’ NADH+H+ NADT
Mg* O
| SN A~
C=0 _— CHy
| piruvat dekarboxilaz | alkohol dehidrogenaz |
piruvat acetaldehid etanol

1. &bra A piruvat kétlépéses atalakulasa etanolla

A Pasteur-effektus és a Crabtree-hatas

Anaerob koérilmények kozoétt a metabolizmus fermedtacvalt at. A fermentacio soran a

glikolizis felgyorsul, vagyis a glukéz lassabb derfogyasztasa helyett gyors anaerob felhasznalas

8
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indul be. A jelenséget &zor Luis Pasteur figyelte meg. A sejtek azért &sgyjak gyorsabban a
glukozt, hogy a kevésbé hatékony fermentacio sm@tegend mennyiséf ATP-t termeljenek. Ez a
jelenség azonban csak akkor figyetheheg, ha a glikdz-koncentracié alacsony, vagy vilam
tapanyaghianyos allapot all fenn, példaul nitrogémy (WALKER, 1998). A Pasteur-effektus egy
specialis esete Kluyver-effektus Sokszor — kilondsen oligoszacharidok esetében éleszifajok
szaporodasa aerob koérilmények kozétt folyik, nemigp@naerob, vagy olyan kortlmeények kozott,
amelyek soran légzést nem folytatnak. Ez esetfemaentacio gatolt. A cukrok felhasznalasanak ezt
az oxigéndl vald fiuggését nevezzik Kluyver-effektusnak. Ageil ,légzésil-fliggs” fajokat pedig
Kluyver-effektusra nézve pozitiv fajoknak. Az effek oka a cukortranszport rendszer Kkis
aktivitasaban keresefid amely esetben a fermentaciohoz szikséges magdszeAat szint nem
biztositott, szemben az energiaterdnEgzéssel, amely kevesebb szubsztratot igényekluver-
effektus tényleges definicidja félreérihehiszen a standard fermentaciés tesztekben Dudsiivet
alkalmaznak, és nem kulonitik el, hogy a fermeidtésbran tortént-e szaporodas, vagy sem. Az
effektust szamos egyéb tényes befolyasolja (FUKUHARA, 2003): pl. Iégzés hidaman az éisen
aerob fajoknéal az oxidaciés-redukcios viszonyolkgkensulyozatlansaga, vagy esetenként az oxigén
hatdsa a glikolitikus enzimek szintjere (SIMS ésRBMETT, 1991), de emlithetnénk az enzimek
cukrokkal szembeni affinitAsanak véaltozasat is estagiszonyok k6zott (BARNETT, 1992).

A masik jellegzetes tulajdonsag az @rabtree-effektugreverz Pasteur-effektus). A magas
cukorkoncentracié néhany mikroorganizmusnal a Iggnésonalak teltidéséhez vezet. llyenkor az
éleszbé nem képes felhasznélni a felesleges cukrot) debontd Utvonalban, ezért egyskam az
alternativ lehdiségként jelenley etanol fermentacids Utvonalra ,tolja” at a menaygist-még aerob
koérilmények kozott is

A szabalyozasi jelenségek nem minden étesstt mutatkoznak, hanem csak az un. glikoz
(<0,4%) glukdéz mar represszalja, fuggetlenil a akis oxigén jelenlétét vagy hidnyatdl. A nem
erjeszb éleszbk (pl. Rhodotorula glutinus Trichosporon cutaneuym érzéketlenek a glikéz
koncentraciora, kizardlag aerob légzést végeznednngk atmeneti tipusu éledizt (pl. Candida
tropicalis, Schizosaccharomyces pomb@melyek csak anaerob korlilmények kozott erjeskie
(DEAK, 1998).

A Pasteur — és Crabtree-effektusoknak komoly ipgantbségik van az élesgyartasban,

szeszgyartasnal.
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Gluko6z represszio

A Crabtree-jelenség hatterében a glikéz- vagy kéditatepresszio all, melynek biokémiai
mechanizmuséban a ciklusos AMP (CAMP) jatszik qzetreA szénvaz lebontasanak szabalyzasakor a
legfontosabb szempont azéehység alatt felszabadulé energia mennyisége:taaskejggyorsabban
hasznosul6 szénforrast fogja felvenni és oxiddniassabban hasznosulok lebontasdhoz sziikséges
enzimek szintézise pedig gatolddik. A folyamat emign transzkripciés sziint Jellemsen, (de nem
kizarélag) a glukozzal lehet kivaltani. A mechanisnmeglétét nagyszamu mikrobaban sikerilt
kimutatni (GANCENDO, 1998; TRUMBLY, 1992). Eleghien a glikéz repressziot a Miglp fieAn-
ujj fehérje kozvetiti, mely a TUP1lp és az SSN6péefgk kapcsolodva a represszalhatdo gének
promoterének specifikus régiojahoz &dik (2. abra). Ezt a represszor komplexetsafl gén altal
kédolt protein kinaz inaktivalhatja (CELENZA & CARHON, 1986), represszalva ezzel olyan géneket,
mint aSUQ2 (invertaz) ésGAL (galaktoz metabolizmus) (JOHNSTON, 1987). A Midgige hasonlo
aminosav-sorreridMig2p Zn-ujj fehérje szintén képes inaktivalnsbl2 gén kifejeddését, am egyéb
karbon represszi6 altal szabalyozott génre nenédhatz Snflp kindz sem szabélyozza (LUTFIYYA &
JOHNSTON, 1996).

Snfl
complex

inaktiv

P
magas % Mig / citoplazma
gliikdz konc. 1
Glc7/Regl
Snfl
complex @I l ()
aktiv Mig
g0 i
/ sejtmﬁ‘
—CL— 0 o
(GAL4, MAL63, CATS...)f’—///' (GAL, MAL, SUC2, FBP1...)

2. 4bra A gluikoz represszio folyamata (JINSHENG, 1997 mdibdisabréja)

A glukoz represszioban mutatott etiéiselkedés szamit@. cerevisiagvalamint ak. lactis és
K. marxianuskozotti © eltérésnek. AS. cerevisiadégzési mechanizmusara hatassal van a glikéz
mennyisége, mig &. lactis esetében nem igazan mutatkozik gliik6z repres8¥BIRICH et al.,
1997), a fermentativ és az oxidativ metabolizmugsegrre is torténhet. A glikoz represszidval

szemben mutatott érzékenységsen torzsfiigy és tobb genetikai I6kusz hatasa alatt all.

10
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A K. lactis laktoz metabolizmusarol érdemes tudni, hogy adapgben egyszerre jelentev
glikoz és galakt6z gatolhatja a galaktdz felvetdéL. lactis altalaban a gliikozt hasznositjésdor és
csak ezt kdovéen a galaktozt. A laktoz metabolizmusat egyébkét Kapcsolt gén, 4AC4 és a
LAC12 szabalyozza, melyekpa-galaktozidazt és a laktoz-permeazt kédoljak. Mikdwbddold géneket
S. cerevisiade vittek at, a sejtek képesek voltak laktézonnidvekedni (SREEKRISHNA és
DICKSON, 1985). A laktéz metabolizmus szabalyozasa folyamatban részt vév gének
transzkripcidjanak szintjen zajlik. A folyamat ekyiontos génje d.ac9 gén, mely a szabalyozo
folyamatban jatszik szerepet. Minden olyan modssaénely néveli dac9 gén aktivitasat (ZENKE et
al., 1993), segiti a glikdz gatld hatasanak kikhegsét.

2.2.1.4.A laktdéz hasznositas folyamata mikrobaknal

A laktéz hasznositaso f befolyasold tényegd a pH és a émérséklet. AKluyveromyces
marxianus esetében a két tenydmen bekodvetkez nbvekedés ékegiti, a laktdoz hasznosulasat; a
laktéz, illetve az ammodnia koncentracioja kevésbéndt. Kulonbo# elemzéseket tanulmanyozva
megéallapithato, hogy a laktoz felhasznalds maxirékisa a kovetkézfeltételek teljestlése esetén
lehetséges: 31°C-o$merseklet, 45 g/l savd koncentracio, 4 g/l 6ssmemdniasd koncentracio és 6-
0s pH-ju kbézeg. Ezen optimalistkideési feltételek teljesiilése esetén 18 Oras fetdmien koveben a
laktdz 95 %-a felhasznélasra kerult (AKTAS, 2005).

A laktéz hasznositasahoz szikséges enzim vizsgaftaseK. marxianusIMB3 termotolerans
torzsben olyafi—galaktozidaz enzimet talaltak, melynek optimuma7pbtnél van, de jol fikodik pH
5 - 5,5-0n is. A legnagyobb aktivitast 80-os niikodési lmérsékleten mutatta, bar ekkor a felezési
ideje kevesebb, mint 5 perc volt. 46-os ldmérsékleten viszont - mely egyébként a torzs opisma
fermentacios tmérséklete - a felezésiadls perc kordli volt. A torzs a 20. és 25. o6ra kbzérmelt
maximalis mennyiségenzimet. Glukdz tartalmu kézegben kis mennyisgggalaktozidaz aktivitast
tudtak produkalni. Ez is azokat a korabbi vizsgidat tamasztja ala, melyek szerinKamarxianus
esetében a laktdz felvételért é3-malaktozidaz aktivitdsért a laktoz a fée(BRADY et al., 1995).

A laktéz egy megujuld szénforras, hatranya hogymltak lassan, egyes gazdasagilag fontos
fajok (a legtobb éles&t A. nigel) (ELSHAFEI és ABDEL-FATAH, 2001) pedig egyaltalaem tudjak
hasznositani. AEscherichia colilaktoz lebontasanak szabalyozasa az operon-mugtl tankdnyvi
ismeretnek szamit, a baktériumok anyagcseréje (SHBSés DOUDOROFF, 1967; CHASSAY és
THOMSON, 1983) azonban alapten kilonbozik az eukariotaéktol.
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A lakt6z bontadsaban szerepet jatszé R-galaktozidagy laktaz (EC 3.3.1.23) enzim az
élelmiszer- és gyogyszeripar egyik legtbbbet allaloit enzime, amely a laktozt glikézza és
galaktézza hidrolizalja (3. abra) (BELEM és LEE989GEKAS és LOPEZ-LEIVA, 1985).

CH,0H H,OH CH,0H H O
HO HO . OH
iy {} , —a i
i | laktaz ¥ (
OH ! H |~ oH OH
< Yo+ Mo e—— KPPy e 3
"\_.-/ I | b
| HO OH
OH OH OH Oh
lakt6z galaktoz glukéz

3. &bra A B-galaktozidaz lakt6z lebontasanak sematikus abédgaol

A laktoz felhasznalas dislépése két kapcsolt gén éltal kozvetitett folyamdat AC12 gén
kodolja a laktéz permeazt, amely a lakt6z sejtmeémdn tortéfl atjutasdban jatszik szerepet (CHANG
és DICKSON, 1998). A LAC4 gén pedig a 3-galaktozid@dolja, amely a lakt6z hidrolizisét végzi
(SHEETZ és DICKSON, 1981). A keletkezett hexdzokikgiz-6-foszfattd alakulnak, a glikéz
kozvetlenll hexokinaz segitségével (PRIOR és nit993), a galakt6z pedig a Leloir uton (LELOIR,
1951; CARDINI és LELOIR, 1953; RILEY és DICKSON, 84), amelyet kovéen belépnek a
glikolizis folyamataba (4. abra). Az abrabdl lathatogy a folyamatban galaktokindz, galaktz-1-P-

uridililtranszferaz és UDP — galakt6z - 4 -epimeeazimek jatszanak szerepet.

glikolizis
galaktitol T
1ds taktakina gliik6z-1-P
aldéz galaktokinaz
reduktaz 7 galakt6z-1-P- ;"‘l
ATﬂ Al uridililrmuszfer‘y
taplalék —"gnlaktéz%galaktéz-l-P ————— % | UDP-galaktéz
f inozitol N
galaktéz \  monofoszfataz f 2
dehidrogensz | ) A A | UDP-galaktoz-
\ 4’ -epuneraz
v (H)
UTP
galaktonsav A
UGP1 UDP-Glitkoz
a
UTP
\\k‘\.
pentoz-foszfat ut \*H-,.,__i

—— glikolipidek/glikoproteinck #——
4. abra Galakt6z metabolizmus a Leloir iton (ROSS és ni2604)

A laktoztartalma tapkozeget csak olyan élégambak tudjak hasznositani, melyek
rendelkeznek3-galaktozidaz enzimmel és igy le tudjdk bontanal@dzt annak monoszacharidjaiva,

vagyis glukézza és galakt6zza.
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Szaporodas és biomassza képzés laktézon

Szamos tanulmany egybehangz6 véleménye szerirktée lfogyasztds az €ls10 6rdban a
legnagyobb. A keletkezett biomassza, vagyis a spdps is ebben a fazisban van maximalis értéken.
A K. marxianusesetében végzett vizsgalatok azt mutattak, hoggvekedesi rata az exponencialis
szakasz alatt érte el a csucsértéket, a ferment&cidrajat koveéten azonban jeleés csokkenés volt
tapasztalhatd, amit nagy valésiiggel a termékgatlas okozott. Az egyik legnagybbbasa a
szaporodasra a pH-nak van. Kulonboz0rzsek esetében végzett szaporodasi tanulményok
megallapitottak, hogy a torzsek jo reprodukciotaindak 4-es és 8-as pH kozott, de maximum 9-10-es
pH-ig. Az oldott oxigén is dofit fontossagu tényéza szaporodas szempontjabdl. A nouviekv
oxigéntenzié &. marxianusesetében novekvszaporodasi rataval tarsul, ami maximalis biomassz
képzdéshez, ezzel parhuzamosan csokketanol termeléshez vezet. Magasabb oldott oxigéite
esetén az oxigénfogyasztas is novekszik és a nietalbs is egyre oxidativabb jelléglesz;
kovetkezésképpen laktdztartalmu tapkdzegen nagpairhassza hozam érlbetl. Alacsonyabb oldott
oxigén esetén (0, ill. 1%) nagyobb etanol hozanetérél, jelezvén, hogy ilyen feltételek melletka
marxianusglikolitikus (pl. fermentativ) metabolizmusra atl(CORTES, 2005).

A K. lactis Crabtree-negativ éle$giomba. Emiatt magas etanol hozamra képes anaerob és
oxigénszegeny aerob kornyezetben, mig teljesenbakéonyezetben csak jelentéktelen méiték
fermentacio figyelhét meg, ez is tbbbnyire a tapkdzeg és a ndvekedesifiggvénye. AK. lactis
esetében teljesen oxidativ feltételek teljestilésstém nincs jeletis hatasa a glikdz represszidnak
(GONZALEZ-SISO, 1996).

2.2.2. Nitrogénforras

A nitrogén elengedhetetlen elemnek bizonyul a stmdkis fehérjék és funkcionalis enzimek
bioszintézisénél, egyes forrdsai, mint példaul munasavak, a sejtbe bejutva azonnal hasznosulnak
(WALKER, 1998).

Hasznosithat6 nitrogénforrasok:

» Szervetlen nitrogénforrasok — két legalapbét nitrogenforrast a nitratok és az ammonium sok
jelentik a gombék szdméra, hiszen ezek koncenjedaikdrnyezetben igen jeléstis lehet.

= Szerves nitrogénforrasok — a fehérjék, és igy am@savak szolgalhatnak megféledzerves
nitrogén-forrasul. Gyakran hasznalnak szojaliszsekukoricalekvart, mint N-forrast (NYESTE, 1993).
Szerves nitrogénforras alkalmazéasakor gyorsabbkaobdk fejbdése, ezért a legtobb fermentacios

folyamatban szerves nitrogénvegyuleteket hasznalhajombak alapvéen képesek az aminosavak
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felvételére és hasznositasara, bar kulodls@bességgel és mértékben. Ezen kivil ide tartogiy a
karbamid is, mely a sejten belll kalénBédegradacids folyamatok terméke (purin-, pirimidinas

stb.) lehet, vagy felvételi rendszerek biztosigakils) karbamid-forras bejutasat.

2.3. A biomassza dlallitast befolyasolo abiotikus tényeék

A fermentacios iparokban alkalmazott élégombak termélképessege alapvein két
tényestol figg: meghatarozé szerga gombat jellemz genom, de ugyancsak dérdaz a kornyezet,
amelyben az éles#tet tenyésztjiuk.

Az adott élesfigomba esetén tehat mar a kdrnyezet afdeges meghatarozé. A kornyezet
fogalmaba értjik a taptalajok ndsegi és mennyiseégi osszetételét (beleértve aztagdimen szintet is
aerob fermentaciok esetén), és az un. kdrnyezetinpgereket: dmérséklet, pH, redoxpotencial
viszonyok, stb. (SEVELLA, 2001).

A szaporodast befolyasold egyik legfontosabb téhyeirvmérséklet. Az élesék altalaban O
és 45°C kozott tudnak szaporodni, az egyes fajok szapgmiotbmérséklet tartomanya azonban
szikebb és ritkan terjed ki 3W-nal tobbre.

Az optimalis éles#t szaporodashoz — kulondseKlayveromycesemzetség esetében — enyhén
savas kozeg szukséges (pH 4-5). Bernstein és (h817) felismerték, hogy a pH 4.5 koéruli értéken
tartasa kikiiszobdli azomehetséges kontaminacié veszélyét, amelyet a pH féétt szaporodd
baktériumok jelentenek.

Laboratériumi kérilmények kdzoétt a fermentaciosdsarerek oxigén ellatasat ugy oldjak meg,
hogy a reaktortérben elhelyezett letelpszton keresztil komprimalt levigguvatnak at a fermentlén
(SEVELLA, 2001), és a tapoldatot folyamatosan kiwekas levegztetési, keverési eljarasok is
léteznek, mint pl. razott lombik, hurokreaktor, -lfit, jet-reaktor, stb. Az élesi&k oxigénigénye
megkozelibleg 5 mmol Q/I/min oldott oxigén (LICHTFIELD, 1989).

Az aerob folyamatok soran a levegetés mellett a keverés fordulatszamat is figyekerkell
venni, hiszen a fermentor tipusétél fdgg a fordulatszam tulzott névelése a tapoldat dldeigén
szintjét csokkentheti, tehat a kivant folyamatokk#déntétes hatdst érink el. A keverés funkcioja
tobbcéla. Biztositja az energia bevitelt a folyaukgkeldiszpergalja a levézrtet) gazt, elvalasztja a gaz
és folyadék fazist, elkeveri a fermentlé oldott iemm oldott komponenseit. E funkciok miatt a

folyadékot allandéan mozgasban kell tartani.
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2.4. A mikrobak szaporodasa fermentorokban

Az ipari fermentacidk szakaszos, rataplalasogdydléolyamatos reaktorokban jatszodhatnak le.
A szakaszos reaktorba a fermentacio kezdetén mikderponenst behelyeznek, kivéve a légfiem
anyagokat (pl. oxigén), a pH szabalyozé anyagoligtve a habzasgatlo szereket. A folyamat
elinditasdhoz a reaktorban éetaptalajt beoltjak. A folyamat soran nincs betdavagy elvétel. Egy
ilyen zart rendszerben kulonkbszaporodasi fazisokat lehet megfigyelni, melyeksza, egyaltalan
jelenléte az adott mikroorganizmustdl és a kornieenyedktdl is flgg.

A szaporodasi fazis éisszakasza az un. lag-fazis, ahol a sejtkoncentraéig gyakorlatilag
konstans. A lag-fazist szamos tényekozhatja. Amikor példaul a sejtek friss tapkozedlerilnek,
elészor adaptélodniuk kell, és majd csak ezutdn kezdéporodasra felhasznalni a tapanyagokat.
Mésik magyarazat lehet a lag-fazisra, hogy a kegjitt inokulum részben holt, vagy inaktiv sejteket
tartalmaz. Ha a tapoldat t6bb szénforrast is tadal és az egyik kimerilése utan a koveikegak
indukcio révén hasznosul, akkor két vagy tobb Eqgs kbvetkezik egymas utan (pl. glikéz, laktdz).
Ezt diauxids szaporodasnak nevezzik (KEVEI és mif199). A mikroorganizmusok altalaban
egyszerre csak egy szénforrdst hasznositanak éspanencialis fazis akkor alakul ki, mikor a
mikroorganizmus elkezdi az Uj C-forrast hasznositakkorra az el&dleges anyagcsere-termékek - pl.
az etanol - mar létrejottek. Mikor egy szubsztrair korlatozni kezdi a szaporodasi ratat, akkorwlak
ki a lassuld szaporodasi fazis. Ez a fazis egéazmulla értékig cstkken, amikor is elindul a staeio
fazis. A stacioner fazisban az 0sszsejtszam gyaiilad véaltozatlan marad, ennek ellenére fontos
fazisnak szamit, mert a masodlagos anyagcserekekmékkor keletkeznek. Az utolsé fazis a
pusztulasi fazis. Ekkor a sejtek lizalni kezdereekzaporodasi rata folyamatosan csokken.

A rataplaladsos folyamatokban semmit nem tavolitagiakfolyamat soran, de egy szubsztratot -
ami altaldban szénforras - fokozatosan juttatnagaktorba €s igy szabalyozzak a rendszert.

Folyamatos reaktorban mind betaplaladst, mind ebésteegyardnt alkalmaznak, mikdzben a
reakcio térfogatat allandé értéken tartjak. Ez akagzos reaktorokhoz képest dité&zaporodasi

gorbéket eredményez.

2.4.1. O;tartalom meghatarozas

Szakaszos fermentacié soran az oldott oxigén d4 érggkeit online elektrédakkal mérik. Az
oxigén elektrodak rikodése a Clark-elven alapszik, melynek |ényege,yhag oldott oxigén

redukalddik, ami aramlast idézéeha cellaban. Az aramlas aranyos a tapkdzegberhaddaloxigén
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parcialis nyomasaval, ezaltal az oxigéntartalom ma&yozhato. Az elektroda tartalmaz egy platina
katodot és egy ezilst referencia anddot. Légnemyagok szamara atjarhatd membran védi az
elektrédat a kbzeggel valé kozvetlen érintkedésimin az Q viszont at tud jutni.

A szemipermeabilis membranon és az elektrodat weéwtil vékony elektrolit rétegen

atdiffundalé oxigénmolekulak a platina katédon adttiez egyenlet szerint redukalodnak:
05 + H,O + de- E— 40H-

Ezzel egyiddjleg az ezist andd oxidalodik, ami aramlast hozléinnek az ésségét egy
polarograf rogziti. Az aramlas ardnyos a t4pkozegle®s oxigén parcidlis nyomésaval bar a
meghatarozasnal figyelembe kell venni, hogy a samehémérséklet-, nyomas- és tapkdzeg féigg
éppen ezért a kalibraciot a fermentacios folyaniatilknényeivel megegyézfeltételek alatt kell

végrehajtani.

2.4.2. pH meghatarozas

A pH meghatarozasa KCI géllel toltott Uvegelektndadatortént. Az elektroda nem igényel
kulon toltést. Hasznalat @t desztillalt vizzel kell le6bliteni, majd az eteddot a mérentl mintaba

kell helyezni és az értéket leolvasni.
2.5. A biomassza termeléshez kivalasztott éleggfomba fajok jellemzése

2.5.1. Keményithasznosito élesé#gombak

A kemeényi6hasznositdé mikroorganizmusok kozos jelléjez az amildz enzim, mely a
keményib bontasaért felés. Szamos mikrobaglieg az élesdgombak, terméli ennek az enzimnek.
Tobb mint 150 élesagomba faj képes a keményidegradacidjara (MC CANN & BARNETT, 1986).
Eblsl a csoportbdl keriiltek ki az altalunk is alkalmtzéleszégombak, aS. fibuligera a Deb.

occidentalisés aLipomyces kononenkoe.

Saccharomycopsis fibuligera

A Saccharomycopsis fibuliger@sisorban kemeényit hasznositasi képessége miatt jeisrd
biotechnolégiaban. Olcs6 szénhidratforrasokon, mpine burgonyakeményiit jol fermentalhato és a

fermentacié soran etanolt termel. JO tulajdons&aikoszonhéen mas terlleteken pl. SCP
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gyartasban is alkalmazzak (LEMMEL et al., 1980).bidmassza éhllitas szempontjabol @yos
tulajdonsagai mellett fonalas jellege (5. abraphiiassa teheti a hordoz6hoz tbéédgzitésre.

5. abra S. fibuligeraCCY 42-3-1 (A.) gluikézon és (B.) keméniyit

Debaryomyces occidentalis var. occidentalis

A Debaryomyces kfrabban Schwanniomyces) occidentali€s. &bra) keményibbonto
éleszbgomba. Sarjadzo élegzimelynek gyors szaporodasa és kdanfermentalhatosagadelyos ipari
szempontbdl (BOZE et al., 1989).

6. &bra Deb. occidentalis Y758imbddz6 planktonikus sejtjei

Lipomyces kononenkoe

A Lipomyces kononenkd@ményit bontd élesfigomba jellegzetessége, hogy szikség esetén
képes egy vagy tobb extracellularis keméshyontd enzim élallitasara. AL. kononenkodajon beldl
két olyan torzset (CBS5608 és IGC4051) irtak le]Jypie a keményit teljes hidrolizisére képes
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keményibbont6 enzimrendszert allitanakéelSPENCER & VAN, 1979), erjesztésre azonban nem
képes (KURTZMAN, 2000).

2.5.2. Laktdéz hasznosito élegigombak

A lakt6z hasznositd mikroorganizmusok kozos jellémza p—galaktozidaz enzim, mely a
laktoz bontasaeért felés. A penészgombak kozul ide sorolhatolapergillus nigerés azAspergillus
oryzae valamint szamos élesgomba (GEKAS & LEIVA, 1985). Utobbi csoportbdl érdes

megemliteni &luyveromyces lactisaKluyveromyces marxianués aDekkera anomald.

Kluyveromyces lactis

K. lactis (7. abra) genetikai tanulmanyozdsanak kezdetiskpgan der Walt nevéhez
fuzédnek. Az 1960-as években mar tobb tanulmanybarzesepelt, melyek efglleges célja $—
galaktozidaz szabalyozasanak megismerése volt. rikdd az élesdgomba neveSaccharomyces
lactis volt (WALT, 1984). Korabban K. lactigd aK. marxianushoz kdzelallonak vélték, de a Kdbi
taxondmiai vizsgélatok megallapitottdk, hogy kéibktoz fajrél van sz6 (WOLF, 1996); manapsag a
kulonallo fajként jegyzikoket (KURTZMAN, 2000). A Kluyveromyces lactisa Saccharomyces
cerevisiaeversenytarsa. Viszontla. lactis szénforrasok széles valasztéekat képes asszimdalaiS.
cerevisiaehez képest sokkal tobb szubsztratumon tud novek&higoruan anaerob koriimények
kozott a legtobbK.lactis torzs képtelen ndvekedni, bar anaerob korUlmeérk@ott glikdzon és
fruktézon megfigyelt névekedédrmar olvashaté az irodalomban (ENTIAN & BARNETTO&3), és
az is bizonyitott, hogy a légzési rendszer génjgmnérzékenyek a glukoz represszidra. llyen
kortlmeények kdzott &. lactis glikozt fermentalva etanolt allitte{FUKUHARA és mtsi., 2000).
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7. abra Kluyveromyces lactislU
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Kluyveromyces marxianus

Err6l a fajrol (8. abra) dleg az utdbbi idben jelentek meg olyan publikaciok, melyekben
inkdbb a lakt6zhasznositasan van a hangsuly, nfintaddgiai jellemzésén (GUSTAVO et al., 2008).
Ennek az lehet az oka, hogy ugyanazon faj torzseiiil is lehetnek nagy eltérések, ezért igen nehéz
altalanos kovetkeztetéseket levonni. Viszont a etmdésre allo irodalmakbol levonhaté, hogy a
K.marxianusegyik térzse, az IMB3, 45°C-on is képes volt mégée mennyiség etanolt termelni
(BARRON et al., 1995). Olivia és mtsi. (2005) 426€-végzett SSF folyamatnal mutattak ki magas

etanol hozamot.

8. abra Kluyveromyces marxianiéB

Dekkera anomala

A Dekkera fajok jellemz, kulonleges tulajdonsdga, hogy alkoholos erjefiktéaerob
korilmények kozt fokozodik és nagy mennyiségetsavat képeznek (Custers effektus). Tenyékzetei
emiatt gyorsan elpusztulnak, fenntartasukhoz atdaa@€Q-tal kell lekétni. AD. anomalaa glikézt
anaerob korulmények kdzott erjeszti, és nagyoratasgaporodik minden taptalajban. Képes a laktéz

és a szukcinat asszimilaciodjara is (DEAK, 1998).

2.6. A nehézfémek jellemzése kdrnyezeti toxikoldgiazempontbdl

A nehézfémek a foldkéreg természetes alkotéeleMennyiségik a Fold teljes tomegéhez
viszonyitva elenyésen kicsi (RANKAMA és SAHAMA, 1968; NYILASI, 1980)Elsfordulnak a
talajpan, vizekben és a légkdrben egyarant. A#légyek szervezetébe taplalékfogyasztas,
vizfogyasztas, valamint Iégzés atjan keriilnek PP és KUMMEL, 1992).

A nehézfémek definidlasara tobb kisérlet is tortétibek kdzott &riségik, rendszamuk vagy

relativ atomtomeguk, néha kémiai tulajdonsdgukividetoxikussaguk alapjan. A két leggyakoribb
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elnevezés mindenesetre diriseg, illetve a toxikussaguk alapjan torténtiriSég szerint
nehézfémeknek szokas nevezni a 4,5 Gficéh, mas forrasok szerint 5 g/&mél nagyobb & tisédi
fémeket és otvozeteiket (JOHN, 2002). A periédusosiszerben a kdnfiyféemek utan kdvetkeznek, a
legnagyobb csoportot alkotva. Ide soroljuk tobbékdit a cinket, higanyt, kadmiumot, nikkelt, rezet,
6lmot, volframot, ill. a szinesfémeket és a ritkédfémeket is (NEUMULLER, 1983). Napjainkban a
nehézfém kifejezés kdznapi szohasznalatban 6sszaiagdott a toxikus elem fogalméaval (SIMON et
al.,1998). A toxikus elemek olyan fémek vagy félfémakelyek bioldégiai hatasa bizonyos
koncentraciétartomanyban, illetve a fol6tt negativ.

Az él6 szervezetek zavartalanikbdéséhez kis mennyiségben sziikség van nehézfénsaice
elem esetében meghatarozhatjuk azt a legkiseblekticiot, amely alatt mar hiany lép fel, ill. @zt
legmagasabb koncentraciot, amely folott az elem megativ hatassal bir azkEnyek életnikddéseét
illetéen (KAIM és SCHWEDERSKI, 1994). Egyes nehézfémekiraalkotok, ill. enzimreakciok
katalizatorai (NYILASI, 1980). Hianyuk esetében gtfsinkciokban zavarok lépnek fel (KADAR,
1995).

A nehézfémek karos hatasai is kozismertek. Aealek nem ismerik fel a nehézfémeket, igy
azok felhalmozdédhatnak a taplaléklancban, eljutilataz emberi szervezetbe, veszélyeztetve annak
egészsegi allapotat. A nehézfémek komplexeket kégpeek a szerves molekulakkal, ezért nagy
aktivitassal vesznek részt az elektron atviteliadgagcsere folyamatokban (FORSNTER, 2002). A
szervezet sem kémiai, sem biologiai Uuton nem képesehézfémeket semlegesiteni, elbontani.
Biorezisztensek. Csak a kivalasztassal, kiurtléss®loznak lassan-lassan a szerveiletb
(BORGWARDT, 1994).

PAPP és KUMMEL (1992) a nehézfémeket élettani hétaszerint a kovetkéz fobb

csoportokba soroltak: mérdgeanyagok (zavarjak vagy megakadalyozzak az anyegfskyamatokat

az enzimek blokkolasa vagy a biolégiai membranolgtdmeadasa révén), teratogén anyagok (az

embriondlis fejpdést karositjadk, az utddoknal sziletési rendelkdgesk Iépnek fel), mutagén anyagok

(az orokbdeési informaciokat irreverzibilisen megvaltoztajjakdkkelth anyagok(a genetikus rendszer

megvaltoztatasa kdvetkeztében rakos megbetegebtisedk fel). Tovabbi kockazatot jelent az emberi
szervezetre az, hogy a nehézfémek nem csak a kitingm, hanem a szervezetben is képesek
akkumulalédni. Ugyanakkor a nehézfémek értékeselkyysvisszanyerésiik és Ujbdli felhasznalasuk az
emberiség érdekében all, mind kérnyezetvédelmidngazdasagi szempontbol. Ezért a kdrnyezetben
kulonbod maodon kikertb nehézfémek eltavolitasa feltétlentl szikséges,ésgly visszanyerésikhoz

és Ujrahasznositasukhoz, masrészt a toxicitasutk, rami jelends karokat jelent a kbrnyezetre nézve.
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2.7. A talajok szennyesdése nehéezfémekkel

A nehézfémek és vegylileteik a kdrnyezeti toxikusasek szempontjdbdl vildgszerte a
figyelem kozéppontjdban &llnak (VALKO és mtsi.,, 8D0Ennek oka, hogy a fejlett ipari és
mezgazdasagi technologiak, a novékurbanizacié nem nélkulozhetik a kulonbBozegyi anyagok
felhasznalasat. Sajnos ennek nem csak @zyeit, hanem az egyre fokozottabban jelenikeagativ
hatasait is tapasztalhatjuk (AKSU, 2005).

A talajok nehézfém tartalma két forrasbol ered. rEggt természetes nehézfém tartalmukbal,
masrészt az emberi tevékenység eredményeként hk&ivetalajszennyezésh A nehézfémek
atlagos koncentracioja a talajban lényegesen kjseddit a foldkopenyt alkoté nemfémes elemeke,
atmeneti fémeké, vagy akar az alkali fémeké, edssid pedig egyenetlen (NYILASI, 1980). A
természetes allapotl, nem szennyezett talajokbaxikus fémek dorit hanyada altalaban a talajképz
kézetekldl szarmazik, azaz ,geokémiai szennyaayagok” (CSATHO, 1994). A meégazdasagi
termelés soran ftftragyak (elésorban foszfatok), talajjavito anyagok (mész), pesiek
felhasznalasaval, szerves tragyak, hig tragyak,nnszéziszapok kihelyezésével, szennyezett
ontozvizzel kerulhetnek nehézfémek a tétadajokba (ADRIANO, 1986). Az ipari eredet
szennyviziszapok toxikus nehézfémtartalma viszapyteagas és az iszapban kelatok és komplexek
formajaban vannak jelen, melyek mikrobiolégiai d@tacioja lassu. llyen iszapokkal végzett
tragyazas jelefisen noveli a ndvényi nehézfémtartalmat és a novkaspsodas is & ami azzal
magyarazhatd, hogy az iszapban jeledldomplexképék segitségével ih a fémek oldhatésaga
(BARTH et al., 1968).

2.7.1. A talajok nehézfém terhelésének jogi szabalyozas&ardpai Unidban és hazankban

V4

mértéki megemelkedése szikségsx€r tette, hogy megallapitasra keriiljon a nehézféndeskmas
talajszennye vegylletek azon koncentracidja, amelyek mai tudliésszerint nem idézik &laz
elészervezetek karosodasat

Az EU-ban 2000. XIl. 22-én hatalyba Iépett az E@pwalitikardl szolé un. Viz Keretiranyelv
(http://www.euvki.hu/), majd mindehhez kapcsoloddezankban a felszin alatti vizek és a foldtani
kozeg midségi védelmél 2004. aug. 06-ig a 33/2000. (lll. 17.) Korm. retet, jelenleg pedig
219/2004. (VII. 21.) Korm. rendeletédtasai az iranyaddk, amelyek az alabbi hatarértékakinak
megfogalmazast (http://net.jogtar.hu/jr/gen/hjegc.dgi?docid=A0400219.KOR):
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1. (A) hattér-koncentracio: reprezentativ értékyesganyagoknak a természetes vagy ahhoz
kozeli allapotban altalabansébrdulé koncentracioja a felszin alatti vizbergtile a talajban;

2. (Ab) bizonyitott hattér-koncentracié: meghatétbzanyagnak adott térségre jellgimz

vizsgalatokkal megallapitott tényleges koncentijacisfelszin alatti vizben, a foldtani kozegben;

3. (B) szennyezettséqi hatarérték: jogszabalybaint,eblyan szennyémnyag-koncentraciéo a

felszin alatti vizben, a féldtani kbzegben, amekybekdvetkeztekor a foéldtani kozeg, a felszin alatt
viz szennyezettnek misll. Kidolgozasakor figyelembe vették a talajok tfwhkcionalis voltat, és a
felszin alatti vizek szennyezéssel szembeni érzéiégyét;

4. (D) karmentesitési célallapot hatarérték: hafdosatarozatban &irt koncentracié, amit a

karmentesités eredményeként kell elérni;

5. (E) eqgyedi szennyezettségi hatarérték: hatdsagirozatban megallapitott szennyezettségi

hatérérték azokon a terlleteken, ahol az (Ab) bitoti hattér-koncentraci6 meghaladja a (B)
szennyezettségi hatarértéket. Az (E) egyedi szemtigegi hatarérték nem lehet szigorubb a (B)
szennyezettségi hatarértéknél és nem lehet enyhgblvizsgalattal megallapitott tényleges
szennyezettségi koncentracional, illetve a (D) lartesitési célallapot hatarértéknél.

Hazankban a felszin alatti vizek ragegének védelmér szolé 219/2004. (VII. 21.) Korm.
rendelet (http://www.kvvm.hu/cimg/documents/219 200031.pdf) végrehajtadsat segiti a felszin alatti
viz és a foldtani kbzeg miségi védelmeéhez szikséges hatarértékedzolo 10/2000. (VI. 2.) KOM-
EUM-FVM-KHVM egyuttes miniszteri rendelet (, amegkn kdrnyezetvédelmi hatarértékdira 1.
tablazat ad t4jékoztatast (http://www.geo-log.higags/docs/6_2009 kvvm.pdf).

1. tAblazatHatalyos kdrnyezetvedelmi- €s szennyviz elhelydmtgarértékek Magyarorszagon

Nehéz-fémek Kornyezetvédelmi hatarértékek
219/2004. Korm. rend. 2007.aug.07t) Szennyviziszap elhelyezési hatarértékek
10/2000.KOM-EUM-FVM-KHVM egylittes r.
A B (2001. jul. 1-86l) Adszorpcios kapac_ités
(hattér) (szennyezettségi) mge€/1009 tala)
5-15 15-25 25-35
As 10 15 15 7 10 15
Cd 0,5 1 1 1 2 3
Co 15 30 30 50 50 50
Cr 30 75 75 75 100 100
Cu 30 75 75 74 100 100
Hg 0,15 0,5 0,5 1 1 1
Ni 25 40 40 50 50 50
Pb 25 100 100 100 100 100
Zn 100 200 200 200 250 300
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2.7.2. A nehézfémek természetegferdulasa a talajokban, tulajdonsagaik és hatasuk

A nehézfémek természetes Osszétént is jelen vannak a talajokban. A talaj elemétsel
vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy a periodusos szed valamennyi eleme megtaldlhatd benne. A
leggyakrabban éfordulé és toxikussaguk miatt vizsgalt nehézfémeibeetkedk: Ag, As, Cd, Co,

Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn) ionos illetve masrakban fordulnak éla talajban (SIMON, 1998).

Az ipari szennyvizek etsorban a kbdvetkéznehézfémeket tartalmazzak: Pb, Cr, Cd, Ni, Zn,
As, Hg, Cu és Ag (SHAREEF, 2009). A szennyvizekér@mekdl tortérs tisztitasa alapvétfeladat,
mivel egyrészt a természetes vizekbe kerillve azzZiknémara jelent veszélyt, masrészt pedig a
csatornarendszerbe kertilve negativ hatast gyakdrmlogiai szennyviztisztitAsra (MOHAMED et al.,
2008). Altalaban, a szennyvizekben kis koncenttzmio ebforduld nehézfémek nincsenek kéaros
hatassal a mikroorganizmusok élékndésére, &, azok szikséges mikrotapanyagok is egyben
(MULLEN et al., 1989; LIEHR et al., 1994). A nehériek magas koncentracidban toxikusak &z él
szervezetekre (BATTISTONI et al., 1993; CODINA dt, a994). A mikroorganizmusok joval
erzékenyebbek a nehézfém szennyezésre, mint aznalgyan a talajban d@brduld novények és
allatok (GILLER et al., 1998). Altalanossagban ehuloatd, hogy a gombék jobbairik a nehézfém
szennyeé&dést, mint a baktériumok, és az aktinomicétak (HAREX al., 1992).

A tovabbiakban csak azokat a nehézfémeket (Cd, GQTr, Ag, Pb, Ni, Zn) targyalom

részletesebben, amelyekkel kutatd munkam soramgialkoztam.

Kadmium (Cd)

A kadmium a legveszélyesebb nehézfém szeriky&dzé sorolhatd. A litoszféraban atlagos
mennyisége 0,2 mg/kg. A szennyezetlen talajok kadmiartalma 0,06-11 mg/kg kozott valtozik,
atlagosan 0,53 mg/kg. Ennél magasabb kadmium dartahar emberi tevékenység kovetkeztében
fellepd szennye&désnek tulajdonithatd pl. banyaszati tevékenységpbaszati melléktermék is lehet
(GYORI, 1997; SIMON, 1998).

Az iparban kénnyen olvadé 6tvozetelodlitasara valamint vastargyak korr6zié védelmére
hasznaljak. Elelmiszeripari alkalmazasat nagyméeskkorlatozza, hogy savakkal érintkezve oldhato
kadmium sok keletkeznek, amelyelkbsen toxikusak. Felhasznaljak tovabba az akkumulagomi-,
és festékgyartasban, valamintianyagok stabilizalasara (ADRIANO, 1986).

A kadmium, mint toxikus elem felhalmozodik a vesglés a csontképzési folyamat enzimeit
gatolja. Csontritkulast és nyalkahartya — karosbdksz. Az emberi szervezéibcsak tiz év alatt Ural

ki. A kutatasok szerint a kadmium a fehérjékkelbsig komplexet képezve gatolja azok hatasat.

23



IRODALMI ATTEKINTES

Japanban valt ismerté az altala okozott betegseglt@i koér), amikor a lakossag szennyezett

banyavizzel 6ntdzott rizst fogyasztott (KADAR, 1991

Krém (Cr)

A krémmennyisége a litoszféraban atlagosan 200 mg/kg fetézini talajokban 5-1000 mg/kg
tartomanyban valtozik. A kromvegyuleteket napjamkbioként ferrokrom termékek (vas-krom
Otvozetek), korrozio- és savallo specialis otvozeés rozsdamentes kromacél gyartasahoz, rez

megmunkalashoz alkalmazzak (http://www.kockazatdaryaqg/kreC3%B3m).

lonja a természetben kétféle oxidaciés allapotbamiul eb leggyakrabban: Gf és CP*
formajaban, melyek atalakulhatnak egyméasba aredimjxi viszonyaitdl fligéen. A CF* joval kevéshé
toxikus és a ndvények szdmara nehezebben feliyahitt a CF*, mely esen karcinogén és mutagén.
Hatasa dleg azért veszélyes, mert vizben jol oldddik, ké@dgn atjut a sejtmembranon ésser
oxidalészer. A Brre kerllve kelést okoz, belélegezve difikot okozhat, és majkarosité hatdsa van
(PAIS, 1998).

Réz (Cu)

A litoszféra réztartalma atlagosan 50 mg/kg. Ajt@ra0,01-2,8 mg/dm? rezet tartalmazhat, mig
a mesgazdasagi talajokban 1-50 mg/kg talalhatésebl elemil (GYORI, 1997).

A réz volt az el§ és tbbb évezreden keresztll gyakorlatilag az egydém, amelyet nagy
mennyiségben hasznalt az ember. Rézzel szennyezhetkbrnyezetet a galvanizald lzemek
szennyvizei, a mégazdasagban hasznalt réztartalmu pernispezek, a fa impregnalasara vagy
festésére hasznalt réztartalmi készitmények, @izéezetékek és a réadedények is (PAL, 1993).

Mivel vizben ol oldddik, igy gyakran torténnek mérések. Az EPA (Environmental
Protection Agency) 1,3 mg/l-ben hatarozta meg azigben a megengedett rézkoncentraciot. Tul sok

réz hasmenést és emeésztesi problémakat okozhat, @sajesekarosito hatasa van.

Ezust (AQ)

Az ezlst megengedett mennyisége orszagonként waftbaMagyarorszag talajaiban 0,3 gft;
szennyezettségi hatarértéke 2 g/t. Szantofoldomnoagiani kivant szennyvizben Magyarorszagon
megengedhéthatarérteke 100 pg/l (K6M, 2000).

A legfontosabb felhasznalési terlletei a nemesférkéké valé besorolasabdl erednek.
Ekszerek, étkészletek, egészségiigyiismerek, kémiai felszerelések késziilnek éleel Nagy

mennyisé§ ezustot hasznalt a filmes fényképészet, de adflgitechnoldgiak foloslegesseé teszik. A
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torténelem soran az ezistot szamos kulturaban aléélztkonzervalo szernek és gyogyszernek. Az els
vilaghaborua idején ezistvegyulleteket hasznaltalédések megékésére. Az ezist-kolloid, az ezust
egyetlen formajat, melyet biztonsagosan alkalmagtdiek, égések kezeléséredrések megékése
céljabol. Széles kdrhasznélata az antibiotikumok felfedezésével kinaetivatbdl (JOHN, 2009).

A legtobb éblenylsl, igy az emberi szervezéibis kimutattak, de biolégiai szerepe nem
ismert. Bar tuladagolva karos hatasu, elemi alkapart nem mérgéZFUNG and BOWEN, 1996).

Olom (Pb)

Az 6lom PB" ionok formajaban fordul &la vizben, illetve a talajpban. Atlagos mennyisége a
foldkéregben 12,5 mg/kg, a nt@mzdasagi talajokban 29 mg/kg, bar széles intenvdian ingadozhat
(2-2000 mg/kg) (K6M, 2000).

El6nyos tulajdonsagai miatbszerek gyartasanal hasznaljak, illetve az autokiakiatoraiban
is széleskdren ebfordul. Radioaktiv sugarzastdl ug&dmellényeket, ruhakat szintén 6élombdl
gyartanak, régebben 6lombdl készitettek vizvezetilat, 6nnal keverve éntargyakat és forrasztoont
(lagyforrasz) (75%-a 0On, 25%-a 6lom) készitenelblbelAz 6lomszennyezés forrasai altalaban az
oOlomtartalmu Gzemanyagok elégetése, a féemkohok l@wféldolgozo lGzemek, a szénégetés, az
6lomtartalmu hulladékok, az Pb-akkumulatorok ésnele szennyviziszapok valamint a Pb-tartalmu
peszticidek lehetnek. Az utdbbi években az délomesertiajtbanyagok elterjedése oOta, a kozuti
forgalombdl ered emisszi6 lényegesen csokkent (PIEE mtsi., 1999).

Az élsvizekben toxikus hatasl. Szédggesen oxidald koriilmények kozott oldhatatlafl’ Pb
oxidda, vagy vegyes oxidokka alakulhat. A rézhezoh#ban a talajban felhalmozédhat, mivel nincs
olyan kémiai folyamat, amely véglegesen eltavottjalaj-talajviz rendszetb

Az O6lom human- és allategészségigyi szempontli@ear toxikus elem. A taplalékkal és a
belélegzett leveaiyel jut az ember szervezetébe. d&lsrban a majban, a csontokban és a fogakban

halmozédik fel.

Nikkel (Ni)

A nikkel viszonylag ritka elem, a foldkéreg 0,08%#0teszi ki. A nem szennyezett talajok
altalaban 5-50 mg/kg nikkelt tartalmaznak. Fématt@s és Ni-feldolgozo lGzemek kdrnyezetében
azonban a feltalaj szennyezettsége 1000-5000 négi&Ret is elérhet (FILEP és mtsi., 1999).

A nikkelt az acélipar, a galvanipar és az elektrenpar hasznositja. Ezelba forrasokbdl

foként az ipari szennyvizekbe; a kommunalis szenimgzépokbol és komposztokbdl pedig kdzvetlendl
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a talajra/talajba keril. Adolaj és a nikkeltartalma Gzemanyagok elégetéségéjeds Ni-karbonil jut
a leve@gbe. Az 1950-es évek ota megnovekedett nikkel-endisdgszefligg az olaj nagymértéiés
fokoz0do) felhasznalaséaval.

Néhany allatfaj szdmara esszencialis nyomelem. phaligkokkal felvett nikkel karos hatdséat
embereknél nem tapasztaltak, a nikkelporok (Ni-pxgrulfid, -karbonat por) és a Ni-karbonillal

szennyezett levégartos belélegzése viszont tlkdrosodast okoz (FILEP és mtsi., 1999).

Cink (Zn)

A cink atlagos mennyisége a litoszféraban 80 mg/Rg.vilag szennyezetlen talajainak
cinktartalma 10-300 mg/kg, atlagos mennyisége 5&gngA hazai szennyezetlen talajok talnyomo
tobbségének cinktartalma <25-100 mg/kg, a haz&ététék 100 mg/kg (ALLOWAY, 1990, KADAR,
1998, SIMON, 1999). A cink a talajokban altalabaif'Zon forméajaban fordul é| de méas ionos és
szerves vegyduletei is ismertek. Leginkabb aluminiémvas-oxidokhoz, illetve az agyagasvanyokhoz
kotott, a novenyek ebsorban a viz oldhatd és konnyen kicserélh&rmait tudjak felvenni
(ALLOWAY, 1990; SZABO et al. 1987).

A talajok cinkmérlegeaz iparilag fejlett orszagokban altalaban pozitiiokozatosan névekyv
cinktbbbletet a banyaszat, kohaszat, fosszilis |bé@rgyagok elégetése (légkéri Ulepedés), és a
mezdgazdasagi tevékenység okozza. Cink juthat a dedajokba foszfatiitragyakbdl,
komposztokbdl, szennyviziszapokbél és egyes pésekias! (ALLOWAY, 1990; GYORI, 1984).

A cink vegytleteinek mérgézhatasa valtozé. A cinkoxidégok légdszervi panaszokat, a
vizben old6dé és nagymennyiségben a szervezetlid kank sok hanyast, hasmenést okozhatnak
(PAIS, 1999).

2.8. A mikroorganizmusok nehézfém megkdt képessége

Az utébbi idbben egyre kiterjedtebb kutatasok folynak az iranybagy az algakat,
baktériumokat, a gombakat illetve a magasabbireddényeket alkalmazzanak a talajok, szennyvizek
megtisztitdsara nehézfémelkt

A nehézfémek eltavolitasa a kornyezetielenleg altalaban fizika-kémiai eljarasokon aikip
technikakkal torténik, mint példaul precipitacidvakoagulacioval, redukcioval, adszorpcidval,
ioncserés eljarassal és kulonbomembrantechnikdkkal. Ezen technikdk egy része kmmona
kornyezeti szennyezéseknél leggyakoribb 1-100 ew/Fémkoncentracio tartoméanyban nem elég
hatékony és/vagy tul draga (ECCLES, 1999). A lebgob bevalt moédszer az aktivalt szénnel valo
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adszorpcio, bar ez is megletstn koltséges. Ezért napjainkban egyre nagyobblfitgt szentelnek az
olcso, kornyezetkimél alternativak kutatasa irant. igy merilt fel a rolkélis biomassza

bioszorbensként tortérhasznalata, mint gazdasagos és okobaratietmpt

2.8.1. A bioszorpcié mechanizmusa

A nehéz fémionokat mind azéelmind a holt biomassza képes megkdtni (SAG e1989;
2000). A mikroorganizmusok nehézfém felvétele faggirnyezetil, igy hatassal van ra tébbek kozott
a pH, a bmeérseklet és egyéb ionok jelenléte (POOLE et 889).9A fémfelvételt természetesen nem
csak a mikroorganizmus fajtaja, hanem a szaporddasimények is befolyasoljdk. E kortlmények
meghatarozzak a sejtosszetételt, és igy a fémmegjikdiepességet is (DOSTALEK et al., 2004). Az
elsssorban szénhidratokbal, fehérjékigs lipidekldl allo sejtfalban szamos funkcids csoport talalhato
amelyek a fémionok megkoteséeért fétak. llyen csoportok a karboxil-, hidroxil-, szul&oszfat, és
aminocsoportok. A mikroorganizmusok nehézfém fal@ttorténhet: szorpcio és/vagy komplex
képadés utjan,passziv modon, vagy pedig az anyagcéeféiggéen, azaz bioakkumulacié révén,
aktiv médon. Annak alapjan, hogy hol megy végbeémfélvétel, beszélhetiink sejtfalon kivuli
(extracellularis) akkumulaciordl, sejtfalon toréefémmegkotésit és intracellularis akkumulaciordl
(VEGLIO & BEOLCHINI, 1997). A mikrobadk nehézfém f{adtelében fontos szerepe van az
ioncserének is, amely a nehézfém és a sejtfalb@hasd Ca'-, Mg?*- és K* ionok kozott zajlik le. Ez
az ioncsere megfigyelhiea penészeknél (KAPOOR & VIRARAGHAVAN, 1997), a bé@kumoknal
(LOPEZ et al., 2000) és az élgdatél is (SINGLETON & SIMMONS, 1996).

2.8.1.1.A sejt metabolizmusa révén tortéfiemmegkotes

Passziv fémmegkotésre mind a#, éhind pedig az inaktivalt biomassza képes, migltiv
akkumulacié inkabb az &lsejteknél fordul & (BISHNOI & GARIMA, 2005). A passziv folyamat
megneheziti az élsejtekkel tortéé fémrogzitést, mert az igy bejutott fémek gyak@dikiusak a sejtre
nézve, €s egy bizonyos koncentracié folétt tonlksmkea rendszert. Ugyanakkoroelos lehet, ha a
bejutott fémion olyan atalakuldson megy at, amedyseran a toxikusbodl kevésbé toxikus, vagy
atoxikus forméva alakul (SHUMATE & STRANDBERG, 1985Ez az utébbi folyamat miatt
mindenképp érdemes megvizsgalni dzsajtekkel tortéé fémmegkotest.

A passziv bioszorpcio két, vagy harom legésiti (SINGLETON és SIMMONS, 1996; ENGL
es KUNZ, 1995). Az els lépés a sejtfalon talalhatdo negativ tditéinkciés csoportok altali

féemmegkotés (pl. extracellularis poliszacharidok gwafehérjek révén), majd a fémionok
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megkozelibleg 3-5 perces sejtfalon keresztili aramlasa. Aatiadépés a sejtmembranon keresztil a
sejt belsejébe torténtranszport. Ezen Iépések soran szamos fizikaiéésidt folyamat jatszodik le,
példaul a fizikai és kémiai adszorpcio, az ioncsareoordinacio, a komplex-, €s kelatképzés, vatami
a mikroprecipitacié (GADD et al., 1988). A harmadépés a citoplazmaban tortémkkumulacid
(PARK et al., 2003).

2.8.1.2.A fémek sejtek altali akkumulacioja a bioszorpciéran

a) Seijtfalon kivili (extracellularis) akkumulacié

Szamos prokariéta (baktériumok, Archaea) és euteafeiga, gomba) mikroorganizmus képes
az un. extracellularis poliszacharidok (EPS) kisatasara. llyenek pl. az egyskeyoliszacharidok,
glikoproteinek, lipopoliszacharidok, stb. Az EPS-ghenths mennyiségben rendelkeznek anion
funkciés csoporttal, melyek megkdtik a fémionokatlegtobb irodalom a baktériumok (@acillus
megateriumAcinetobacterstb.) EPS-einek féemkotésével foglalkozik (LIUagt 2001), ugyanakkor a
gombékéval kapcsolatban kevés tanulmany szildgteENIMING & WINGENDER, 2001). SHU és
mtsi. (1999) Aureobasidium pullulanslimorf gomba EPS-einek hatasat vizsgaltak &" Rbnok
eltavolitasaban. Eredményeik azt mutattak, hogykrs@oa sejteknél, ahol ezek az anyagok jelen
voltak, az oldatban 1évPIF* ionokat 90%-at kototték meg, melyek a sejtek &k akkumulalédtak.
Mig azok a sejtek, melyekbkivontak ezeket az EPS-eket, sokkal kisebb kotméeidban kotottek
meg a PP’ ionkat, ezek sejten beliil halmozddtak fel.

b) Sejtfelileten tortéhfémmegkotés

A sejtfal arra torekszik, hogy az ékent kertljon kapcsolatba a fémionokkal, kivéve al.
baktériumoknal, ahol a sejtfalat extracellulariegék is boritjak. A sejtfal révén tortefémmegkotés
lehet: a sejtfal funkciondlis csoportjai (foszfatrboxilok, aminok) kdzott kialakulstochiometrikus
kolcsbnhatas és adszorpcid vagy szervetlen precipitacion keikgorterd fizikokémiai szervetlen
lerakédas (VOLESKY, 1990a,b; LIU et al., 2002). BRADY és DUGA(1994) S. cerevisiaerel
végzett kisérleteik sordn megdallapitottak, hogyegfadaban 1é6 amino-, karboxil-, ill. hidroxil
csoportok nagy szerepet jatszanak &'Gonok megkotésében, ugyanis ezen csoportok bldkskol
csokkentette az élesgomba C6' ionok felvételi kapacitasat.

c) Intracellularis akkumulacio

Amikor az extracellularis fémionok koncentraciéjaagasabb az intracellularisokénal, a

fémionk elenyész mennyisége szabad diffaziéval is bejuthat a sejracellularis terébe a
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sejtmembranon keresztil. Ezen kivil a fémionok thejmak még a sejtfal természetes
szeétroncsolasaval (pl. autolizis) vagy mesters&geslésével (pl. mechanikus kezelés). Ez a folyamat
flggetlen az anyagcsetétmig az intracellularis akkumulacié/csapadékképagy anyagcserefidg
folyamat, Hként az & biomasszara érvényes. A fémionok d@dmbbbsége transzport segitségével
kerllt at a membranon. Az elmult évtizedben szamomalom szlletett &. cerevisiaden lejatszddo
fémion transzportrol, mely szerint a pékélés#et vagy tbbb szubsztrat-specifikus transzport
rendszerrel rendelkezik. Kevés fémion jelenlétddtorta aS. cerevisiaenagas affinitasu rendszereét.
Ezzel szemben egy vagy tobb alacsony affinitdsdsssr jatszotta a&fszerepet, amikor sok fémion
allt rendelkezésre. A legujabb genetikai vizsgdatzonositottak az ionfelvételben kozieadd
transzkripcidés és post-tranckripciés szabalyz6 raeamusokat, illetve a fémionok szallithsaban
szerepet jatsz6 géneket is (EIDE, 1997; DIFFEL&.eR006).

Sejten belll a fémionok kilonbdzejtrészekbe keriiinek pl. a mitokondriumba, valontda
(JIANLONG, 2006). PEREGOL és HOWELL (1998. cerevisiaeés S. pombeéleszégombak
fémfelvételi mechanizmusanak vizsgalatakor megéb#pk, hogy a folyamatban szerepet jatszo
gének és termékeik direkt és indirekt modon is lgékoljak a fémfelvételt és a szallitast is. VIJVER
€s mtsi. (2004) ramutattak arra, hogy a fémek miggledsejten belll torténhet: kilénBézarvanyok
képzése révén éstabil fehérjék segitségével. Adebiekbe beleérteritt a kdvetke# haromtipusu
granulatumok A tipus, kalcium-foszfatok amorf lerakddasai/llegiélpl. Zn szemcseéi; B tipus,
elsssorban foszfatsavat, valamint akkumulalt Cd-t, g-t,és Ag-t tartalmaz; C tipus, a felesleges vas
tarolasa hemosziderinként. Agtabil fehérjék lehetnek metallothioneinek (MT)utgtionok (GSH),
fitokelatinok és labilis szulfidok (PEREGOL and H@M., 1997; GHARIEB and GADD, 2004).

2.9. Gomba sejtfal felépitése

A gombasejt talan legsajatosabban szdméit eleme a sejtfal. Evollciés helyzétét
fuggetlenll minden gombacsoportra (még a nyalkagdmabis) jellem# sejtalkotd (KEVEI, 1999). A

9. abra @&accharomyces cerevisiaejtfalanak vazlatos 6sszetételét mutatja be.
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mannoprotein

B 1,6-glukan

; .« O-szénhidrat

o lancok

“¢,— N-szénhidrat

% lancok
plazma
membré

9. abra A S. cerevisiasejtfalanak felépite96CHREUDER et al.,1996)

Az éleszbgombak sejtfalaban & fkomponensek a glikanok, mannanok, kitin és fekérjé
Ezeken a csoportokon belll az egyes komponensekezate fajonként valtozik.

A sejtfal ereddt mannanoligoszaharidot a sejtfal méas poliszahahida (-glikanok)
kapcsolddva a sejtfal kilsrétegében talalhaté mannan proteinek 6sszesséadsagtfal kb. 40%-a)
(OSUMI et al., 1998). A gombasejtfal mannanjainpkincaa-(1-6) kdtésekkel kapcsolédé manndéz
egysegekdl all, amelyhez révid oldallancok kapcsolodnak téyabe o-(1-2), ritkabbana-(1-3)
kotésekkel. A sejtfelszini fehérjék szénhidrat t&decai szamos foszfodiészter hidat tartalmaznak,
amely a sejtfelszin negativ toltését biztositjafeAérjék oldallancainak fontos szerepe van a s$ejtfa
hidrofil-hidrofob tulajdonsaganak meghatarozasakan (KLIS et al., 2002). A fehérjék az
éleszésejtfalban mannan komplex formajaban talalhatokobBégiuk enzim és nem szerkezetalkotd
elem, nem strukturdlis fehérje. A mannoproteindkémiai kottdéstik és annak modja szerint harom
csoportba sorolhatok (DE GROOT et al., 2005). A% ebkoportba tartoznak azok a fehérjék, melyek a
sejtfal poliszacharidjaihoz kovalensen dditek és glikonazzal kivonhatdék. A masodik csoportba
tartoznak azok a kovalensen & sejtfal fehérjék, melyek 30 mM NaOH oldat segi&séd vonhatok
ki. Ezt a két csoport még GPI — és ALS (alkali-#res kotods fehérjéknek is szoktdk nevezni. A
harmadik csoportba soroljuk azokat a fehérjéket,elgek a sejtfal szerkezeti elemeihez
diszulfidhidakkal vagy egyéb nem kovalens kétésekkpcsolodnak (MRSA et al., 1997). A tisztitott
sejtfalbdl forr6 SDS-el és merkaptoetanollal (MRS al., 1997) vagy dithiothreitol (DTT)
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(CAPPELLARO al., 1998) segitségével kivonhatok. &jtfal fehérjek emellett még fontos szerepet
jatszanak a flokkulaciéban, a biofilm képzésbesejtek hidrofébicitasaban, amely fontos szereget to
be az adhézibéban és a sorgyartasban is (REYNOLB, 2001; SHIMOI, H., 2002; STRAVER, M.
H., 1996). A sejtfalfelszini fehérjék szénhidréalancai szamos foszfodiészter hidat tartalmaznak.

A masik jellems szénhidrat az élesdejtfal mannan-protein rétege alatt helyezkedik el,
melyben ap-(1-3)-glukan (sejtfal kb. 50%-a) spiralis rugészegrhalojat kb.1500 glikoz molekulabdl
allo polimer szalakp-(1-6) lanc kozotti kotésekkel alkotjak (KLIS éssint2002; KLIS 2006). Ez adja
a sejt merevségét és alakjat. A szalakat egy glikem réteg fedi, folotte pedig egy lazabb, 1,6-
foszfodiészter kdtésekkel rogzitett mannan halgdadedik el. Ebben a mannan haléban helyezkednek
el a mannan-enzim komplexek, amelyek kovalens kéitéd vagy gyengébb kolcsénhatasokkal
régzilnek (WALKER, 1998).

Kllénbd rendszertani egységekbe sorolt szervezetek sajtflkémiai 6sszetétele jeléat
eltérést mutat. AXygomycotdajok sejtfala kitin-kitozan tartalmua. £hytridiomycotasejtfalaban Kitin-
glukan (celluloz) talalhaté. AAscomycotasejtfalaban kitin-glukan, a rokon imperfekt fajakra fal
hasonlo, a tonds Saccharomycegs az impertfekCandida éleszébgombak glukan-mannan sejtfal
Osszetétellel jellemezhidt. A Basidiomycotafonalas csoportjanal a kitin-glukan az uralkod6
falpolimer, az egysdjt bazidiumos éleségombék és imperfektjeikRhodotoruld sejtfala a kitin-
mannan polimer (ALEXOPUOLOS et al., 1996; KEVEIKISCSERA, 1998).

A sejtek kora, fiziologiai allapota és a tenyésztkgrilményei is befolyasoljak a

sejtfalszerkezetet, melyet a sejtfaloldé enzimekkelmbeni érzékenység is jelez (NECAS, 1971).

2.9.1. Eleszégomba protoplasztok &hllitasa

Mar az 1900-as évek elején megjelent az dtdzlés arrol, hogy egy mikroba ereilet
extracellularis enzim a gombasejtfal kitin kompaos@mek lebontasara képes (BENECKE, 1905), majd
nem sokkal ké&bb GAJA (1914, 1919) leirta, hogy az éti csidgéel{x pomatia gyomornedve
megemészti az éleszejtfalat. Fél évszazaddal kéb, EDDY és WILLIAMSON (1957) az an.
csigaenzim segitségével éléggmbabol protoplasztokat allitottak 6gl melyeket ozmotikusan
stabilizalt kozegben életben is tartottak. Azt isgigyelték, hogy a logaritmusos szaporodasi faisb
lévo sejtek sokkal érzékenyebbek a sejtfalold6 hatéssaiben, mint a stacioner allapotl sejtek.
BURGER és mtsi. (1961) szulfidhid reagens alkalrsazal meggyorsitottdk és teljesé tették a
protoplasztképzeést, ami feltelieh a sejtfal proteinek kozti diszulfid kotések re@lasa révén a kiils

sejtfalréteg fellazitasat eredményezte. igy az dibdllaris réteg jobban hozzéaféride valt a
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sejtfaloldd enzimek, efsorban a glikanazok szamara (FALCONE & NICKERSON5G). A
helikaznak nevezett készitmény tobb mint 30 félezireat tartalmaz, koztik glikanazokat,
mannazokat, kitinazt és kevés proteazt (HOLDEN &ATRY, 1950).

A sejtfaloldé enzimek hataséara a sejtfal hosszébhdebb id alatt részlegesen vagy teljesen
leoldodik, etdl a sejt deformalhatova valik, viszkozus folyadémskeént viselkedik. Lekerekitett,
gombolyi alakjat a felUleti fesziltség alakitja ki. A szakialomban a sejtfaluktél csak részlegesen
megfosztott, de mar ozmotikusan érzékeny sejtelRENINER és mitsi. (1958) szferoplasztoknak
nevezték mig protoplasztnak a teljesen ,csupasak sejtmembrannal hatarolt sejteket hivjak. E két
fogalmat gyakran szinonimaként kezelik.

A protoplasztok a kérnyezet ozmotikus viszonyaszdmben érzékenyek, csak a citoplazmaval
megegyeéd (izoozmozisos) vagy ahhoz kozel6eswzmolaritdsi oldatban tarthatok életben, an.
ozmotikus stabilizatorok (mint pl. a szorbitol, méol, szachar6z, KClI, stb.vizes oldatai) alkalmsza
szilkséges. Kisebb ozmolaritas (hipoozmozis) esetélprotoplasztok megduzzadnak, hiperozmozisos
oldatban 6sszezsugorodnak, majd mindkét esetbeindiz (EDDY és WILLIAMSON, 1957,
ARNOLD és GARRISON, 1979; BACHMANN és BONNER, 1959)

2.9.2. Az élesatsejt hidroféb tulajdonsaga és mérésének lafssigei

A mikrobasejtek sejtfelszini tulajdonségai (pl.egtfelszini hidrofobicitas) szdmos jelenségben
(aggregacio, flotacio és adhézid) részt vesznek,lyake fontos szerepet jatszanak a
természetvédelemben (pl. bioremediacio, vizkezekd)iotechnoldgiaban (pl. immobilizalt sejteket
alkalmaz6 reaktorok, soripar), az orvostudomanybgmh implantatumok biokompatibilitasa,
foglepedék) és a folyamattervezésben (DENGIS & RMNBU, 1997).

Az irodalomban tobbféle modszer is talalhatd aegejtidrofobicitasanak meghatarozasara.
Ugyanakkor egyik modszer sem kizarélagosan a tsgtfe hidrofobicitast irja le, hiszen az
alkalmazott kisérleti paraméterek is nagymértéiiefolyasoljadk a megfigyelt hidroféb kblcsénhatast,
valamint egyéb nem hidroféb hatasok is zavarha(RRSENBERG et al., 1980). Altalanossagban
elmondhat6, hogy a hidrofil sejtek hidrofil, mig fadrofob sejtek hidroféb szubsztratumokhoz
kotodnek jobban. Amennyiben a szubsztratum és a sgjifetoltése azonos, a taszitd elektrosztatikus
kolcsdnhatasok hatranyosan befolyasoljak édéxt.

A sejtfelszini hidrofobicitds meghatarozasara ledggbban a szénhidrogénekhez vald adhézid
meéréseét alkalmazzak, melyet ROSEBERG és mtsi. leadszor 1985-ben és MATH mdadszernek

neveztek el. Az adhézi6 soran bonyolult van der lgVaik és elektrosztatikus kdlcsonhatasok hatnak.

32



IRODALMI ATTEKINTES

A sejtfelszin struktiraja alapven meghatarozza a hidrofob vagy hidrofil jellegeMATH modszer
azonban nemcsak a sejtfelszin hidrofob jellegérjeti, hanem részben a sejtfelszinerd IBwolekulak
toltési tulajdonsagait is. A sejtek kulonlopH értéki pufferben valdé szuszpendalasaval meg lehet
valtoztatni a sejtfelszini csoportok protonaléd@sadmértekét, mellyel befolyasolhatdé a sejtfelszinen
lévo elektrosztatikus kolcsonhatasok nagysaga is (VANRIMEIT et al., 1993).

A MATH modszer tovabbfejlesztését jelentette a MATSdszer kidolgozasa. Ez a vizsgalat a
sejtek egyrészt apolaris és polaris, masrésztreleldonor, illetve elektron akceptor olddszerekhez
valé affinitasan alapul. A mérés soran meghataroziaagy az adott olddszer a sejtek hany szazalékat
tavolitja el a vizes fazisbol. Abbdl kifolyolag, ¢wpa sejtek természetes kdzege altaldban vizegtek s
nem tekinthdik hidrofébnak, inkabb amfipatikusak. A mérés son&m kaphatunk olyan eredményt
sem, amely azt feltételezi, hogy a sejtfal kizggoklektron felvételre vagy leadasra képes, de
meghatarozhatjuk, hogy az adott sejt esetében knjellég a dominans (GOLDBERG et al., 1990).

2.10. A megkotott nehézfémek deszorpcidjanak lehéségei

A megkotott nehézfémek felszabaditasa (deszorpcifjatos szempont lehet az értékes
nehézfémek (pl. Ag, U) visszanyerése ceéljabol. Akroorganizmusok bioszorbensként valo
felhasznalhatésaga nemcsak attél fliigg, hogy mijgekotik a fémionokat, hanem attdl is, hogy a
biomassza mennyire j6l regeneralhatd. Ahhoz, hodyiomassza toébb bioszorpcidés - deszorpciés
ciklusban ujra felhasznélhatd legyen, a biomassgeneralasira roncsolas-mentes visszanyerés
sziikséges. A regeneracié nagymértékben megnovdiolymmat gazdasagossagat. Roncsolasos
visszanyerés a biomassza pirometallurgiai kezeddseagy ebés savban vagy lagban tortén
feloldasaval torténhet (BRIERLEY et al., 1985). Ezekezelések azonban lehetetlenné teszik az Ujra
felnasznalast.

A megkotdtt nehézfémek visszanyerésére szamososgdgetismert a szakirodalombél. Az
eulalészerek lehetnek: a) nem toxikusak, b) biomé&ssmiem kérositbak é€s c) olyanok, melyek
minimalis koncentraciéban alkalmazva maximalis f&sxanyerést tesznek letved (WILHELMI,
1996).

Hig (<0,1 M) asvanyi savak, pl. HCI,,80,, HNO; és a szerves savak (pl. §&3OOH) nagy
hatékonyséaggal tavolitjdk el a rezet és kadmiunmaktdsiumokbdl, élesat és fonalasgombakbdl
valamint az urant Zoogloe ramigera, Rhizopus arrhizués Saccharomyces cerevisihél
(STRANDBERG et al., 1981; TSEZOS, 1984; NORBERG®ERSSON, 1984; DE ROME és GADD,
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1987). Magasabb savkoncentracional a biomasszaddinat €s csokkenhet a fémfelvételi képesseég
(WILHELMI & DUNCAN, 1996).

Szerves komplex-képzanyagok hatasos deszorbensek lehetnek és ninesZtdn hatdsuk a
biomassza épségére. 0,1M EDTA j6 hatékonysaggablitiey el a nehézfémeket és az urant
baktériumokbdl és algakbdl, élesztes fonalas gombakbdl (HORIKOSHI et al., 1979, DNUNs
BULL, 1983). Az EDTA-s kezelés annak megkulonbééte is hasznalhatd, hogy fellleti
komplexképzés, vagy a fém intracellularis felvétedeteént-e (LAWSON et al.,1984Penicillium
digitatumban az EDTA-s kezelés ndvelte a biomassza kapacitasé&bvetkesd adszorpcidban
(GALUN et al., 1983).

Mas szerves anyagokat, pl. 8-hidroxikinolin has&ialCu eltavolitdsara és nitrilotricetsavat,
valamint dietiléntriaminpentaecetsavat Cd eltagshra gombakbol (KUREK et al., 1982, MOWEL és
GADD, 1984).

Gazdasagi szempontb6l a karbonatok alkalmasak Kélgin a nem roncsolasos
fémvisszanyerésre. A Na- és ammoénium-bikarbonaaglyon hatékonyak voltak uran eltavolitasara és
a biomassza adszorpciés kapacitasa ndvekedettetekartan. A kialakult pH viszonyok mellett csak
kis kdrosodas éri a biomasszat (GALUN et al., 19&EZ0S, 1984).

Més ionok jelenléte nyilvanvaléan befolyasolja asaepciot, pl. szulfat ionok jelenléte
akadalyozta az uran eltavolitagdhizopus arrhizubol a sejtfal kitin struktirgjat megvaltoztatva és
megkoétve az urant (TSEZOS, 1984). OMAR és mtsi9{)9a, Ag, Co, Zn, Cd, U, Cr, Pb, Ba
deszorpcidjat vizsgaltdk 0,1 M B20Os; eluensként valé alkalmazasa soMwyxococcus xanthuéssS.
cerevisiaebiomassza felhasznalasaval. A legjobb visszanydyégsetén tapasztaltdk, mely a két
tesztmikrobanal nagyjabol azonos méiitéd4,5% -os volt. A tébbi fém 18-22%-ban deszorbeatt
mindkét teszt-biomassza esetén. A j6 uran deszZbgi@ az, hogy az uranium karbonat jelenlétében
[UOo(OH)3]* és [UQ(COs)s]*-et képez.

2.11. A sejtek rogzitése hordozékhoz

Sajat természetes kornyezetikben a mikroorganizknksmoly valtozasokat képesek tulélni,
amennyiben képesek alkalmazkodni az adott kérnlgezetA tulélés egyik formaja, hogy a sejtek
fellletekhez kdtdnek (AKIN, 1987) vagy egymassal kapcsolédnak @abfilm, granulatumok)
(SANCHEZ, 1994). Erre a tulajdonsagukra alapozva380-as évek elején intenziv kutatomunka folyt
enzimek, sejtek immobilizalasat megoldé eljarasaolgozasara. A sejtek és enzimek rogzitésének

technoldgiaja folyamatosan féglott majd az 1990-es évekbensigitt. A biotechnoldgia dvilésének
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es a gentechnoldgia féflésenek kbvetkeztében a sejtek és enzimek immaldia iranti lelkesedés
Ujraéledt (BICKERSTAFF, 1997).

A rogzitv eljarasok elterjedtek a fermentalé folyamatokbanbioreaktorokban egyarant
kiszoritva a hagyomanyos szabadsejtésateteket. Az immobilizaciés technikakéale, hogy nagy
sejtdiriiséget lehet elérni a lebontd vagy atalakito folymkizan, és a rvelet végéen olcsén és

hatékonyan el lehet tavolitani a sejteket.

2.11.1. Sejtrogzitési modszerek

Szamos sejtrogzitési modszer az enzimek rogzeébnikainak modositasaval, fejlesztésével
jott 1étre. Azonban a sejtek nagyobb mérete édtéw)dornyezeti paramétereik befolyasoltak ezeket a
modszereket és szamos Ujat eredményeztek (RAMAKRISKE. PRAKASHAM, 1999). A sejtek
régzitése négy alapelv szerint térténhet:

e Adszorpci6 eiforméazott hordozéhoz

+ Kovalens kotés éformazott hordozéhoz

» A sejtek egymassal vald keresztkotése bi- vaglfifmokcionalis reagensekkel

* Bezaras részecskékbe, rostokba vagy mikrokagsaula

A rogzitési modszereket a 10. abra mutatja be.

SFITROGZITFSI MODS7FRFK

2 -

ROGZITES HORDOZOVAL % ROGZITES HORDOZO NELKUL

NN

Gélbe zéaras Folyékony membranba zaras

Keresztkités gs ‘

Hordozéhoz

Adszorpcio Kovalens kotés
@8 gae

10. dbra  Sejtrogzitési modszerek
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Rogzités adszorpcioval

A sejtek természet@t és a kornyezeait fliggéen hasznalhatunk szilard hordozokat (pl.:
granulatumokat: zeolit, Uveggybngy, égetett agysih,) a sejtek adhézidjara, vagy adszorbcidjara.
Ennek a modszernek a légb vonzereje az egysifsége és a gyors kiviteleztisége. A kotést
befolyasolja a sejtet koriulvéwldat pH-ja, a sejt fiziologiai allapota, a séfiusa és annak kérnyezete
is. A sejtek és az oldat kozott valaszfal nincsar@ld a sejtek levalasa (és Ujrardgzilése), ezért
figyelembe kell azt venni, hogy ez a médszer nergfelels olyan alkalmazasban, ahol a rendsékerb
kiaGramlo oldatnak sejtmentesnek kell lennie (KLE& ZIEHR, 1990; WILLAERT et al. 1996;
BICKERSTAFF, 1997). Az adszorpcios rogzitéshez halszthordozok lehetnek szerves és szervetlen
adszorpciés hordozok. Tipikus szerves hordozokomzcserd gyantak (szintetikus polimerek), a
celluléoz szarmazékok és a lektinek. Gyakran alkabtiaszervetlen hordozd a porézus lUveg és a
keramia (pl. hidroxiapatit tartalmi keramia — bickmia) (BRODELIUS & VANDAMME, 1991).

Rogzités kovalens kotéssel

A sejt hordoz6hoz torténrogzitése kovalens kotéssel a kdvetkezdbdon lehetséges: (1) a
matrixon talalhatd reakcié csoporton keresztil végy egy vegyllet segitségével, ami a sejtet a
hordozohoz kéti pl. a glutaraldehiddel kombinakelasn. Az irreverzibilis kovalens kotéssel rogtite
sejteket tartalmazo rendszernetingle, hogy a diffuzié nincs benne korlatozva, ésékbeé van kitéve
az Uj sejtek kiaramlasanak (mint adszorpcio esgt@gyanakkor hatranya, hogy az 6sszekotést
biztositd vegyulletek rendkivil mérgek és karositjak a sejteket (BRODELIUS & VANDAMME,
1991).

RoOqgzités keresztkotéssel

A mikroorganizmusok sejtfala szabad amino- és/vigsboxil-csoportokkal rendelkezik. A
keresztkotés konnyen kialakithatd ezek kodzott olganvagy multifunkcionalis reagensekkel, mint a
glutaraldehid vagy a toulén diizocianat. A mikrobjgesk rogzithetk ionos kotéssel is Ugy, hogy
polielektrolitok hozzaadasaval flokkulaciot valtand (RAMAKRISHNA & PRAKASHAM, 1999).
Onmagaban ritkan alkalmazzak ezt a rogzitési matjsaszont gélbezarassal kombinalva stabilabba
teszi a gél szerkezetét (BRODELIUS & VANDAMME, 1991

RoOgzités gélbezarassal

Egyszetisége és kivald sejtvisszatartd képessége miatg@k kgalkalmasabb rogzités tipus

olyan gél kialakitasa, melybe a sejteket kulobpalimerekin situ térhalositasa segitségével zarjuk
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be. Az ilyen térhalds polimerek egyarant lehetngk @s tobbkomponetisk. Természetes gélek (mint
pl.: az agar, agardz, alginat, karrageenan, kallagiikan, zselatin), kémiailag moédositott természe
polimerek (pl.: cellul6z acetat) és szintetikus effelés polimerek (poliakrilamid, poliazetidin,
polihidroxi-etilmetakrilat, stb.) mind alkalmazh&t&ejtek immobilizalaséra, bezarasara (AKIN, 1987;
PHILIPS & POON, 1988).

Rogzités folyékony membréanba zarassal

Ebben az esetben egy kétfazisu bezaras tortérokaadat, - ami immobilizalja a sejteket — egy
folyadék/folyadék fazis hatarfelllete két nem ekstjyfolyadék kdzott (WILLAERT et al., 1996).

Komplex rogzitési eljarasok

A sejtek rogzitése torténhet tobb (Keetsetleg harom) mddszer kombinaciojaval is, amiellye
kihasznalhaté mindkét eljarasopie. Az ebbbiek soran emlitett keresztkétéses rogzitést osadik

immobilizalasi médszerrel kombinalva alkalmazzak.

Leggyakoribb komplex eljarasok:
- flokkulalas + adszorpcid
- adszorpcio + keresztkotés

- ionos kotés + adszorpci6 + femkelat

2.11.2. A hordozéval szembeni elvarasok

A rogzitett sejtes rendszerben vald hasznalathdwrdozénak az alabbi feltételeknek kell
megfelelnie:

» ahordozod legyen kdnnyen kezelhés regeneralhaté (NORTON és D'’AMORE, 1994)

* a hordozé tartsa meg a j0 mechanikai, kémiai, bialéés 6 stabilitasat;, enzimek,
oldészerek, nyomasvaltozasok vagy a nytider karositsa konnyen (KOURKUTAS et
al., 2004)

» a hordozé és a rogzitési technika legyen egyisk@itséghatékony és lépték ndvethet
(KOURKUTAS et al., 2004)

* a hordoz6 anyaga nem lehet toxikus (KOURKUTAS et 2D04; NORTON és
D’AMORE, 1994)
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2.11.3. A hidroxiapatit (HAP), mint hordozo

A hidrixiapatit az apatitok csoportjdba tartozo,kévetke®d kémiai képlettel rendelkéz
szervetlen anyag: G#POy)s(OH),, melynek elnevezése kalcium-hidroxi-foszfat. Seedte
hexagonalis dipiramisos ionkristaly (11. abra).

Fizikai tulajdonsagai k6zé tartozik, hogy szilamkrev, de torékeny, keménysége: 5 (Mohs féle

keménységi skala), szine: lehet fehér, hamusz&ékgas ill. sargaszold.

11. 4bra A hidroxiapatit kristalyszerkezete

A hidroxiapatit effordulasa

A HAP a fogak és csontok fasvanyi dsszetéje. A gerincesek legfontosabb vazanyaga, de a
tojashéj és tengeri @ények (korallok, kagylok) is tartalmaznak HAP-@&. csontszivet szerves
alkotorésze a kollagén, ami sok foszfatcsoportdatltaaz. Ebbe a matrixba épul be a hidroxiapatit
(ZENG et al., 2007) .

A hidroxiapatit efallitdsa

A HAP eballitasara bioldgiai anyagokat (tojashéj, algakrakd és szintetikus anyagokat
hasznalnak. A biolégia anyagoknak a#mgle, hogy porézus szerketigta csonthoz hasonlo anyag
allithato eb. Az algakbol mikroporézus, mig a korallokbol magbwodzus szerkezietHAP keletkezik,
viszont hatranyuk, hogy nem kivant szenrbgkseket tartalmaznak (ZENG et al., 2007).

A hidroxiapatit felhasznélasa

A HAP jo bioaktivitassal és biokompatibilitassahdelke?, a kemény vagy lagy szévetbe
kénnyen beépdl csontszdr anyag, melyet implantatumok, foggyokér,ierontok eballitasara
hasznalnak (LEE et al., 2004). Felhasznaljak asztitasban, ioncsekés adszorpcios képességével
kénnyen megkoéti a vizben léwehézfémeket (ONJIA, 2005).
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2.11.4. Az immobilizélas efnyei és hatranyai

A sejtrégzités ényei (DERVAKOS & WEBB, 1991; PILKINGTON et al., 189WILLAERT
et al., 1996):
a. Ardgzitett éb sejtek képesek a hordozé anyagban vagy annalet@tiszaporodni.

b. Fokozott bioldgiai stabilitas. Ellenallobbak a pBltezassal és a gatloszerekkel szemben.

c. Nagy sejtkoncentracié és a nagy higitasi fokkékdasd folyamatos fermentacio egyittesen
csokkentheti a mikrobialis férzés veszélyét, illetve a sejtek kimoséddasat, valami
nagyobb termékhozamot eredményez.

d. A rdgzitett sejteket egysaeelvalasztani a reakciokozébt

A sejtrégzités hatranyai (DERVAKOS & WEBB, 1991; MUAERT et al., 1996):

a. A szaporodo sejtek kiszabadulhatnak az immobilizalypagbol, ha szétfeszitik azt.

b. A diffziés barrier a matrix, vagy a nagy séjisség miatt névekedhet.
c. Megnovekedett termékgatlas.
d. Gazdasagossag. A legtobb rogzitési modszer talsdgds ahhoz, hogy nagylépiek

feldolgozasban alkalmazzak.

2.11.5. Rogzitett mikroorganizmusok bioremediacios alkalréaa

A toxikus nehézfémek eltavolitdsaval foglalkozoatdk hamar felismerték az immobilizacios
modszerek éhyeit. Szamos ilyen eljarasban alkalmaznak sejttégnddszereket a reakcidices a
hatéekonysag novelése érdekében (HEITKAMP, 1990).

HEITKAMP és mtsi. (1990) a p-nitrofenol lebontasdqtimalizaltdk haronPseudomonagaj
egy specialis kovafdldre rogzitését ket bioreaktorban. Hasonld immobilizal6é fellletetltak
alkalmasnak HALLAS és mtsi. (1992) a glifozat (Nstéometilglicin) bontasara szennyviitb

A sejtek, enzimek természeibtés a kisérletek céljatol nagymeértékben fugg, yhowelyik
fellleti rogzitésen vagy bezarason alapulé elj@aglszeibb (AKIN, 1987) pl. CHANG és mitsi.
(1999) medgfigyelték, hogy a Ca-alginat gyongyokbgzitett sejtek kadmium kéképessége jobb volt,
mint amikor ugyanezen sejteket poliakrilamid gélp&tak. Szende és mtsi. (2010) Ca-alginat
gybngyokbe zarBaccharomyces cerevisiagejtekkel eredményesen tavolitottak el a kadmiwizgs
oldatbol.
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2.11.6. Immobilizalashoz alkalmazhaté mikroorganizmusok

A 2.5.1. és a 2.5.2. pontokban leirt élégpmba fajok mellett tovabbi fajokat valasztottam ki
sejtrogzités céljabol. Ezek a fajok kulonbogejtmorfologiaval rendelkeznek (pl. a bimbddzas, a
hasadas, pszeudohifa vagy hifa képzése és a fltiksl tulajdonsag), melyeknek jeléstge lehet a

hordozé fellletéhez valo régziilés hatékonysaganedgontjabdl.

Geotrichum candidum

A Geotrichum candidurftelemorf:Galatomyces geotrichunhifakat képez, melyek a stacioner

fazisban lancokat alakitanak ki az arthrokonidiub@K12. abra).

12. &bra  Geotrichum candiduU (A.) hifak és (B.) arthrokonidiumok

Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisif@ghoz szamos kilénbézlettani és technoldgiai tulajdonsagokkal
rendelked torzs tartozik, amelyek sejtfal szerkezetikbel@nyegesen kilonbdzhetnek egymastol. Az
alséerjesztds soréleszikre a flokkulacios képesség jellebpzmig a sherry készitésre hasznalt
éleszétorzsek, valamint a tokaji szamorodni érésekorakiald hartyaképt éleszstorzsek filmet
alakitanak ki a borok feliiletén. A TD 04 hartyak&gteszégomba tdrzset (13. abra) valasztottuk ki
sejtrégzitési célra, mert a sejtfellileti jellefneltérnek a normalis sejteké®s ebben az esetben nem a
lektin-tipusu fehérjék felékek ezért. Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tarsag folyd korabbi
vizsgalati eredményekbismert, hogy a sejtfal hidrofil-hidroféb jellertizfliggnek a sejtek fiziologiai
allapotatol is (KOVACS és MARAZ, 2003, 2005).
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13. abra Saccharomyces cerevisia® 04 biofilm képd torzs (készitette: Kovacs Monika)

Schizosaccharomyces pombe

Ez egy tipikus hasad6 éleégbmba faj (14. abra). Nem csak a sejtosztodasaimmem a
sejtfal felépitésében is eltér mas élégamba fajoktol. A flokkulens torzs galakt6z-spédais lektin-
tipusu fehérjéket tartalmaz a sejtfellleten, anielyielrofob tulajdonsagot kdlcsondznek a sejteknek
(MARAZ & GELETA, 2001).

14. &bra  Schizo. pombRIVE 4-2-1 (flokkulélo sejtek)
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3. CELKIT UZES

Munkam soran kilonbézlaktdéz - és keményihasznosité élesiajombakat vizsgaltam azzal a

céllal, hogy megallapitsamddlllithato-e bellik olyan biomassza, mely alkalmas a nehézfém ionok

Ve

Céljaim a kdvetkedk voltak:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Olyan éleszigomba torzsek szelektalasa, melyek hatékonyan naigdigak a laktozt ill. a

kemeényibt, és alkalmasak nehézfémek megkotésére

Klalonb6 torzsek fémmegkdt képességének vizsgalata 6,élill. széaritott biomassza

alkalmazasaval, Cr, Cd, Ni, Cu, Pb, Ag nehézfénokozsetén

A megkotdtt nehézfémek sejten bellli lokalizaci@@nmeghatarozasa, valamint a fémek

reszorpciojaralvisszanyeréseére alkalmas eljarastatgozasa

A szelektalt élesdgomba térzsek és tenyésztési korilményeinek opdisaabiomassza termelési
célbdl laboratériumi kérdlmények kozoétt, razatotinyészeteknél. Hozam és hozam konstans

meghatarozasa

Az éleszégombak nagy bioszorpcios képességét kihasznalvanobjoszorbens kifejlesztése,
amely regeneralhat6 és a jelenleg alkalmazott lrdikdwoz képest kisebb kdltséggeddlithatd

A biomasszat alkotd sejtekre vonatkozé immobiligakdjarasok laboratoriumi vizsgalata, azok

tovabbfejlesztése vagy Uj eljaras kifejlesztése. kilolgozott immobilizacios technoldgia

laborat6riumi megvaldsitasa
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Elesztorzsek

A kisérleteimhez a 2. tablazatban feltlintetett ookganizmusokat hasznaltam, melyeket az

izolalast kdveien a Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobioldgia ést@&ihnologia Tanszekén taroltuk.

2. tablazatA kisérletek soran alkalmazott éle@gpbmba térzsek

C-forras hasznositas Faj Torzs
Dekkera anomala DMB? VT
Laktoz Kluyveromyces lactis var. lactis DMB NU
Kluyveromyces marxianus DMB NB
CCYP 47-1-4
CCY 47-1-3
CCY 47-1-6
NCAIM®Y 276
Debaryomyces occidentalis var. occidentalig NCAIM Y 981
NCAIM Y 758
Kemenyité NCAIM Y 772
CCY 47-2-1
CCY 47-2-2
CCY 47-2-8
Lipomyces kononenkoe CCY 33-4-1
Lipomyces starkeyi CCY 33-1-1
Saccharomycopsis fibuligera CCY 42-3-1
Geotrichum candidum DV
Szacharéz Rhodotorula mucilagin.oga BT
Saccharomyces cerevisiae PM 322
Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-2-1

*DMB: Department of Microbiology and Biotechnologygrvinus University of Budapest
®CCY: Czechoslovak Culture Collection of Yeasts, tBtava
‘NCAIM: National Collection of Agricultural and Indtrial Microorganisms

A torzsekfenntartasa YEPD - agaron tortént — ferde agar,5%0(w/v) éleszikivonat, 0,5% (w/v)
pepton, 1% (w/v) glikéz, 1,5%(w/v) agar). Az élégmimbakat 24-48 odrat inkubaltam majd 5°C-on

tartottam fenn a térzseke, melyeket havonta atahut
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4.2. Anyagok

4.2.1. Taptalajok

Eleszkivonat-glilk6z-pepton (YEPD) taptalaj

0,5% éleszikivonat (Merck, Darmstadt, Németorszag)
1% glikoz (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
0,5% pepton (Difco)

Keményibs taptalaj (YEPA)

0,5% éleszikivonat(Merck, Darmstadt, Németorszag)

1% vizoldhato keményit(Reanal, Budapest, Magyarorszag)
0,5% pepton (Difco)

Szintetikus minimal taptalaj
0,5 % (NH,).SO, (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
0,1 % KHPO, (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
0,05 % MgS@7H,0 (Reanal, Budapest, Magyarorszag)

1 % glukéz

0,1 % Wickerham vitamin oldat

4.2.2. Oldatok

Wickerham vitamin oldat:

0,2 mg folsav

0,2 mg biotin

40 mg Ca-pantotenat
200 mg inozitol

40 mg niacin

20 mg p-amino-benzoesav
40 mg piridoxin HCI

20 mg riboflavin

100 mi desztillalt viz

Habz&sgéatlo: Antifoam-Y30 emulzié (Agromilk Kft.z&8esfehérvar)

44



ANYAGOK ES MODSZEREK

Mc llvain puffer:

Komponensek:
pH 0,1 M citromsav oldat (%) 0,2 M NgHPOQ, oldat (%)
3 79,6 20,4
4 61,4 38,6
5 48,6 51,4
6 35,8 64,2
7 13,0 87,0

A kivalasztott pH érték bedllitAsdhoz az elkész@igt M citromsav és a 0,2 M N4PO, oldatokbol az

adott pH értéknek megfetemennyiségeket mértem dssze.

4.2.3. HAP keramia tabletta

HAP (hidroxiapatit) keramia tablettat (5mm &atdjér €s 1mm magas) hasznaltam a
sejtrogzitéses kisérleteimben (15. abra).

5mm

1 mm

15. 4bra HAP keramia tabletta

A HAP tablettat szilard kézegben a kalcium hidroi@da(OH)] vizes oldatanak foszforsavas
[HsPOy] reakcidjaval allitjak €f:

10Ca(OH); + 6H;PO, —————=  Cayg(PO4)s(OH); + 18H:0

A szaraz port nyomason, két szakaszban, egy kémdlikus 6lomlap (SPRUT 10/185, Latvia)
segitségével tablettava alakitjak. Ezutan 1100°Ckoaran at bkezelik. A tabletta, élirasoknak
megfeleb, kristalyos szerkezetét és kémiai tartalmat ditivenéteren (Rikagu Ultima+Japan) keresztdl
ellendrzik (ARANOV et al., 2006).
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4.3. Modszerek

4.3.1. Torzsfenntartas

A tiszta tenyészetek esetében az atoltdsokat haanégeztem, és minden kisérlaited8

oraval a torzsekdd egy - egy kacsnyi sejtet ferde YEPD taptalajtattdhm Ki.

4.3.2. Inokulum készitése

Az inokuldlas dltt minden esetben a telepékikészitett festett preparatum mikroszkopos
vizsgalatat is elvégeztem. A kisérlet inditdsakderde agaron elszaporitott élégsmnyészetél 2-2
kacsnyit 25 — 25 ml steril tApkozeget tartalmazi@ineyer-lombikba szuszpendaltam. A lombikokat
ezutan 30°C-on razattam 16 o6ran keresztil. Kozveklen kisérlet megkezdéseoktl a sejteket
kicentrifugéltam a tapkozegb(Type BR 4i centrifuga, JOUAN SA, St. HerblaimaRciaorszag). A
centrifugalast 4000 rpm-en, 5 percig végeztem. &rwd sejteket desztillalt vizzel mostam, Ujra
centrifugaltam, majd 10 ml desztillalt vizbe vettéiket vissza €s meghataroztam a szuszpenzio
sejtdiriiségét Burker-kamras sejtszamolassal. Az igy kédelsek szolgaltak minden tovabbi kisérlet

alapjaul.

4.3.3. Szarazanyag tartalom meghatarozéasa

A szarazanyag mennyiségének meghatarozasa soraomagénizalt mintakbol 10 mli
mennyiséget centrifugacsévekbe mértem, 4000 rpni@npercig centrifugaltam. A fellliszot
eltavolitva a lellepedett élesgejteket desztillalt vizben felszuszpendalva Ujatsmtrifugalast
végeztem. A folyamatot haromszor ismételtem megjdneae utolsé centrifugalast kovenn az
Uledékeket desztillalt vizzel —¢eletesen szazad gramm pontossaggal lemért — Pétrélgse mostam
és 105°C-on tomegallanddésagig szaritottam. A viesrések soran kapott eredményikia

szarazanyag mennyisége meghatarozhato.

4.3.4. Sejteshozam és hozamkonstans meghatérozasa

A sejttdbmeg lemérése utan a hozamot (Y) a kovétkeszefliggés alapjan szamitottam ki:
Y=AX/AS

ahol AX a széaraz sejttomeg valtozas (g/l)
AS a szubsztratum koncentracio valtozasa (g/l)
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Mivel a kiindulasi sejttdmeg elhanyagolhaté a Kigi#thtz képest, valamint a tenyésztés a
teljes szubsztrat tartalom elfogyasaig torténtrtex¥=X (képzodott sejttomeg) €aS=S (kiindulasi
szubsztrat koncentracid), azaz Y=X/S.

Minden mérést haromszor ismételtem meg.

A mért szaraz sejttomeg értékeket (X) a kiindukmibsztratkoncentracio djSfliggvényében
abrazolva az igy meghatéarozott regresszids egyapesdeksége adja medpnazamkonstans értéket
hozamkonstans informéaciét ad arrol, hogy a szuékmetr hasznosulasat befolyasolja-e annak
koncentracidja, példaul a koncentraciéo ndvekedéddéllép-e szubsztratgatlas. Minél jobban kozelit a
hozamkonstans értéke az 1-hez, anndl kisebb nfiéatékubsztratgatlas.

4.3.5. Tapkodzeg optimalas kisérlettervezéssel

Kisérleteimben ets lepésként a fermentacios kozegben fontos szerbegillty szén- és
nitrogénforrds optimalis mennyiségét kivAntam mégoani. Szénforrasként glikézt, laktozt vagy
keményi6t, mig nitrogénforrasként élegkivonatot illetve ammodnium-szulfatot alkalmaztam.
El6zetes kisérletek eredményei alapjan 1,5 (w/v)% ddillaktoz/kemenyét és 0,5 (w/v)%
éleszékivonat/ammaonium-szulfat koncentracidkat valasatott munkapontnak. Tovabba azt
tapasztaltam, hogy 1 (m/\v)% szén- illetve 0,3 (8t/vnitrogénforrds koncentracidé valtozasa
szignifikansan okozza a sejtszam (abszorbancidpagdat. Az optimalési feladat megvaldsitdsahoz
kézponti elrendezés kisérleti tervet (Central Composite Design - CCalkalmaztam melyet
elterjedten hasznalnak ipari optimalasokhoz (MONTMERY, 2004). Ennek oka, hogy egysie¥s
viszonylag kevés kisérleti beallitassal megtelpbntossagl és gyors eredményeket ad, valamint
figyelembe veszi a faktorok kozott kolcsdnhatasolkat médszer magaba foglalja a kisérletek
megtervezéseét és matematikai-statisztikai ertégelédserleteimben fuggvaltozonak kozvetetten a
biomassza tomeget (sejtkoncentracio) valasztottam,altalam meért adat a szaporodas soran a
tapoldatban bekdvetkézabszorbancia valtozas volt. Kilenc pontos kisétkvet allitottam 6ssze a
megadott séma alapjan, melyet az 16. abra szemlélte
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0,v2
(1) ® Yy
o ®
(-v2,0) (v2,0)
o ® o
(0,0)
o ®
('11'1) . (0’_\/2) (11_1)
16. abra Kozponti elrendezdskisérleti terv

Szamszdisitve minden egyes torzsnél a 3. tablazatban teligith kisérleti beallitasokat
alkalmaztam. Az alkalmazott C-forras kdzépponteléet 15 g/L és Iéptéke 10 g/L, mig a N-forras

kozépponti értéke 5 g/L és Iéptéke 3 g/L.

3. tAblazat:Kdzponti elrendezéskisérleti terv a maximalis sejtszam eléréséhez

Tapkozeg Kodolt faktor Természetes faktor
szama X1 Xo C-forras g/L N — forras g/L

1 0 0 15 5
2 0 V2 15 9,2
3 \2 0 29,2 5
4 0 ~2 15 0,8
5 -2 0 0,8 5
6 1 1 25 8
7 1 -1 25 2
8 -1 -1 5 2
9 -1 1 5 8

A maximalis biomassza tdmeg valtozasanak leirasdjies masodreridpolinom modellt alkalmaztam

az alabbi egyenlet szerint:

Y=bo+bix1+byXo+DhaXs*+b XX +bsx,”

Ahol
bi a regresszids koefficiensek,

Y (ODsgsnmVagy biomassza) a fugyaltozo,

X1 (szén-forras) és, (nitrogén-forras) a fiiggetlen valtozok

A b; koefficiensek meghatérozaséara regressziot hajtottgre, mely Statistica 9.0 programmal tortént.
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4.3.6. A sejtkoncentracié meghatarozasa az optimalashoz

4.3.6.1.Glukozt, illetve laktozt alkalmazva szénforrasként

Az optimalashoz Multiskan Ascent (Thermo Electror@@wation, 17. abra) mikrolemezes
denzitométert hasznaltam, mely a szaporodas ohbinetését teszi leh@té. A miszer hasznalhato
mind a 96 zsebes, mind pedig a 384 zsebes mikrtditgezzel. A 96 zsebes mikrotiter lemez esetén a
miiszer 4 A (abszorbancia) értékig mér, és az absmoibaértékek meghatarozasahoz harom
kilonb6s sziré hasznalhatdé 340 és 850 nm kozott. A Multiskan Astieearitasa £2%. A meérések
mind Iépegetve (stepping mode) mind folyamatosant{oous mode) kivitelezh&tk. Az egyes minta
mérések ideje 14 masodperc agbbi, és 9 masodperc az utbbbi esetében.®zer pontossaga a
Thermo Electron Corporation leirasa szerint +1%tvik 0,003 A a 0-2 A értékek kozott, és +2%

magasabb abszorbancia tartomanyban.

17. abra  Multiskan Ascent mikrolemezes szaporodasmer

Munkam soran a 96 zsebes mikrotiter lemezt hasmmakz optimalizalasos meéréseimhez,
amelyben a kisérleteket mérésenkeént két térzzéebnh parhuzamos méréssel tudtam megvalésitani.
A szaporodast 24 éran at kbvettem nyomon 30 parietamérési intervallummal, 30 °C-on, 595 nm
hullamhosszon.

A mérés soran 30 ml 24 oOrés sejttenyészetet leftggéitam majd atmostam steril desztillalt
vizzel. A sejteket 30 ml desztillalt vizzel Gjrauszpendaltam, és meghatdroztam a szuszpenzid
sejtdirtiségét Birker-kamras sejtszamolassal. A sejtszafgatibsal 10sejt/cni-re allitottam be. Az
elozéleg meghatarozott 9 kiulbnbéiz kétszeres koncentracioju (lasd maodositott tagleke

0sszetetinél) tapoldatokbol 500 pl-t mértem egy-egy Eppehdssbe, ehhez 500 ul sejtszuszpenziot
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pipettaztam. Vakprobaként az 500 pl tapoldathoejsziszpenzid helyett desztillalt vizet adtam. A
mikrotiter lemez zsebeibe 300 pl-t pipettaztam@zes szuszpenziokbol.

A méréseket Excel tablazatban értékeltem ki, majdll3STICA 9.0 programmal elvégeztem a
Fitted Surface Response elemzést. A kapott eredskénlapjan eldontéttem az optimalas tovabbi

iranyat.
4.3.6.2.Kemeényibt hasznalva szénforrasként

A kemeényib oldat opalos, ezt figyelembe véve a benné kejtek szaporodasanak mérésére a
Multiskan Ascent berendezés alkalmatlan. Tovabbiémséget okozott, hogy a keméfwitvalo
szaporodaskor a mikrobak oxigén igénye magas, malgekrotiter fotométer nem tud biztositani.

A zavarossag valtozasanak megallapitdsa ebbenedizersfotométerrel tortént, a torzseket
kémc$ben tenyésztettem.

A mérés soran 30 ml 24 oOrés sejttenyészetet leftggétam majd atmostam steril desztillalt
vizzel. A sejteket 30 ml desztillalt vizzel Gjrauszpendaltam, és meghatdroztam a szuszpenzid
sejtdiriségét Biirker-kamras sejtszamolassal. A sejtszangitassal 10 sejt/‘cm3-re allitottam be.
Kilenc kémcgbe 2,5 ml dupla koncentracioju,6ebleg meghatarozott kilenc kilonb®mennyiséd
keményiét és nitrogén-forrast tartalmazo taplevest, ille®® ml desztillalt vizes sejtszuszpenziot
mértem. A kémcsdveket 30°C-on enyhe rdzas matletibidltam. Az abszorbancia meghatarozasa 610
nm-en Secomam (Secomam, Uvi Light XT2, Franciagsfdtométerrel tértént éranként. Minden
esetben két parhuzamos meérést végeztem. Az adatibkdt Excel, majd Statistica 9.0 programmal

értékeltem Kki.

4.3.7. Laboratériumi fermentacio

A biomassza éhllitasa soran alkalmazott MonitShaker ine&zatdgép (Kambj Slovenia) egy
batch fermentor, amely 0,34 drasznos térfogattal rendelkezik, szabalyozhaténsékleti és razasi
feltételeket biztosit a teljes fermentacio soran.

A tapkdzegben oldott oxigén meghatarozasa egy entikods, sterilizalhato_oldott-oxigén
elektrédaval (ApliSens Sensor Innovation) tortéAz elektroda Clark-elve szerint itkodik. Az
elektrodakat minden mérésottl 24 6rara desztillalt vizbe helyeztem, polarigacgéljabdl, majd a
sterilizalast koveéten kétpontos kalibraciot végeztem. A 0 %-o0s, pé&tekhez az elektrodakat
oxigénmentes, natrium-szulfittal telitett deszlillavizbe helyeztem. A 100 %-0os érték

meghatarozasdhoz a desztillalt vizet tartalmazdikokat razattam (maximalis oldottD Ezen kivil
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a fermentacié megkezdesedtel100 %-o0s p@ értékre egypontos kalibraciot végeztem el, hogy a
rendszert a tapkozeg feltételeihez igazitsam.

A pH értéke szintén online tkods és sterilizalhatdé kombinalt elektrodakkal (ApliSedensor
Innovation) tortént. A pH meghatarozasanél is k@tként tortént a mintavétel. Az elektréda egy KCI-
dal toltott Uvegelektrod, igy kulon toltést nem ngél. Ahhoz, hogy megfelél értékeket lehessen
kapni, kétpontos kalibraciot kellett alkalmazni. AlB6 hatarérték egy 4-es pH-ju, a detgyy 7-es pH-
ju pufferoldat, melyeket éretesen készitettem el (pHydrin Tri-chek Buffer §ide Set, Micro
essential laboratory Inc. Brooklyn N.Y., 11210 USAz elektrédadk a MonitShaker szoftverével
egyuttmikddve minden 30. percben régzitették az aktualié<pH értékeket.

1000 ML sterilizalhatd, polikarbonat lombikokat kadltam fermentacids kisérleteim soran
(18. abra). A polikarbonat ellenall6 alkoholokkadpvenyi olajakkal, semleges és savas sokkal

szemben.

18. &bra Polikarbonat lombik

A miszer vezérlését a MonitShaker 1.5 (BIA d.o.0 Latwmoya and Process Equipment
Company Ltd., Slovenia) szoftver biztositia. A médatok feldolgozasa Excell-ben, statisztikai
értékelésik pedig Statistica 9.0 programban tartént

A mérés sordn 30 ml 24 éras sejttenyészetet lefiggéttam majd atmostam steril desztillalt
vizzel. A sejteket 30 ml desztillalt vizzel Gjrauszpendaltam, és meghatdroztam a szuszpenzio
sejtdiriségét Biirker-kamras sejtszamolassal. A sejtszafgtiissal 5*10sejt/cni-re allitottam be. A
kisérleteket 1 literes Erlenmeyer-lombikokban végez melyekbe 300 ml steril tapkdzeg kerilt. A
lombikok tetejét laza gyapotvatta dugoval zartanhteyy a steril allapot biztositva legyen, ugyarakk
a szén-dioxid ki tudjon jutni. A lombikokbdl kétd@wként mintat vettem, amelyeknél meghataroztam az
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abszorbanciat, emellett a pH-t, dsszcukor-, feh&geetanol tartalmat is mertem majd Birker-kamras
modszerrel meghataroztam a#-éts 0sszsejtszamot. Minden esetben parhuzamostnger&geztem
a pontosabb eredmények érdekében. A teljes folya@raal9. abra szemlélteti.

d&

R- 232 kébel

COM
egység

ko mmunikaciés kabel

AU
egység

v

mintak (minden méasodik

6raban a tovabbi méréshez)
(O} pH 0. pH

N /

két-két lombik parhuzamosan sejtekkel beoltva

19. 4bra A fermentor és a mérendszer folyamatabraja

4.3.8. Fénymikroszkdpos vizsgalatok
A mikroszkopos vizsgalatoknak két szerepe is volkisérletek sordn. Egyrészt a starter
kultarakbol kivett mintak sejtszamat mikroszkdppataroztam meg Blrker-kamra segitségével és ez

alapjan allitottam be a lombikok kezdeti sejtszaBta0°® értékre, masrészt a fermentacié soran levett

mintakban mikroszkép segitségével allapitottam aegb/holt sejtaranyt. Mindegyik vizsgalat Carl

52



ANYAGOK ES MODSZEREK

Zeiss mikroszkopon (Olympus SZX7, Németorszag)eétirt A kezdeti sejtszam bedllitAsahoz a
starterkulturakbol vett mintakat 100-szorosra loitdim. A higitott mintabdl ezutan 10 pl-t a Birker-
kamréra helyezve és 40x-es objektivet hasznahadm®bm meg a starter kultira sejtszamat.

4.3.9. Vitélis festés

A keétorankeént levett mintak esetében az & holt sejteket megkiulonbodztetésére alkalmaztam
ezt a festési eljarast, melynek Iényege, hogy @seajtek sejtmembranja nem ereszti at a Rhodamine-B
neuvi festéket, nem fe&tinek meg, igy a mikroszkop alatt fehér szinben d&gmegjelenni. A holt
sejtek sejtmembranja azonban atei®sztvalik, ennek kovetkeztében a mikroszkop alattdbo
szinmekkeé valnak. 50 pl mintdhoz 5 pl Rhodamin-B oldas®ppentettem, majd 10 pl-t rdpipettdztam
a Burker-lemezre, leszamoltam 10 leen az & és holt sejteket, végul a meghataroztam &zésl

holt sejtek szazalékos aranyat.

4.3.10. Fehérjetartalom meghatarozasa

A mintdk fehérjetartalmdnak meghatarozasdhoz a dvBturet modszert alkalmaztam

(http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/labs/Cell_IBay/Microbiuret/Microbiuret.htm). Lényege, hogy

a modszer soran a mintahoz Micro-Biuret reagenstnadmelynek rézionjai a fehérje peptidkotéseivel
komplexet képeztek, az oldat kékes ggénvalt. A szin intenzitasa pedig aranyos volt lanew
fehérje koncentracidjaval.

Micro-Biuret reagens:

LA” oldat:

40 g NaOH

100 ml desztillalt viz (NaOH feloldasédhoz)
,B” oldat:

400 mg CuSO4

40 ml desztillalt viz (CuSO4 feloldasahoz).

1) a,B” oldatot ebszor kiegészitem desztillalt vizzel 150 ml-re.
2) a ,B” oldatot keverés mellett 6vatosan az ,Adathoz ontém

Fehérjetartalom méréséhez sejtmentes fellliszdtaszikség, ezért a meghatarozastted
mintakat centrifugaltam. A fellliszobdl 2 mi-t kekiivettaba pipettaztam, majd hozzaadtam 1 ml
Micro-Biuret reagenst. A mintakat Secomam XT2 spdktométeren, 310 nm-es hullamhosszon
mértem, vakoldattal szemben, mely fellilisz6 helgesiztillalt vizet tartalmazott. A kapott értékeket

kalibracios egyenes egyenletébe behelyettesitae ésetleges higitasokkal visszaszorozva megkaptam
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az adott minta fehérjetartalmat. Ahhoz, hogy a akiriehérjetartalmat pontosan meg tudjam hatarozni,
kalibracios egyenesre volt szikség. Ennek elkészisoran élesitivonatot készitettem, melynek
koncentracidja megegyezett a fermenticiés taptdlajp megtalalhaté  élegkivonat

V4

alapjan készitettem el a kalibraciés egyenest.

4.3.11. Osszes szénhidrat tartalom meghatarozasa

Osszcukor tartalom meghatarozasahoz a fenolos mddaikalmaztam (HERBERT et al.
1971). A mébdszert az 1950-es években fejlesztddtédredetileg tiszta cukoroldatok méréséhez, de a
késsbbiekben dsszes szénhidrattartalom meghatarozéshesznalni kezdték. A mddszer sordn 1 ml
mintat kémcébe pipettaztam, adtam hozza 1 ml 5 %-os fenolt] 96%6-0s kénsavat, majd 10 percig
elszivofilke alatt hagytam allni, ezutan 20 per8@fC-ra tettem. A 20 perc leteltével 490 nm-en
mértem a vakoldathoz képest a szinvaltozast. A ldakoa minta kivételével mindkét masik
komponenst tartalmazta.

Ahhoz, hogy a mintdk szénhidrat tartalmat meghatam, szikség volt kalibracidos egyenesre
is. Kalibracio soran ismert koncentracioju glukibetve laktdz oldatot készitettem, éidthigitasi sort
csinaltam és a sor tagjaihoz agkddiekben leirt mennyiségben adtam fenolt, illetéaedavat, majd az
allasi i letelte utan 490 nm-en mértem az abszorbanci&apbtt értékek alapjan megszerkesathet

volt a kalibraciés egyenes.

4.3.12. Etanoltartalom meghatarozasa

A mintdk etanoltartalmanak meghatarozdsara a Megazgég (Megazyme International
Ireland Ltd., Ireland) Ethanol Assay Kit-jét hasitadn.

A modszer két egymast koveteakcion alapszik. Az @lsreakcioban - melyet az alkohol-
dehidrogenéaz (ADH) enzim katalizal - az etanol®hérozzaadott NABbOI acetaldehid és NADH +
H* lesz. Az ezt kbvétreakciéban az acetaldehidis a NAD-bol ecetsav és NADH + Hceletkezik.
A katalizaldst ebben az esetben az aldehid-deleddog enzim (AlI-DH) végzi. Az igy képdott
NADH mennyiségét lehet mérni a 340 nm-es hullamimssebBl allapithaté meg az etanol tartalom.

A folyamat elve:

ADH
etanol + NAD® — =  acetaldehid + NADH + H*
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Al-DH
acetaldehid + NAD* + H,O —— = ecetsav + NADH + H*

A mébdszer 0,25 és 12 g etanol tartalom kozothlise Ez azt jelenti, hogy a mintdkat ugy kell
higitani, hogy a 0,1 ml felhasznalt mintaban 0042 g/l koz6tt legyen az etanol koncentracioja.

A mintdk higitasa utan elkészitettem a vak oldémta mérend mintat. Osszekevertem az
oldatokat, majd 2 perc mulva leolvastam az absrmiba (A)). Az alkohol dehidrogenaz hozzdadasa
utan elinditottam a reakciét. Kb. 5 perc eltel@nismét leolvastam az abszorbanciad) (A

Az etanol tartalmat a kdvetk&egyenlettel szamoltam ki:

2,5486,07
c= * AA etanol
6300"0110*2
Ahol:
2,54 = 0Ossztérfogat (ml)
46,07 = etanol molekulattmege (g/mol)
6300 = NADH extinkcids koefficiense 340 nm-en(Iiifrcm™)
1 = fénydt hossza (cm)
0,10 = minta térfogata (ml)
2 = 2 mol NADH keletkezik minden mol etanolbol

AActance Az — A1 abszorbancia kilonbség. Mind a vak, mind a misgtében meg kell
hatarozni az A — A; kllonbséget AA), majd a mintdk abszorbancia-
kilonbségeibl kivonni a vak abszorbancia-kilonbségét és igy kapbgaté a

AAetanol
4.3.13. Eleszigombéak nehézfém szorpcidja

A kisérlet soran laboratériumi koéralmények kozdéaditott modell oldatot alkalmaztam, mely
a kovetked fémeket tartalmazta: krom (Cel réz (CuCf), kadmium (CdGl * 2,5H,0), ezist
(AgNO:3) és cink (20 mM ZnG). Az oldat pontos Osszetételt a 27. tablazatbatetiem fel. A szaritott
éleszégomba sejteket a modell oldatban szuszpendaltam ligyy a sejtkoncentracio 20 mg/ml
legyen. A szuszpenziét 30°C-on 80 rpm-mel 30 per&impttam. Kezelés utan a sejteket 4000 rpm-es

centrifugalassal elvélasztottam a felUluszotol, ymek fémtartalom meghatarozasa ICP-AES

berendezéssel tortént.
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4.3.14. Eleszt'sejtek fémkax képességének meghatarozasa

El6 és a Bvel inaktivalt (szaritott) sejteket a kovetkeEmek hatasanak tettem ki: eziist, krom
(VI), 6lom, réz, nikkel és kadmium, amelyeket aabdli sok oldatainak forméjaban alkalmaztam: 20
mM AgNQOs;, 20 mM K,CrOq4, 20 mM Pb(NQ)2,20 mM CuSQ, 20 mM NiCh és 20 mM CdS©

A fémkotést a kovetkézmadon hataroztam meg:

A feluliszo6 fémtartalma ICP-AES (ICAP-61, Thermaréh Ash, USA) méreési technikaval
keriilt meghatéarozasra, amelyet a Budapesti Conigy®tem Elelmiszertudomanyi Kar Alkalmazott
Kémia Tanszékén végeztek el. Az ICP-AES a legmaddrnniiszeres analitikai modszerek kozé
tartozik. A gyorsasag, ill. a csekély zavar6hataatinaz ICP sugarforrassaltkodd spektrométerek
idealis analitikai rendszerek kémiai elemek vizesiém vizes oldatokbdl tort€émimeghatarozasara. A
kontroll fémoldat és a felllusz6 fémtartalmanakokiliisége utal a fémkotés mértékére. Az ICP-AES
méréssel kapott adatok megadtak, hogy a felllusegtsnyi fémion maradt ml-enkéntfCHa ezt az
fémionok mennyiségét (L kapom meg. Ha ezt az értéket elosztom a sejteedgével (M), akkor

megkaptam a torzs fémmegkdépességét mg/g szarazanyagban (Q).

C-&)/M=Q

Fémkotés mérése szaritott &5 lglbmassza esetén

Széritott biomasszaddllitasa:

A 24 oras YEPD taplevesben tenyésztett éteszuszpenziobdl 1 mi-t 300 ml YEPD
taplevesbe oltottam. Az éleégejteket 180 rpm-mel razatva, 30 °C-on tenyésnteP4 oran keresztiil.
A sejteket lecentrifugaltam, atmostdiket steril desztillalt vizzel, majd Ujra centrifligdn. A nedves
sejttbmeget Petri-csészébe rétegeztem és 80°Cioegéidlanddsagig szaritottam. A megszaradt
sejttbmeget dérzsmozsarban homogenizaltam.
Elé biomassza ékészitése:

A méréshez 20 mg szaraz sejttdtmeggel egyenértek oran keresztil 30°C-on YEPD
taplevesben tenyésztett sejteket hasznaltam.

A biomasszak éHllitast koveben a szaritott sejtekbszuszpenziot készitettem: 20 mg szaraz

sejttomeghez 1 ml 20 mM-os fémionokat tartalmaztamlt adtam, majd 8G-on 80 rpm-mel 30
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percig razattam. Ezt kougn a sejteket 5 percig centrifugaltam 4000 rpm-iela fellliszot

ledntéttem, melynek fémtartalom meghatarozasa |IES-Aéréssel tortént.
4.3.15. Nehézfémek cellularis eloszlasanak vizsgalata

4.3.15.1. A fémionok cellularis megoszlasanak vizsgalatd éejtekben

Az egyes sejtalkotékbol a fémionok kinyerésére WHIEs GADD (1986) maddositott
modszerét alkalmaztam a kovetkemodon (VARGA & MARAZ, 2002): 20 mg/ml széritott
éleszéhtz 20 mM-os nehézfém oldatot mértem. A szuszperz® °C-on fél 6ran at 80 rpm
fordulatszammal razattam. Ezt kodenh a sejteket centrifugalassal elkilonitettem @dskotol, majd
kétszer mostamiket ionmentes vizzel. A sejtfalhoz ionosan koét@ttidnok eltavolitdsahoz a sejteket
50mM EDTA-Na (pH7) oldattal mostam. Az intracellularisan oldéémek kivonasara 0,7 M-os
sorbitol-DEAE-dextran-t hasznaltam. A citoplazma nmbedn teljes permeabilizaci6jat a sejtek
Malachit-zold festékkel valé megfestésével alleztem. A teljes membran széteséseét metil-alkoholos
kezeléssel sikerdlt elérni.

Viszonylag magas nehézfém és biomassza koncertraeigznéltam a fémek celluléris

eloszlasanak pontos detektalasara. A mikroeleraltant meghatarozasa ICP-AES méréssel tortént.

4.3.15.2. A fémionok cellularis megoszlasanak vizsgalata st sejtekben

A fémek sejtes megoszlasanak meghatarozasahozitmttzejteket a 4.3.14. fejezetben leirtak
szerint készitettem &l Kontrollként éb sejteket hasznaltam.

Az oldhato6 frakcioban megkotott féemek meghatardzésanind az €l, mind a szaritott sejtek
esetében a sejteket 0,7M pH7-es MOPS pufferrek&edtmostam. Szaritott sejteknél azt a frakciot,
melyet mosassal nem tudtam eltavolitani, szervdgiitt frakcionak tekintettem. Az &lsejtek
sejtfalnoz ionosan kotétt frakcidjat a nehézféemaszarpcidjaval hataroztam meg. A megmaradt,

fémmel dusitott, sejtalkotokat intracellularis ftadnak tekintettem.

4.3.16. Eld sejtek rogzitése a hordozora

A rogzités el§ lépésében a 4.3.2. fejezetben leirtak alapjaneszte torzsekidl inokulumot
készitettem. Mindegyik kéméke 1 db tablettat helyeztem, melyekhez 1-1 ml geersziot adtam,
majd 30 °C-on 80 rpm fordulatszammal razattéket. 4 és 24 Ora elteltével metilékék festékkel
megfestettem a sejteket és mikroszkoposan vizsgathidroxiapatit tablettdkon valé Kokesuket.

57



ANYAGOK ES MODSZEREK

4.3.17. Metilénkékes festés

A tablettdkat 5 masodpercig desztillalt vizben raosta sejteket etanol: éter (1:1) keverékében
fixaltam, majd 5 masodpercig metilénkék festékk®B(g metilénkék + 30 ml 96%-o0s etilalkohol,
oldédas utan d.vizzel 1000 ml-re kiegésziteni, megitépapiron atsirni) megfestettenmdket. A
felesleges festéket desztilalt vizzel ledblitetténsejtek szaporodasat és a tablettahoz valo tapadt
sztereo mikroszkop (Olympus SZ2 ILST) alatt viztayal.

4.3.18. A pH hatasa az immobilizacié hatékonysagara

A pH hatdsanak vizsgélatdhoz a 4.3.2. pontbarakesterint inokulumot készitettem. 20mM
MOPS foszfat puferral pufferelt YEPD kozegekben fpl8 és 7) vizsgaltam a sejtek rogzilését a
tablettahoz. Kontrollként nem pufferelt kozeget afthaztam. Az inkubdlds 3C-on 80 rpm-mel
tortént. 24, 48 és 72 oOra elteltével kivettem Ilildttat az oldatbol, metiléenkékkel megfestettem és

sztereo mikroszkop alatt vizsgaltam a tablettatekkgl valo lefedési aranyat.

4.3.19. A sejtfelileti hidrofébicitas meghatarozasa

A hidrofébicitds meghatarozasa van der MEI et(4P93) mddositott modszere alapjan tortént.
A vizsgalandd torzsek sejtjéib a 4.3.2. fejezet alapjan inokulumot készitetteazt kdvebten
kicentrifugaltam a sejteket majd 10 mM-os KH2POM (b 3) polaros oldészerben szuszpendaltam kb.
0OD600=0,5-6s értékre, majd 10%-os xilol hozzaadésda intenziven kevertem. A vizes fazis keverés
elotti és keverés utani OD értékének mérésével, dibakgyenlet alapjan meghataroztam a térzsek
hidrofobicitasi indexét (Hi):

Hi = log (At/AO * 100)

ahol At: vizes fazis OD600 értéke keverésttel

AO: vizes fazis OD600 értéke keverés utan

A sejtek felszine Hi > 2 felett hidrofébnak tekiath

4.3.20. Sejtfal kezelések optimalasa rogzités céljabdl

A 4.3.2. alfejezetben leirtak szerint inokulumotskiéettem. A sejteket YEPD tapoldatba

oltottam, majd a sejtszamot “1€ejt/ml koncentraciéra allitottam be. Ezutan g#lazatban feltiintetett
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4.tablazat A sejtfalkezeléseknél alkalmazott reagensek éanpétereik

Reagensek Koncentracio Kezelési &k Hatds meghatarozasa
|.Detergensek | Hecameg 5mM 1,2,3,4,50ra feloldott fehérje
(Merck) koncentracio mérése
SDS 1% 15, 30, 45, 60 perc feloldott szénhidréat
(Reanal) koncentracio mérése
Szarkozin 1% 15, 30, 45, 60 perc feloldott szénhidrat
(Reanal) koncentracio mérése
Il. Proteazok |Pronaz 200 pg/mi 30, 60, 90, 120 perc| feloldott szénhidréat
(Merck) koncentracio mérése
Proteinaz K |200pug/ml 30, 60, 90, 120 perc| feloldott szénhidrat
(Sigma) koncentracio mérése
l1l. Sejtfal Lysing enzim [250pug/ml feloldott szénhidrat
old6 enzim (gigmga) 500pg/mi 15, 30, 45,80 perc 1} centracio mérése

oldészerekkel és enzimekkel kezeltem a sejtfalajdmmeghatéarozott ékézonként meértem a sejteidb
kioldott fehérjék (4.3.10. alfejezet) ill. szénhativk (4.3.11. alfejezet) mennyiségét.
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5. EREDMENYEK

Az éleszégombak nagy éhye, hogy sokféle és olcso taptalajon tenyesékhéermentalhatok,
sejtméretik a baktériumokénal joval nagyobb és ibaditasuk egyik jellemge sejtfaluk
Osszetételének és szerkezetének sokfélesége. Aelzétnédelem szempontjabdl oOriasi jetesdggel
birnak azok az éles#tjok, amelyek lehété teszik tobb folyamat dsszekapcsolasat. llyerd#aul a
keményib, illetve a laktoz tartalmi melléktermékeken szapor képes fajok, amelyek kidsh majd
bioszorbensként, vagy biofilterként is hasznosithdERGAS & CARDENAS-GONZALEZ, 2004).

5.1. Eleszioggomba torzsek sirése keményishasznositas szempontjabol

Kemeényibt szamos mewgazdasagi termék magas koncentracioban tartalmazed, olcso és
j0 szubsztratot képez a mikroorganizmusok szamftemenyié bontasat kilonbd@zexo- és endo-
amilazok végzik. Azn-amilazok az éleségombak kozil elssorban aLipomyces Debaryomyce®s
Saccharomycopsifajoknal fordulnak €, azonban pH ésémérséklet optimumuk jeletgen eltérhet
egymastol.

A keményibt, mint egyeduli szénforrast tartalmazo taptalajokaloé szaporodasi képesség volt
az el$dleges szempont a kemédjontd élesztgomba fajok/torzsek #irése (screenelése) soran. A
sziréshez a 2. tablazatban feltiintetett 4 étggmnhba fajhoz tartozé 15 tdrzset vizsgéltam meg
keményié szénforrast tartalmazo taptalajokon valdé szap@@r@mpontjabol. Valamennyi torzs jol
szaporodott keményih, de a termelt biomassza szempontjabol eltérésmpasztaltunk. A kivalasztott
torzseknél meghataroztam a sejthozamot kem&nyétplevesben. Naponta azonogpiohtban vettem
mintakat, melyekbl szaraz sejtttmeget mértem. A méréseket addigl@montig végeztem, amig a
meért szaraz sejttomegben mar csokkenés kovetkéeettA meért sejttdmegek maximalis értékét
hasznaltam fel a hozam, illetve a hozam konstaksziémitasanal.

A 20. 4bran bemutatott eredmények szerihipppmycesfajok kivételével mindegyik vizsgalt
faj torzsei meghaladtak a 0,4-es biomassza hozkemaényié C-forrason.
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0,8

Hozam Y

20. dbra Keményithasznosité térzsek szaporodasa keméigAtorrason

A Lipomycesnemzetséghez tartozo6 torzsek kisebb hatékonységgahaltak fel a kemengit
mint a S. fibuligera CCY 42-3-1 torzs, melynél a hozamkonstans is anéggasabb tartomanyba
tartozott. ADeb.occidentaligérzsek hasonlé hatékonysaggal birtak, a hozam&os$,5 — 0,7 kozott
volt (KAKONY!I és mtsi., 2006).

A kapott eredmények alapjan az alabbi torzseketszébttam ki a tovabbi vizsgalatokhoz:

Saccharomycopsis fibulige@CY 42-3-1
Debaryomyces occidentalis var. occidentigs8
Debaryomyces occidentalis var. occident&liSY 47-3-9
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1

A S. fibuligera CCY 42-3-1 azért lett kivalasztva, mert ez mutatdegjobb biomassza
hozamot. Egysejtsarjadzo éleséjomba, amely a kemén§itaerob uton (Iégzéssel) bontja le.

A Deb. occidentaligbrzsek morfologiajukban hasonlitanals afibuligeratdrzsekhez, azonban
ezek képesek a kemértydnaerob erjesztéseére is.
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A L. kononenko€CY 33-4-1-et azért valasztottam ki, mert fonalasadrévén hasznos lehet az
immobilizalas szempontjabdl. A. fibuligera CCY 42-3-1-hez hasonléan ez a faj sem képes

erjesztéssel asszimilalni a keméniit

5.2. Eleszsgomba torzsek sirése laktoz hasznositas szempontjabol

A tejipari melléktermékek nagyrészt laktoz szérdestrtartalmaznak, ezért olyan fajok torzseit
szirtem lakt6z tartalmi taptalajon vald szaporoddsmgmmtjabol, amelyek ezt a szénforrast
hasznositani képesek. A torzsek egy része totigegyenyben fenntartott térzs volt, masrésziketgedi
korabban, tanszékinkon VASDINYEI (2003) tejtermekiekiletétl izolalta. A K. lactis és K.
marxianusfajok a legismertebbek ilyen szempontbdl és blutetdgiai alkalmazasuk is sok#ietA
DekkeraésDebaryomycesemzetségekhez tartozo fajokndl is jellérfehet a lakt6z hasznositas, de a
Rhodotorula, Schizosaccharomy@&sGeotrichumfajoknal nem ismert. Vizsgalataim igazoltak ezeket
a faji vagy nemzetségi jellerdizet, mivel a tejtermékekl izolalt térzsek egyike sem volt képes a
laktozt egyeduili szénforrasként hasznositani, zahiikeg a tejtermékek tejsav tartalmat asszimilalva
tudtak szaporodni. Valamenniiluyveromycesorzs jol szaporodott azonban laktézon, de a tdrmel
biomassza szempontjabdl eltéréseket tapasztalthnalfea).
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21. abra Lakt6z hasznosito éle$gomba torzsek szaporodasa gliikdzon és laktézon
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Legjobbnak a tejtermékekbizolalt torzsek, &. lactis NU aK. marxianus NBes aD. anomal
VT bizonyultak ezért ezeket valasztottam ki tovabbi vizsgalatokhnoint legnagyobb sejthozamot
mutatd torzseket. Egyes torzsek szaporodasa laktdmmkozelitette,i$ esetenként meg is haladta a
glilkzon mutatott szaporodast, ami laktofiliard (KAKONY| és mtsi., 2005).

5.3. A kivalasztott éleszétorzsek biomassza éallitasanak vizsgalata €s optimalasa

A szén- és nitrogén forrasok jeléastszerepet jatszanak a mikroorganizmusok novekbdgasé
Célom volt a szén- és nitrogénforrasok koncentjaoak és aranyanak optimalasa. Kozponti
elrendezés kisérlettervezési modszert alkalmaztam a taptaagonensek  optimalis
koncentraciéjanak meghatérozésara.

A kisérlet soran kulonbézszerves és szervetlen N-forrasokat (étdsebnat és ammonium-
szulfat) kombinaltam kilonbéz C-forrasokkal (glikéz, kemeényités laktdz). Kontroll kisérlet
folyamén glik6zon vald szaporodast vizsgaltam é&é&szonat, majd ammonium-szulfat jelenlétében.
Tovabbiakban gliik6z helyett kemértygzénforrason ismételtem meg a kisérl&efibuligeraCCY
42-3-1, Deb. occidentalisY758, Deb. occidentalisCCY 47-3-9 ésL. kononenkoeCCY 33-4-1
torzsekkel, ill. laktéz szénforrasafi lactis NU, K. marxianusNB ésD. anomalaVT éleszégombak
esetén

Méréseim sordn hasonl6 szaporodasi gorbéket kaquaggyes térzseknél, ezeket vettem alapul
a matematikai modell alkalmazasahoz. Optimalis kétésnél, altalanos elvként, a szaporodasi
stacioner fazis kezdeténél kapott értékekkel vemgeztl a sztatisztikai értékelést. A glikoz és laktd
hasznositod térzseknél a szaporodasi kinetika mégirtsa Multiskan berendezés segitségével tortént
a 4.3.6.1. pontban, mig a keméfiyiasznositoknal a 4.3.6.2. pontban leirtak szerint.

5.3.1. A glukéz és élesdikivonat koncentraciok optimalasa

A monoszaharidok kozul a glukéz a gombak dotbbbsége szamara jol hasznosithato
szénforrds. J6 alapanyagnak szamit mind a lég4ad, pedig a fermentécid folyaman, hiszen barmely
éleszd szadmara minden enzimatikus hidrolizis nélkul héatet) (Nelson, 2004).

Munkam soran a kovetkézéleszégomba torzseket alkalmaztam ennél a kisérlet&el
fibuligera CCY 42-3-1 L. kononenko€CY 33-4-1 Deb. occidentalis CC¥%7-3-9 Deb.occidentalis
Y758, K. lactisNU, K. marxianud\NB ésD. anomalavT.

Az optimélas soran a stacioner fazis kezdeti émékaneghatarozott Ofgs értékeket a 5.

tablazat mutatja.
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5. tablazat: ODsgsnm €rtékek egyes torzseknél kilonBagpikdz és élesékivonat koncentraciok
mellett a stacioner fazis elérésénél

OD595nrr
-) ) ) © B L P 2
prd 2 g QD =Y <™ I o
Kisérleti pont 2 . @ m S~ =g Q| Ee55]|85D
g |¥5%| 57 | &5 [T ex|8%y| %"
) c . e c O o 0O o
4 (@] n O ~ 0O o0 o
likéz éleszb
9 kivonat 15 6ra 7 Ora 8 Ora 6 Ora 23 6ra 8 ora 8 Ora
(g/L) (/L)
15 5 1,07 1,37 1,18 1,22 1,39 1,08 2,60
15 9,2 0,94 1,31 1,26 1,17 1,28 0,94 1,99
29,2 5 0,99 1,33 1,22 1,21 1,24 1,12 2,43
15 0,8 0,84 0,92 0,88 1,15 1,29 1,09 2,70
0,8 5 0,36 0,34 0,33 1,12 1,52 1,16] 2,83
25 8 1,00 1,20 1,40 1,26 1,29 1,09 1,98
25 2 1,03 1,27 1,28 1,27 1,27 1,19 2,67
5 2 0,82 0,82 0,81 1,21 1,28 1,19 2,67
5 8 0,75 0,80 0,77 1,24 1,15 1,25 2,33

A S. fibuligeraCCY 42-3-1 mutatta a leggyorsabb ndovekedést. $etjeek mar 6 ora elteltével

beléptek a stacioner fazisba, nem sokkal utanattéwezt aDeb. occidentalisY758 és aDeb.

occidentalisCCY 47-3-9 is, majd &. marxianusNB, aD. anomalaVvT, nem sokkal utanuk pedigka

lactis NU, mig aL. kononenkoeCCY 33-4-1 csak joval kébb, 23 6ra utan kertlt ugyanebbe az

allapotba.

A kivélasztott modell alapjan regresszios analiziégeztem a STATISTICA 9.0 szoftver

csomag segitségével. Variancia analizis utan (AND&®égeztem a linearis regressziét a modellben

szerepd egyltthatok meghatarozasara. A kapott eredménygeketablazatban mutatom be.

6. tAblazat:Regresszids koefficiens;jlés a valdsziiségi (p) értékek kiulonbdzdorzseknél

K. lactis | K. marxianus| D.anomala | S. fibuligera L. Deb. Deb.
NU NB VT CCY 42-3-1| kononenkoe| occidentalis| occidentalis

CCY 33-4-1| CCY 47-3-9 Y758

15 6ra 7 Ora 8 ora 6 Ora 23 ora 8 Ora 8 ora

b | p| b p bi plb|p|b|lp|]b|p]|b p

bg | 0,29 0,43] -0,08| 0,87 0,281 044 1,11| 0,01 1,290 0,04 1,1% 0,912,56 0,00
b, | 0,07 | 0,10] 0,11 | 0,05 0,07 o009 o0, o047 0,00 0p5 -001 , 400 0,79
b, |-0,00|0,13] 0,00 | 0,09| -0,00f 0,24 -0,0p0,88| 0,00 0,74 0,04 0,3-0,00| 0,94
bs; | 0,06 | 0,57 0,16 | 0,31 0,03 083 0,0 04 0,06 06 0J02 ,&812 0,10
b, |-0,00|0,52]-0,00] 035] -0,00f 0,84 -0,0p0,84]| -0,01] 0,40] -0,00| 0,99 -0,02| 0,04
bs | 0,00 | 0,89] 0,00 | 0,90 0,00f 064 0,09 0749 0,0 00 -000 @,4B00| 0,10

A 95%-ban szignifikans értékeket pirossal jeloltem.

64



EREDMENYEK

Ennek alapjan a kovetkézeir6 modelleket tartom elfogadhatdnak:

Y« = 0,29 + 0,07*x+ 0,06*x°

Yim = -0,08 + 0,11*x+ 0,16%x° - 0,01*x*X
Ypa = 0,28 + 0,07*x+ 0,03*%,

Yse=1,11 + 0,01*x+ 0,02*x°

Yk = 1,29 + 0,06%¢ — 0,01*%*X

Y bocey= 1,18 — 0,01*x +0,02*x°

Yooy= 2,56 + 0,12%¢ — 0,02*%*X

A sejttbmeg alakulasat a glukoz és az étdgebnat koncentracio fliggvenyében a 22-23.

abrakon mutatom be:
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22. 4bra K. lactisNU (A.), K. marxianud\B (B.) ésD. anomalavT (C.) sejttémeg alakulasa a
gliik6z és az élesitivonat koncentracié fliggvényében
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23. abra S. fibuligeraCCY 42-3-1(A.), Deb. ocidentali¥ 758 (B.), Deb. occidentali€CY 47-3-9
(C.) és d.. kononenko€CY 33-4-1 (D.) sejttémeg alakulasa a gliikoz éélagztkivonat
koncentracié fliggvényében

5.3.2. A gluikdz és az ammonium-szulfat koncentraciok optidlasa

Ebben a kisérletben &. fibuligeraCCY 42-3-1, aDeb. occidentalisCCY 42-3-1 és deb.
occidentalis Y758 élesazigomba tdrzsekkel dolgoztam, ahol az ammédnium-szyfakozzal valo
egyuttes hatasat vizsgaltam a biomassza hozamasae.nA L. kononenkoeCCY 33-4-1 nagyon
rosszul szaporodott szervetlen nitrogénforraso@rterem lehetett mérni a szaporodasat sem glikoéz -,
sem pedig keményitts ammaonium-szulfat kombinacioban (5.3.4. fejezet)

A kivalasztott modell alapjan regresszidés analizisajd a modellben szerépkgyutthatdok

meghatarozaséra lineéris regressziét végeztempétkaredményeket a 6-7. tablazatok mutatjak.
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6. tablazat: ODsgsnm értékek egyes torzseknél kilonbdagikoz és
ammonium-szulfat koncentraciok jelenléte melledtacioner fazis elérésénél

L ODsgsnir
Kiserleti pont S. fibuligera | Deb. occidentalis| Deb. occidentalis
— CCY 42-3-1 CCY 47-3-9 Y758
- | amménium
glukoz szulfat . < <
(g/L) 24 ora 24 Ora 24 Ora
(/L)
15 5 0,75 0,72 1,91
15 9,2 1,04 0,77 2,16
29,2 5 1,06 0,78 1,86
15 0,8 0,98 0,97 1,57
0,8 5 1,08 0,89 1,29
25 8 1,02 0,81 2,00
25 2 0,77 0,82 1,68
5 2 1,17 0,85 1,74
5 8 0,93 0,78 2,03

7. tablazat:Regresszios koefficiens;l&s a valosziiségi (p)
ertékek kulonbdztorzseknél

S. fibuligera | Deb. occidentalis | Deb. occidentalis
Regresszios| CCY 42-3-1 CCY 47-3-9 Y758
koefficiens 24 ora 24 ora 24 6ra
bi p b p b p

bo 1,74 | 0,00 1,15 0,00] 1,24 0,09

b, -0,07 | 0,03] -0,02 0,22 0,05 0,36

b, 0,00 | 0,06 0,00 0,27 -0,00 0,38

bs -0,18 | 0,05 -0,10 0,12 0,04 0,81

b, 0,01 | 0,10 0,01 0,17 0,00 0,92

bs 0,00 | 0,06 0,00 0,66 0,00 0,95

A 95%-ban szignifikans értékeket pirossal jeldltem

Ennek alapjan a kovetkéteir6 modelleket tartom elfogadhaténak:

Yse=1,72 — 0,07*% 0,18*x° + 0,01%*x 2
Ybocey= 1,15 — 0,02%x - 0,10*x, + 0,01*x*X »

Yooy = 1,24 + 0,05%x + 0,04*x°

A sejttdbmeg alakulasat a glikoz és az ammoniunfazikdoncentracio fuggvenyében 24.

abrakon mutatom be:
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i ey

24. dbra  Deb. occidentali€CY 47-3-9(A), S. fibuligeraCCY 42-3-1(B) ésDeb. occidentalis
Y758 (C)sejttbmeg alakulasa a gliik6z és az ammaénium-saudfétentracio fliggvényében

5.3.3. A keményité és élesatkivonat koncentraciok optimalasa

Ennél a kisérletnél &. fibuligera CCY 42-3-1, aL. kononenkoeCCY 33-4-1, aDeb.
occidentalisCCY 42-3-1 és ®eb. occidentalisy758 éleszigomba torzsekkel dolgoztam, melynek
soran a keményités az élesékivonat egylttes hatasat vizsgaltam a biomassnaetésre nézve. A
kapott eredményeket a 8. tablazat mutatja.
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8. tablazat: ODsgsnm értékek egyes torzseknél kulonbdemeényib és éleszikivonat
koncentraciok jelenléte mellett a stacioner faiséséenél

Kisérleti OD5§5nm
'serlett pont S. fibuligera | L. kononenkoe | Deb. occidentalis| Deb. occidentalis
keményi | éleszbkiv. CCY 42-3-1| CCY 33-4-1 CCY 47-3-9 Y758
(g/L) (g/L) 20 ora 20 ora 20 ora 7 6ra
15 5 2,04 0,71 2,48 1,15
15 9,2 2,29 0,98 2,38 1,16
29,2 5 1,32 0,77 2,78 2,46
15 0,8 1,51 0,56 2,00 2,36
0,8 5 1,42 0,61 1,59 1,21
25 8 2,30 0,89 2,77 2,50
25 2 2,11 0,83 2,67 2,44
5 2 1,20 0,95 2,14 2,06
5 8 2,11 0,86 2,12 2,12

A Deb. occidentalisy758 mutatta a leggyorsabb ndovekedést, a kultina#da utan elérte a
stacioner fazist. Ezzel szemben a masik harom tésak 20 6ra elteltével kerilt ugyanebbe az
allapotba. A kapott eredményekre masodfokl polinorliesztve kaptam meg a regresszios

koefficienseket és a valdszsegi értekeket, melyeket a 9. tablazatban tintefiém

9. tdblazat: Regresszios koeficiensi(lés a valosziiségi (p) értékek kilénbdzdrzseknél

S. fibuligera L. kononenkoe | Deb. occidentalis| Deb. occidentalis
Regresszios CCYy 4,2-3-1 CCYy 3,3-4-1 CY 4?-3-9 Y7,58
koefficiens 20 ora 20 ora 20 ora 7 ora
bi p bi p bi p bi p

by 0,38 0,67 0,92 0,13 1,46 0,08 3,25 0,09

by 0,12 0,18 -0,01 0,75 0,06 0,31 -0,11 0,42

b, -0,00 0,29 0,00 0,81 -0,00 0,58 0,00 0,26

b, 0,18 0,53 -0,07 0,62 0,10 0,58 -0,55 0,27

b, 0,00 0,98 0,01 0,57 -0,01 0,59 0,05 0,29

bs -0,01 0,38 0,00 0,72 0,00 0,82 0,00 1,00

Ennek alapjan a kovetkéteir6 modelleket tartom elfogadhaténak:

Yse= 0,38 + 0,12*x + 0,18*%°— 0,01*%>
Yk = 0,92 — 0,01%% 0,07*%° + 0,01*X*X »
Y bocey = 1,46 + 0,06*x+ 0,10*%° -0,01*¥*X »

Ypoy= 3,25 — 0,11*% 0,55*x° + 0,05*x*X »
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A S. fibuligereaCCY 42-3-1 esetében egyik regresszios egyitthatd sem mutetetivs
hatasokat a 95%-0s szignifikancia szint mellett.ydsg tényedk hatasa azt mutatja, hogy az
magasabb biomassza hozamot kellene eredményeznie.

A L. kononenko€CY 33-4-1 esetében sem mutatott egyik regresgggstthatd sem jelefd
hatasokat a 95%-0s bizonyossagi szint mellett, oniszaz eredményekb levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a két faktor koncentraciojamakelése a biomassza novekedését eredményezi.

A Deb.occidentali€CCY 43-3-9 élessgomba esetében g és g értékek ugyitnik, hogy 95%-
ban szignifikAnsak. Ez azt jelenti, hogy a két eaykolcsonhatasban all egymassal a vizsgalt
tartomanyon belll. A kapott eredményékkevonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy az éldsezonat
optimuma a 0,4% - 0,7% kozo6tti tartomanyba esik,aékeményit koncentracidé megnévelése a
biomassza emelkedését eredményezheti.

A Deb.occidentalisY758 esetében az élegkivonat koncentracié optimuma 0,7%, mig a
eredményezés érdekében.

A sejttomeg alakulasat a keméyés az élesékivonat figgvényében a 25. dbrakon mutatom
be. A kapott fellletekil leolvashaté a két faktor optimalis értéke az sgy@rzsek esetéberS.
fibuligera CCY 42-3-1 (keménydt 25 g/L és élesakivonat 8 g/L); L. kononenkoeCCY 33-4-1
(kemeényié 30 g/L és éles#kivonat 15 g/L),Deb. occidentalisCCY 47-3-1 (keménydt 30 g/L és
éleszbkivonat 7 g/L);Deb. occidentali& 758 (keményit 23 g/L és élesakivonat 7 g/L).
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25. 4bra  S. fibuligeraCCY 42-3-1 (A.) L. kononenko€CY 33-4-1 (B.) Deb. occidentali€CY
47-3-9 (C.) ésDeb. occidentaliy¥ 758 (D.)sejttbmeg alakulasa a keméibydts az élesékivonat
koncentracié fuggvényében

5.3.4. A keményité és az ammonium-szulfat koncentraciok optimalasa

Ehhez a kisérlethez &. fibuligeraCCY 42-3-1,Deb. occidentalisCCY 47-3-9 és aeb.
occidentalisY758 keményi$ hasznosito torzseket valasztottam ki. A kapott redad/eket a 11-12.

tablazatokban és 26. abran mutatom be.
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11. tabldzatODsgsnm értekek egyes torzseknél kulonbdeményié €és ammaonium-
szulfat koncentraciok jelenléte mellett a stacidaers elérésenél

o ODsgsnr
Kiserleti pont S. fibuligera Deb. occidentalis| Deb. occidentalis
— CCY 42-3-1 CCY 47-3-9 Y758
... | ammoénium
kemenyitg szulfat . 2 .
(g/L) 10 6ra 8 Ora 12 6ra
(9/L)
15 5 0,99 0,74 1,69
15 9,2 0,95 0,69 1,74
29,2 5 0,88 0,73 1,63
15 0,8 0,94 0,93 1,58
0,8 5 0,89 0,54 1,01
25 8 0,89 0,69 1,52
25 2 1,03 0,86 1,74
5 2 1,02 0,74 1,49
5 8 0,95 0,46 1,25

12. tabldzatRegresszios koefficiens;jles a valosziiségi (p)
ertékek kulonbdrtorzseknél

S. fibuligera | Deb. occidentalis | Deb. occidentalis
Regresszios| CCY 42-3-1 CCY 47-3-9 Y758
koefficiens 10 6ra 8 ora 12 6ra
bi p b p b p
bo 0,89 | 0,01 0,79 0,00] 1,05 0,06
b, 0,01 | 0,39 0,02 0,06 0,07 0,11
b, -0,00 | 0,41 -0,00 0,07 -0,00 0,14
b, 0,01 | 0,85 -0,07 0,07 0,00 0,99
b, -0,00 | 0,84 0,00 0,33 -0,00 0,90
bs -0,00 | 0,65 0,00 0,27 0,00 0,94

A 95%-ban szignifikans értéketket pirossal jeléltem

Ennek alapjan a kovetkézeir6 modelleket tartom elfogadhatonak:

Yse= 0,89 + 0,01*x + 0,01*%>
Y bocey= 0,79 + 0,02%x — 0,07%%

Ypoy = 1,05 + 0,07*x

A sejttdmeg alakulaséat a kemérwbyés az ammonium-szulfat koncentracio fliggvényéb2a. a

abrdkon mutatom be. A kapott fellletékleolvashaté a két faktor optimalis értéke az agyezsek
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esetébensS. fibuligeraCCY 42-3-1 (keményit25 g/L és élesékivonat 8 g/L);Deb. occidentaliCCY
47-3-1 (kemeényit 30 g/L és élesékivonat 7 g/L); Deb. occidentalisY758 (keményii 23 g/L és
éleszbkivonat 7 g/L).

st gy
'.

26. abra  S. fibuligeraCCY 42-3-1 (A),Deb. occidentaliCCY 47-3-9 (B), é®eb. occidentalis
Y758 (C) sejttdmeg alakulasa a keméfgis az ammaonium-szulfat koncentracio fiiggvényében

5.3.5. Alaktdz és az élesskivonat koncentraciok optimalasa

Ehhez a kisérlethez & lactis NU, K. marxianusNB és aD. anomalaVT lakt6éz hasznositd

torzseket valasztottam ki. A kapott eredményekie?-44. tablazatokban és 27. abran tintettem fel.
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13. tAblazatODsgsnm értékek egyes torzseknél kilonbdaktoz és élesakivonat
koncentraciok jelenléte mellett a stacioner fasésénél

;7 . OD595an
Kisérleti pont
K. lactisNU K. marxianusNB D. anomalavT
. éleszt
laktoz . ) ) )
L) | Kvonat 25 éra 13 6ra 15 éra
(9/L)
15 5 0,82 1,18 1,21
15 9,2 1,13 1,13 1,33
29,2 5 0,73 1,48 1,48
15 0,8 0,72 0,87 0,83
0,8 5 0,47 0,30 0,29
25 8 1,24 1,38 1,38
25 2 0,69 1,14 1,16
5 2 0,64 0,74 0,75
5 8 1,40 0,75 0,73

A 13. tablazat adataibdl lathatdé, hogy az expor#discifazis végének eléréséhez laktdz
szenforrason a torzsek kb. kétszer tobbt igényeltek, mint glikézon (5. tablazat). A kapott

regresszios koefficienseket és valo§zéyi ertékeket a 14. tablazat mutatja.

14. tAblazatRegresszios koefficiensles a valdsziiségi (p) ertekek
kilonb6s torzseknél

Regresszios K. lactisNU K. marxianusNB | D. anomalaVvT
koefficiens 25 ora 13 ora 15 ora
b; p b p b P
bo 0,44 0,51 0,19 0,61 0,14 0,74
by 0,03 0,62 0,06 0,11 0,07 0,13
b, -0,00 0,75 0,00 0,21 0,00 0,2(
bs -0,02 0,92 0,08 0,47 0,07 0,57
b, 0,01 0,51 -0,01 0,43 -0,01 0,59
bs -0,00 0,71 0,00 0,47 0,00 0,57

Ennek alapjan a kdvetkéteir6 modelleket tartom elfogadhaténak:

Yk = 0,44 + 0,03*x — 0,02*%* + 0,01%x*X »
Yim = 0,19 + 0,06*x +0,08*%° — 0,01*x*x »

Ypa = 0,14 + 0,07*x + 0,07*%° — 0,01%%*X
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Az optimalisnak vélt értékek alapjanka lactis NU esetében maximalis biomassza hozamot

Ve

novelésével a keletkézbiomassza mennyiség is novekedhet. A 27. abrd&thatjuk a biomassza
alakulasat, laktoz és éleskivonat fliggvényében.

e e
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27. 4bra K. lactisNU (A.), K. marxianud\B (B.) és aD. anomalaVT (C.) sejttdmeg alakuldsa a
laktoz és az éles#tivonat koncentracio figgvényében
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5.3.6. A laktéz és az ammaonium-szulfat koncentraciok optiralasa

Mivel a laktéz - élesskivonat kombinaciokban #&. marxianusNB |ényegesen gyorsabb
szaporodast mutatott, mintka lactis NU torzs, ezért ezt a kisérletet csaK.anarxianusNB és aD.
anomalaVT torzsekkel végeztem el. A kapott eredményekEs-46. tabldzatban tlintettem fel.

15. tAblazatODsgsnm értékek egyes torzseknél kulonbdaktoz és
ammonium - szulfat koncentraciok jelenléte mekbestacioner fazis eléréséenél

Kisérleti pont ODsgsnr
— K. marxianusNB D. anomalaVvT
2 ammonium

I?k/tf)z szulfat 45 6ra 45 61

’ (g/L)
15 5 0,68 0,71
15 9.2 0,69 0,69
29,2 5 0,69 0.68
15 08 0,73 0.69
0.8 5 0,39 0,41
25 8 0,72 0.66
25 2 0,71 0.69
S 2 0,55 0.55
5 8 0,54 0.55

16. tabldzatRegresszios koefficiens;{les a valosziiségi
(p) értékek kulonb&ztérzseknél

Regressziés | K. marxianusNB D. anomalavT
koefficiens 45 ora 45 ora
bi p bi p
bo 0,45 0,00 0,36 0,01
b, 0,03 0,01 0,03 0,01
b, 0,00 0,01 0,00 0,01
b; -0,02 0,22 0,02 0,49
b, 0,00 0,28 0,00 0,53
bs 0,00 0,66 0,00 0,63

A 95%-ban szignifikans értéketket pirossal jeldltem

Ennek alapjan a kovetkézeir6 modelleket tartom elfogadhatonak:
Ykm = 0,45 + 0,03*x — 0,02*%°

Ypa = 0,36 + 0,03*x1 + 0,02*%
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A 16. tablazatbdl leolvashatd, hogy mindkét torzetében a regresszios koefficiensek 95%-0s
szignifikancia szinten voltak. A kapott fellleték(28. abra) leolvashato a két faktor optimaligket
K. marxianusNB (lakt6z 23 g/L és ammonium-szulfat 5 g/lD, anomalaVT (lakt6éz 23 g/L és

ammonium-szulfat 5 g/L).

28. abra K. marxianudNB (A) ésD. anomalavT (B) sejttomeg alakulasa

Az optimalis tApkozeg dsszetételeit az alkalmaaettzégomba torzsek esetében kulonbé=
és N- forrasok mellett a 17. tablazatban foglaltmsee.

A kapott eredményekdb megallapithatd, hogy ammoénium-szulfat, mirk N — forras
alkalmazasa esetén a tapkozegbenmarxianusNB és D. anomalaVT maximalis sejttémegének
eléréséhez kevesebb mennyiséaktdéz sziikséges, mint az élé&rvonat hasznalatandh K. lactis
NU optimalis tapkdzeg dsszetételét 20 g/L laktob égl éleszikivonat koncentracioknal kaptam. Az
optimalis értékekeK. marxianusNB ésD. anomalaesetében 30 g/L laktoz és 8 g/L élékitonat, ill.
23 g/L lakt6z és 5 g/L ammonium-szulfat koncentslaanellett értem el.

A kemeényibhasznosit élesztogombak esetében is hasonl6é a helyz&. #bouligeraCCY 42-
3-1 esetében az optimalis keméfiyibncentracio 25 g/L, az éleékivonat koncentracié értéke pedig
8 g/L-re tehet. Ugyanennél a térzsnél 4 g/l ammonium-szulfat lkeoticécio mellett a keményit
koncentracié értéke 14 g/L. A. kononenkoeCCY 33-4-1 optimalis tapkdzeg 6sszetételét 30 g/L
keményit és 7 g/L élespkivonat értekeknél kaptam. ADeb. occidentalistorzsek hasonld
koncentraciéban igényelnek keményiés éleszikivonatot illetve ammaonium-szulfatot az optimalis

biomassza eléréséhez. VagyisDeb. occidentalisCCY 47-3-1 esetén az optimalis kemédyit
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koncentracié 30 g/L és az éleskavonat 7 g/L. Masik esetben a kemédyértéke 20 g/L, mig az
ammonium-szulfaté 3 g/L. Reb. occidentali&’ 758 optimalis tApkozeg dsszetételét ad elsetben 23
g/L keményié és 7 g/L élespkivonat, valamint 22 g/L keményités 3,5 g/L ammonium-szulfat

értékek mellett értem el.

17. tAblazat:Optimalis C - és N - forras koncentraciok az élegambak szaporodasanal

! E = e 1 \:‘2 E =
Torzsek £5|%s3| 25 |E85| 25| 825| €5 |E8®
— m v — E 1 Q ‘m = ()] E '
< 4 X <

K. lactisNU 20 5 - o - - - .
D.anomalavT 30 8 23 5 - - - -
K. marxianud\NB 30 8 23 5 - - - -
S. fibuligera
CCY 42-3-1 ; - - - 25 8 14 4
L. kononenkoe
CCY 33-4-1 - - - - 30 15 - -
Deb. occidentalis
CCY 47-3-1 - - - - 30 7 20 3
Deb. occidentalis
Y758 - - - - 23 7 22 3,5

5.4. A kivalasztott éleszétdrzsek biomassza termelésének vizsgalata és optikdsa

razatott fermentorban

Mivel a mikrolemezes denzitométer segitségével @alzaporodas detektalhatd, igy annak
erdekében, hogy nyomonkévessem az oxigén konceént#dca pH valtozasat is a fermentacio soran,
valamint léptékndvelést is végezzek, rézatott Idmbi fermentdcids Kkisérleteket végeztem
MonitShaker készilékkel a 4.3.7. fejezetben leiszdrint.

A mikrolemezes denzitometrias szaporodasi kisdmete kapott regresszios koefficiensek
alapjan kivalasztottam azokat a kisérleti pontoda. tablazat), melyeknél razatott fermentorban
megvizsgaltam a szaporodast, kbzben pedig mértepi &s az oldott oxigén-valtozast. A 5.2.

fejezetben leirt mikrotiterlemezes szaporodasméigsrleteim soran a N-forras optimélasara szerves

(éleszbkivonat) és szervetlen (ammonium-szulfat) nitrogérst is alkalmaztam. Mivel a maximalis
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sejttbmeg nagyobb volt éleékivonaton, mint ammonium-szulfaton, igy a tovabbiak csak ezt a

nitrogénforrast hasznaltam.

18. tablazatKisérleti pontok razatott fermentorban toién
C- és N- forras optimalasa soran

Tapkozeg X % C-forras éleszbkivonat
szama ! 2 (g/L) (g/L)
1 0 0 15 5
3 2 0 29,2 5
6 1 1 25 8
7 1 -1 25 2
8 -1 -1 5 2

Kisérleteim folyaman az élegkivonat és glik6z kombinaciokat minden élégpimba esetén
elvégeztem. AS. fibuligeraCCY 42-3-1, aeb. occidentali¥758 és @eb. occidentali€CY 47-3-9
torzseknél az élesitivonat mellett keményit alkalmaztam szénforrasként, midkalactisNU, aK.

marxianusNB és aD. anomalaVT torzseknél lakt6z volt a szénforras.

5.4.1. Glukdz és élesdkivonat, ill. keményi& €s élesdkivonat optimélasa a biomassza termelésére

A keményibtt hasznositoS. fibuligera CCY 42-3-1, Deb. occidentalis.Y 758 és Deb.
occidentalis CCY 47-3-9 torzsek biomassza termelését glukdéz, Kemeényié C-forrason
éleszbékivonat jelenléte mellett a 19. tablazatban foglalt 6ssze. Tipikus szaporodasi gorbéket
lathatunk a példaként bemutat@ieb. occidentalisY758 torzs esetében a 29. dbran. A szaporodasi
gorbéket dsszevetve elmondhato, hogy hasonlé ndeskeatat mutatattak mindkét C-forras esetén és

mar a 7. ora kornyékén beléptek a stacioner fazisba
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29.
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19. tabldzatODs10nm €rtékek glikoz és élegkivonat jelenléte mellett
a stacioner fazis elérésénél

C.

T 33
i T as
- 1w

"w Vs
" ik
% F.
\ 15 8:%

166 (h)

-0 (0,26k;2,5K)

0D (0,2¢k;2,5K)

ODElOan
glukoz keményit
o n © n 0 7 ©
‘carlati = =m Q™M = =m Q™M
Kisérleti pont Q.g% Q.g,\- 2d _Q.gg Q_g,\. 2d
L N~ [OIT) < 5 < L N [ R < 5 <
“5> Piz |85 Fs” [8 | 83
o © 0O n O © ©0 n O
C- éleszb
forras kivonat 7 6ra 7 6ra 7 Ora 7 6ra 7 Ora 7 Ora
(9/L) (g/L)
15 5 2,64 2,02 2,18 2,46 2,04 2,45
29,2 5 2,43 2,10 2,15 2,44 2,07 1,37
25 8 2,66 1,98 2,23 2,50 2,08 2,7(
25 2 1,73 2,11 2,20 1,21 2,06 2,50
5 2 2,60 2,28 2,16 1,15 1,98 2,50
B.

.5
500 w

30

20

E 400
15

3,00
1.0

2,00
1,00 05
0,00 00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1d8 (h)
——pH (0,26k:2.59) OD (0.2¢k259) |

8,00 35
7,00 30

6,00
25

5,00
20

E 400
15

3,00
1,0

2,00
1,00 05
0,00 . . . . . . 00

0 1 2 3 4 5 68 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1d5 (h)

‘ —e—pH (0,26k:2,5k)

OD (0,2¢ék;2,5k)

ODg1o

ODs1o

abra A Deb. occidentali¥ 758 torzs biomassza termelése, a pH és az oxagtaldm valtozasa
2,5 % glukoz és 0,2% éleskivonat (A, B) és 2,5 % keméngies 0,2% élesékivonat (C, D)
tartalmu taptalajban
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5.4.2. Glukéz és élesdkivonat, ill. laktdz és élesdkivonat optimalasa biomassza termelésére

A mérés soran mindharom lakt6z hasznosito faj éiregK. lactisNU, K. marxianud\B ésD.
anomalaVT) hasonl6é szaporodasi gorbéket kaptam, fliggetlatitl, hogy az alkalmazott C-forras
glukdz vagy laktéz volt. A biomassza alakulasakgl] ill. laktéz C-forrason éles#ivonat jelenléte
mellett a 20. tdblazatban mutatom be. Tipikus saafasi gorbéket mutatok be példakéri.dactis
NU torzsnél a 30. abran.

20. tablazatODg1onm €rtékek glikédz és élegkivonat jelenléte mellett
a stacioner fazis elérésénél

ODGlOnrr
glukéz laktdz
2 n « ) ) <
Kisérleti pont < 2 & < 2 &
g |<E2| 85| 3 |¥g2| g%
< a © < i S
NV S o) A £ (m)
C- éleszt
forras | kivonat 7 6ra 7 6ra 7 6ra 7 6ra 7 6ra 7 6ra
(9/L) (9/b)
15 5 2,67 2,70 2,75 2,63 2,62 2,65
29,2 5 2,61 2,65 2,58 2,48 2,45 2,62
25 8 2,90 2,68 2,70 2,67 2,68 2,7(
25 2 2,49 2,57 2,52 2,50 2,47 2,37
5 2 2,77 2,15 1,90 2,67 2,03 2,05
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7,00 35
3,0 6,00 - Tag e > o 30
P 4
500 . 25
*
4,00 . 20
g B * g
15 300 . 15
2,00 * 10
>
1,00 05
on 0,00 ' ' e e Co0 00
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1dé (h)
pH (0,2¢k;2,56g) —e—OD (0,2ék;2,50)
150,00 1 35 7,00 35
|
100,00 =
\__}1‘ 3,0 6.00 - * * * * * o 4 30
50,00 {—=— . *
L | o
0,00 i 500 * 25
h “‘ - S e T T T G *
i 20 4,00 . 20
\; 3 I * -
] < *
\ 3,00 15
\ *
L — S 200 ® 10
R L L L
\ R/
V= 1,00 05
-
0,00

. . . 00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1d6 (h)
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30. abra K. lactisNU biomassza termelése, a pH és oxigén tartaldtozésa 2,5 % glikoz és 0,2%
éleszbkivonat (A, B) valamint 2,5% laktoz és 0,2% élégrtonat (C, D) tartalmu taptalajban

A 30. abra gorbéi jol tukrozik, hogy mind glikéz,(B) mind pedig laktéz (C, D) esetében, a
novekedés kezdetén, gyakorlatilag sem lag fazim, iselukciés szakasz nem volt megfigyethef
késsi exponencidlis fazist a C-forrdsok hasznositadédoen, 8-14 ora koril érte el a tenyészet. Az
el 3-4 Oraban az oldott oxigén koncentracidja nagy@kéen lecsokkent, ami azt eredményezte,
hogy a légzési arany lecsOkkent vagy ledllt a légéé valdszifleg elkezéddott az etanolos
fermentacio is. A szaporodas korai exponencidlikazzaban a tenyészet anaerob korilmények kdzott
volt. Az oldott oxigén hirtelen leesése utan, aggexponencialis szakaszban, az oxigén koncentracio
elkezdett nbvekedni, majd a térzsek adké&xponencialis és a stacioner szakaszokban aeislafatt
voltak. Ez a fermentalhatd C-forrasok (glikéz, éeit nagy koncentraciéjanak, valamint az aerob
korilmények kozott elfogyasztott — az anaerob kiéilyek alatt termétott etanol koncentraciénak
tulajdonithaté etanol-asszimilacié volt. Az abbareaetben lehetséges, ha a mitokondrium funkcional.

A szaporodas exponencialis fazisaban a taptalajapkissé lecsokkent, ami a GQermelésnek
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tulajdonithatd. Ha az élegkivonat feleslegben volt (C/N arany alacsony vadt)pH névekedésnek
indult a kési exponencialis fazis utan, ami az pidrmelés kdvetkezménye.

Az optimalis tpkozeg Osszetételt az alkalmaz@sztigomba térzsek esetében kilonbaz-
és N- forrdsok mellett a 21. tabldzatban foglaltissze, mig az optimélis C- és N-forrdsok mellett
kapott biomassz és a hozam értékeket a 22. tablaratintettem fel. Az eredmények szerint a
legmagasabb érteket keméy@E-forrason aDeb. occidentalisY758 térzsnél kaptam, mig lakt6z C-

forrason &. lactisNU adta a legjobb biomassza hozamot.

21. tablazatOptimalis C - és N - forras koncentraciok az Ategombak szaporodasanal

Valtozok Valtozok
Torzsek Keményit6 | Eleszbkivonat Laktoz Eleszikivonat
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)

Kluyveromyces lactislU - - 25 8
Kluyveromyces marxianiéB - - 25 8
Dekkera anomal&T - - 30 8
Debaryomyces occidentalis 23 7 i i
Y758

Debaryomyces occidentalis 30 7 i i
CCY 47-3-1

Saccharomycopsis fibuligera o5 8 i i
CCY 42-3-1

22. tablazatOptimalis laktoz és keméngikoncentracio mellett kapott biomassza termelés

Téapoldat 6sszetetk :
Torzsek . Eleszikivonat Biomassza Hozamc sor4
Szénhidrat (g/L) (/L) (g/L) orras
K. lactis NU Laktoz 25 8 6,22 0,31
K. marxianus NB Laktoz 25 8 6,52 0,26
D. anomala VT Lakt6z 30 8 7,57 0,25
Deb. occidentalis Y758 Kemeényit 23 7 8,04 0,35
Deb. occidentalis CCY 47-3-9 Keményibt 30 7 6,68 0,22
S. fibuligera CCY 42-3-1 Keményit 25 8 8,11 0,33

5.4.3. Levegztetés hatasa a biomassza termelésére

Tovabbi kisérleteim folyaman a novékJevediztetésnek a biomassza termelésre tértén

hatasat tanulmanyoztam a razogéep fordulatszamardioziatasaval, melyet 180 rpréir a
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maximalisan alkalmazhaté 200 rpm-re noveltem (Rtagr A levegztetés novelése a taptalaj oldott
oxigén koncentraciéjanak novekedését eredményemly, a biomassza kismériekovekedésében is
megmutatkozott. A torzsek az exponencialis faz§ skakaszaban aerob korilmények kdzott voltak,
majd kéébb, amikor az oxigén tenzidja cstkkent, a sejteleamb kdrtilmények kdzé kerultek.

3,000 3,000

2,500 2500

[ 2000 2,000

1,500 -100,00 1500 2

xigén
ODsy0

o
Oxigén
0D,

1,000 1,000

0,500 0,500

-350,00 0,000
1d6 (h)

-350,00 0,000

146 (h)

0-180rpM Gl —+-0-200rpm Gl —+—0D-180rpm Gl OD-200rpm GI ‘ ‘ 20180 L =0 200rpm L ——OD-180rpm L —e-0D-200pm L‘

31. abra K. lactisNU éleszbgomba szaporodasa valtozo letvegtés mellett A: 1,5% glukoz és
0,5% éleszikivonat; B: 1,5 % lakt6z és 0,5% éleskavonat
llyen karélmeények kozott az etanol fermentacio velt 6 anyagcsere atvonal, amely
alacsonyabb hozamot eredményez, mint a l|égzés. Mwnencialis fazis elején (6. o6ra), az
exponencidlis fazis kbzepén (16. 6ra) és a staciféms elején (20. 6ra) 2-3 mg/l koncentracidban
etanolt is ki tudtam mutatni. Tehat ekkor a sejée#lltak erejsztésre, és ez indokolja azt, hogy a
novekw levedztetés hatasara a tapoldat megemelkedett oldaggonxkoncentracioja egyik esetben

sem befolyasolta lényegesen a biomassza termelést.

5.5. A pH hatasa a biomassza termelésére

A fermentlé pH értékének hatasa éelegesen a sejtmembran anyagtranszport folyamatira
irAnyul. Gyakran a pH az a kornyezeti tényyeamely a rendszer idegen mikrobékkal t&stén
befertzédését meggatolja, azonban soha nem hagyatkozhatswpan erre a rendszer
csiramentességeéenek fenntartasanal.

A tapoldat kémhatasanak optimalizalasa a 4,0 é&d6tti pH tartomanyokban 0,2 M citréat-
foszfat (Mc llvan puffer) pufferral pufferolt kozbgn tortént, ahol kilonbdzpH értékek (4; 4,5; 5;
5,5; 6) hataséat vizsgaltam a sejtek szaporodasaperdjabol. A razogép fordulatszamat 180 rpm-en

tartottam. A kapott eredményeket a 32. illetve a&@B8akon tintettem fel, melyek azt mutatjak, hagy
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savas (4,0-4,5) pH tartomany bizonyult optimalisnakely igen kedvézaz ipari fermentaciéban,
ugyanis a fetizés veszélye alacsony ebben a tartomanyban (KAKG8s¥ntsi., 2005).

mpH 4
mpH 4,5
_ mpHS
mpH 5,5
mpH6

o  HNIEENES N TS TN N N ||||| ||||| |‘|||

K. lactis NU K. marxianus NB D. annomala VT Deb. Occid. Y758 Deb. Occld CCY S. fibul. CCY 42-3-

32. abra A kivalasztott torzsek szaporodasa kulonbpi-ju tapoldatokban a 20. 6raban

0.8

07 L —

06

05

u érték

0,4

03 ‘\‘\“i— —k —
02 .Q.\\.‘
[¢] T T T T
35 4,0 4,5 50 55 6.0 6,5

pH

——K Tactis NU —=—K._manxianus NB —+—D. anomala VT
—#—Deb. accidentalis Y758 —a—Deb. occidentalis CCY 47-3-9 —e—Sch fibuligera CCY 42-3-1

33. abra A kivalasztott torzsek fajlagos szaporodasa kul@hhaH-ju tapoldatokban

A biomassza éHllitasa kdzben, a tapoldat keverése kovetkeztébefmellleti fesziltség
csokkend anyagok hataséara hab kédik, amely az élesészaporitas folyamatéra hatranyos, mivel
csokken a hasznos térfogat és a lézegfés hatasfoka. llyen esetben indokolt a kémadizhsgatiok

adagolasa.
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5.6. Kilonbozé fajokhoz tartozé éleszégomba térzsek nehézfémek akkumulacio—
janak vizsgéalata

A bioldgiai femmegkotés egy azok kozul a legigéebdeknekiind technologiak kdzul, amely
az eb és az inaktivalt mikroorganizmusokra is jelldmEzen mikroszervezetek akar nagyon hig
oldatokbdl is képesek a fémionokat megkétni (1-b@1 tartomanyon belll) és azokat akkumulalni
(VOLESKY, 2001).igy a fémakkumulaciot egyrésztéélmasrészt kiméletesen szaritott, de elhalt
sejteknél is vizsgaltam. Kisérleteimhez egyssgrjadzo, egyséithasadd illetve alhifas és valddi hifas
fajok egy-egy torzsét valasztottam ki, 6sszeseath8zelektalas soran fontos szempontnak tartottam
tobbek kdzott azt, hogy olyan torzseket vegyek Bn&kotésbe, melyek a biomassza termelés soran jo
kemeényib és laktdéz hasznositonak bizonyultak, illetve figyebe vette azt is, hogy a térzsek éitér
morfolégiaval rendelkezzenek. A kivalasztott tokzsekovetkesk voltak: Kluyveromyces lactidlU,
Dekkera anomala/T, Deb. occidentalisy 758, Lipomyces kononenkd@CY 33-4-1,Schizo. pombe
RIVE 4-2-1,Geotrichum candidurbV ésRhodotorula mucilaginosBT (23. tablazat).

23. tblazat: A vizsgéalatokhoz kivalasztott torzsek

Faj Torzs Morfoldgiai jellemzé | Szénforras hasznositag
Kluyveromyces lactis NU Egyseijti sarjadzo laktoz
Dekkera annomala VT Egysejti sarjadzé laktoz
Deparyomy ces occidentalis var NCAIM Y758 Egysejti sarjadzo kemenyit
occidentalis
Lipomyces kononenkoe CCY 33-4-1 alhifas kemeényit
Schizosaccharomyces pombe | RIVE 4-2-1 eg;;lsejﬁ, hasado, glukoz

okkulens
Geotrichum candidum DV fonalas glikoz
Rhodotorula mucilaginosa BT Egyseijti sarjadzo glukdz

5.7. Nehézfém adszorpcids vizsgalatok

“ sz

tovabbi kisérleteim soran alkalmazni fogok. Allartiidmassza koncentraciok mellett (kb. 10 mg/ml
szarazanyag) a megkotott fémek aranya kdzel azoaggsagrenid volt abban az esetben, ha az
alkalmazott fémkoncentracio a 0,2 — 20 mM tartoné@ngsett. igy a tovabbiakban a# élés szaritott

sejtek fémmegkétképességének tanulmanyozasara 20 mM koncentedkanaztam.
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A 4.3.14. fejezetben leirt modszer szerint az ébgsanba térzsek &l és inaktivalt sejtjeit
kulonbo®d fémek hatasanak tettem ki. 30 perces kezelés atdelliliszd fémtartalmanak ICP-AES

mérése alapjan kapott értékeket az 24. tablazatiggaltam 6ssze.

24. tablazat: Els- és szaritott élesmjomba sejtek nehézfém kotése 20 mM nehézfém oldatba
20 mg/ml tdmeg szaritott biomassza koncentracional

) Elé sejtek altal kotott | Szaritott sejtek altal
Az oldat fém . RO,
N . fémek kotott fémek
koncentracioja Torzsek koncentracio koncentracio
mg/ml (100%) % %
mg/g sz.a mg/g sz.a
Kluyveromyces lactis NU 37,12 76 31,87 62
Dekkera anomal&/T 31,43 61 27,34 59
104 Deb. occidentali9(75£_3 18,19 35 24,05 43
Cr ' Rhodotorula mucilaginosBT 33,57 67 32,43 69
Schizo. pombRIVE 4-2-1 31,38 65 27,89 58
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 43,27 82 30,15 58
Geotrichum candidurdV 39,61 77 29,74 57
Kluyveromyces lactis NU 12,45 21 6,26 11
Dekkera anomald&/T 13,00 22 5,92 11
Deb.occidentalisr 758 16,82 29 8,45 15
Ni 1,17 Rhodotorula mucilaginosBT 6,44 12 6,83 12
Schizo. pombRIVE 4-2-1 9,81 18 7,81 14
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 10,85 20 9,10 16
Geotrichum candidurdV 23,89 44 6,73 11
Kluyveromyces lactis NU 16,77 27 27,21 44
Rhodotorula mucilaginosBT 33,07 53 30,22 48
Cu 1,27 Schizo. pombRIVE 4-2-1 33,18 53 23,87 42
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 43,22 69 25,90 40
Geotrichum candidurdV 41,62 67 22,76 36
Kluyveromyces lactis NU 80,05 76 74,55 71
Rhodotorula mucilaginosBT 72,32 69 69,18 66
Ag 2,16 Schizo. pombRIVE 4-2-1 95,66 91 69,85 67
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 86,45 83 53,45 51
Geotrichum candidurdV 88,83 85 13,53 11
Kluyveromyces lactis NU 76,15 37 20,85 10
Dekkera anomald&/T 31,67 16 187,50 92
414 Deb. occidentalié(75£_3 59,32 29 113,22 55
Pb ' Rhodotorula mucilaginosBT 9,95 5 12,21 6
Schizo. pombRIVE 4-2-1 37,10 18 34,00 17
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 34,31 17 34,45 17
Geotrichum candidurdV 99,45 49 27,23 13
Kluyveromyces lactis NU 48,85 45 37,11 34
Dekkera anomald&/T 38,24 35 62,11 57
2 95 Deb. occidentalié(75£_3 31,34 27 68,85 63
Cd ' Rhodotorula mucilaginosBT 55,41 51 38,12 35
Schizo. pombRIVE 4-2-1 45,91 41 49,02 44
Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 63,17 57 71,85 65
Geotrichum candidurbV 79,35 72 25,38 23
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A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy aldpeleszigomba faj torzsei a kromot és
az ezilstdt 50% feletti hatékonysaggal kotottek megttol csak kicsivel volt gyengébb a réz
akkumulacidja. Szdmos esetben a szaritésegltette a biomasszak fémmegkkésségét, mig mashol
csokkenést okozott. &bbire j6 példa . annomalaVT és aDeb. occidentalis Y 758nelyek szaritott
sejtes formaban mind az 6lom, mind pedig a kadmasetében is sokkal nagyobb akkumulacios
kapacitast mutattak, mintékejtes formaik. Ellenben@. candidum D\&leszégomba szaritott sejtes
formaban a legtbbb fém régzitésében nagyon aladsat@gfok mutatkozott. Kadmium, élom és nikkel
esetében egyre inkdbb csokkent a sejtek femmeghidtekonysaga. Ennek alapjan levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a legtobb esetben a biomagzszéiasa nem csokkentette a fémfelvététtegyes
torzsek esetekben még novelte is annak hatékonysaga

A leggyakoribb nehézfémeket tartalmazé magyarorszzgnnyvizek vizsgalatanak egy atfogo
felmérése soran megdallapitottak, hogy viszonylagcsany fémtartalmi szennyvizeket kell
megtisztitani, ugyanis a jelenleg rendelkezéstiakeeviztisztitd berendezések alkalmazasuk soran ki
mennyiségben fémeket hagynak a tisztitando vizo@ntovabbi problémat jelent a kdrnyezetvédelem
szempontjabél (TAMAS, 1995).

Tovabb folytatva a kisérleteket meghataroztam gylaioribb kérnyezetszennyenehézfémek
kononenkoe CCY 33-4-h Schizo. pomb®IVE 4-2-1és aD. anomalaVT), kilonb6®d szaritott
biomassza mennyiségeket (2 — 20 mg/ml) alkalmakadoratoriumi korilmények kozott készitett

modell oldatokban alkalmazott fémkoncentraciokabatablazatban foglaltam 6ssze.

25. tablazat:Fémek mennyisége a modell oldatban

. Fémek koncentracidja az oldatban

Femek
(ug/ml) pmol

Cr 8,5 163
Cu 24 2648
Cd 1 9
Zn 21 321
Ag 2 vagy 20 19 vagy 185
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Kis biomassza koncentraciok (2 mg/ml) esetén naglansony hatasfokot értem el, szamos

esetben a fémkotés nem is volt mésh@6. tablazat és 34. abra). Legjobbnak. &ononenko€CY

33-4-1 mutatkozott, amely az ezlst kivételével aéaéemek 9-30 %-at kotdtte meg. Az ezist

megkotését két fémkoncentracional is vizsgaltamég2 20 pg/ml), mindkét esetben nagyon j6

akkumulaciét tapasztaltam: kis koncentracionél &ononenko€CY 33-4-1 (84%-0s akkumulacio),

mig magasabb koncentracion& alactisNU (89 %-os akkumulacio) volt a leghatékonyabb.

26. tablazat: Kulonb6z éleszégomba torzsek szaritott sejtjeinek nehézfém meégképessége
modell szennyvizben. Biomassza koncentraciok: 20ang/ml

12

Bsszes Megkotott fémek
Fém | fém . 2 mg/ml biomassza| 20 mg/ml biomassz
. Torzsek X -

ionok | Konc. pg fém/mg o pg fém/mg o
Hg/ml szarazanyag| ° | szarazanyag| °
Kluyveromyces lactislU 0,10 2 0,26 62
Cr 85 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 0,62 15 0,25 58
' Schizo. pombRIVE 4-2-1 0,71 17 0,24 56
Dekkera anomala VT 0,00 0 0,25 58
Kluyveromyces lactislU 0,00 0 0,24 44
cu 24 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 2,53 21 0,53 52
Schizo. pombRIVE 4-2-1 0,72 6 0,62 54
Dekkera anomala VT 1,82 15 0,80 48
Kluyveromyces lactislU 0,00 0 0,07 45
cd 1 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 1,07 30 0,06 67
Schizo. pombRIVE 4-2-1 1,79 47 0,02 47
Dekkera anomala VT 0,46 15 0,01 28
Kluyveromyces lactislU 2,04 19 0,20 19
7n 21 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 0,99 9 0,10 9
Schizo. pombRIVE 4-2-1 3,14 15 0,16 15
Dekkera anomala VT 0,05 4 0,11 11
Kluyveromyces lactislU 0,60 56 0,03 27
Ag 5 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 0,88 84 0,02 15
Schizo. pombRIVE 4-2-1 0,63 59 0,02 11
Dekkera anomala VT 0,46 44 0,06 45
Kluyveromyces lactislU 8,99 89 0,93 71
Ag 20 Lipomyces kononenk@CY 33-4-1 5,62 56 0,67 51
Schizo. pombRIVE 4-2-1 7,34 73 0,86 67
Dekkera anomala VT 7,61 76 0,88 69
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34. abra Nehézfémek sejten bellli akkumulacidja 2 mg/mlazdriomassza koncentracio mellett

s sz

emelkedést tapasztaltam a fém akkumulaciéban @@azat és 35. abra). Az ezlstdt valamennyi
vizsgalt faj toérzsei 60% feletti hatékonysaggalditiitk meg, etl csak kissé volt gyengébb a krom
akkumulacidja. Ezt kbvette a réz és a kadmium akKaonds hatékonysaga, mig leggyengébben a
cinket kototték meg az éle$zejtek.
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35. abra Nehézfémek sejten bellli akkumulaciéja 20 mg/mtaz&®iomassza koncentracié mellett

Donmez és Aksu (1999) kulonh®zsejtmorfologiaval rendelkéz éleszégombakon $.

cerevisiage Kluyveromyces marxianu$chizosaccharomyces poméeCandida sp tanulmanyoztak

91



EREDMENYEK

CU?* ion akkumlaciojat. Kisérletekkel igazoltdk, hogy agyes élesagombak Cu (Il) felvételi
kapacitasa a kovetkézsorrendben csokken®. cerevisiag7,11 mg/g) >K. marxianus(6,44 mg/g) >
Candida sp (4,80 mg/g) >S. pombg1,27 mg/g). Ugyanakkor az eredmények azt mutatidgy a
Candida sp és aK. marxianus nehézfém érzékenysége és a réz (ll) bioakkumyscokkal
hatékonyabb volt, mint &. cerevisiaeés aS. pombdémmegkotése magasabb réz (1) koncentracio
mellett.

Mivel a mikroorganizmusok sejtfal alkotéinak tulajtsaga fligg a koérnyezét a megkotott

fémeket, a kbzeg paramétereinek megvaltoztataddvallehet nyerni a rendszéilb

5.8. Az akkumulalt nehézfémek sejten belili megoszlasa

Az inaktivalt (elhalt) gomba sejteket tartalmazoorhassza nehézfém kKotkapacitaséat
elsssorban a sejtfal biztositja. A fémmegkdtépesség a sejtfal szerkezetén kivil flgg éemy
fajtajatol, koratol, fiziologiai érettseddt kornyezetétl (pH, homérseklet), a fémion fiziologiai
tulajdonsagatol, és mas fémekkel, valamint kémiagyiletekkel vald kolcsdonhatasatol is
(PASTARNAKIEWICZ, 2006). Ugyanakkor az inaktivalejgomeg kulonbda fizikai és kémiai
kezelésével (pl. melegités, széritas, lugos kegzealétamint ezek kombinélasaval a fémakkumulacios

képesséqg jeletsen novelhét

5.8.1. Eld sejtekbentortéd nehézfém megoszlas

A nehézfémmel dusitott &lsejtek vizsgalatanal az volt a cél, hogy meghatzmm a
sejtfellleten akkumuldlt és az intracellularisarsidtinehézfémek aranyat. A 4.3.15.1. pontban leirt
modszer alapjan az alabbi alkotéelem frakciokatdap

Sejtfalhoz ionosan kotott frakcio: EDTA-Na, kezeléssel nyert sejtkivonat

Citoszol frakcid: szorbit-DEAE-dextran kezeléssel nyert sejtkivonat

Kompartmentek altal megkotott oldhaté frakcio: 60%-0s metanol kezeléssel kapott

sejtkivonat

Szervesen kotott frakcid:60%-0s metanol kezeléssel kapott sejtiledék

A frakcionalt sejtek nehézfém koncentracioit a @blazatban szarazanyagra vonatkoztatva, a
36-39. abrakon pedig szazalékos megoszlasban mutao

Az éleszbgombak sejtfala viszonylag kis aradnyban kototte nagy a nehézfém frakciot,
melynek deszorpcioja szerves komplex kKépegyulettel (EDTA) tortént. Ezt a frakciot@ candidum

NU tartalmazta a legmagasabb aranyban, ugyarkétiitibtt meg az 6ssz akkumulalt fémek 11-23%-
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ka. Irodalmi adatok szerint a szerves komplex &épmyagok (pl. EDTA) hatasos deszorbensnek
bizonyultak a kilénbdz mikroorganizmus csoportokbdl tortefémkinyerésre (HORIKOSHI et al.,
1979, DUNN és BULL, 1983, GALUN et al., 1983). $al$ és mtsi. (2000) 0,1M EDTA-t és 0,1M
HCl-at hasznaltak Cd visszanyerésRtodotorula rubrebiomasszabdl. Deszorpcids vizsgalataik soran
azt tapasztaltak, hogy a legnagyobb mennyisgg 0,1M EDTA-val volt visszanyerhigtmig a 0,1M
HCI hatékonysaga kisebb volt.

A citoszolba oldott frakcio fémtartalma nagyon alaay aranyt mutatott minden éleggdmba
torzs esetében. A vakuolum frakciéban, az 6lom tkiégel, minden esetben alacsony aranyban
akkumulalodtak a nehézfémek. A szervesen kotdktiodan a fémek aranya 43 és 94% kozé esett, itt
volt a legmagasabb, ugyanis ez a frakcio magabalfag sejtfal altal megkotott €s az intracelligan
kotott szubfrakciokat is.

A fémek sejtes megoszlasat WHITE és GADD (1986)cerevisiaeZn’* fémion felvételén
keresztil vizsgaltdk. Az altaluk kapott eredméngekmutatjak, hogy a vakuolum frakcio fémtartalma
volt a legmagasabb (65%), majd a kotott frakcioB8®o, és a legkisebb aranyban a citoszol frakciéban

dusultak fel a fémek, minddssze 5%-ban.
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27. tablazat:A fémek sejten beliili megoszlasa killonbéteszégomba fajokban. Blsejtek (15-25 mg/g sz.a.)
kezelése 20mM nehézfém sooldattal

EDTA-val

Femek Osszes | megkotott Citoszol | Kompartme | Szervesen
. kotott fém sejtfal frakcio nteken be i kOtOJ.[t,
Fajok jhal frakcio frakcio
frakcio
mg/g szarazanyag
K. lactisNU 10,28 0,82 0,45 0,31 8,67
G. candidum NU 37,99 8,67 0,95 0,15 32,12
Cu R. mucilaginosa 12,69 0,64 0,02 0,05 11,98
L. kononenkoe CCY 33-4-1 18,31 1,27 0,06 0,00 16,97
Deb.occidentalis RIVE 4-2-1 13,82 1,65 0,10 0,44 11,63
K. lactis NU 11,66 0,54 0,32 0,59 10,21
G. candidum NU 39,27 9,18 1,92 0,65 27,59
Cr R. mucilaginosa 5,86 0,58 0,10 0,01 5,17
L. kononenkoe CCY 33-4-1 12,30 0,62 0,86 0,40 10,42
Deb. occidentalis RIVE 4-2-1 4,15 0,82 1,30 0,25 1,78
K. lactis NU 45,12 5,12 8,32 7,00 24,68
G. candidum NU 21,60 2,32 0,05 2,74 16,49
Pb R. mucilaginosa 3,02 0,00 0,00 1,01 2,01
L. kononenkoe CCY 33-4-1 17,56 3,50 0,18 1,49 12,39
Deb. occidentalis RIVE CCY 4-2-] 27,23 0,00 4,94 3,26 19,03
K. lactis NU 8,41 1,14 2,07 0,00 5,20
G. candidum NU 32,01 5,82 4,51 2,88 18,80
Ni R.a mucilaginosa 5,00 1,03 0,73 0,63 2,61
L. kononenkoe CCY 33-4-1 11,65 0,72 0,15 1,39 9,39
Deb. occidentalis CCY 4-2-1 9,48 2,58 0,26 0,01 6,63
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K. lactis NU

Schizo. pombe RIVE 4-2-1

R. mucilaginosa BT

@ EDTA
@ Citoszol frakcié %

< Vakuolum frakcio %

@ Szervesen kotott frakcio %

G. candidum DV

L. kononenkoe CCY 33-4-1

36. abra A Cu sejten belilli elolszlasa kilonkiteleszégomba fajokban

K. lactis NU

Schizo. pombe RIVE 4-2-1

R. mucilaginosa BT

@ EDTA-val megkotott frakcio
@ Citoszol frakcié %

<& Vakuolum frakcié %

@ Szervesen kotott frakcié %

G. candidum DV

L. kononenkoe CCY 33-4-1

37. abra A Cr sejten bellli elolszlasa kulonkbeéleszégomba fajokban
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K. lactis NU G. candidum DV

Schizo. pombe RIVE 4-2-1 e
0 L. kononenkoe CCY 33-4-1
o e

R. mucilaginosa BT

Vakuolum frakcié %
Szervesen kotott frakcié %

S El .
@ Citoszol frakcié %
S

e

38. &bra A Pb sejten bellli elolszlasa kulonkoeleszégomba fajokban

K. lactis NU G. candidum DV

‘ Py 0
R. mucilaginosa BT . L. kononenkoe CCY 33-4-1
@ EDTA
@ Citoszol frakcié %
<& Vakuolaris frakcié %
@ Szervesen kotott frakcié %

39. &4bra A Ni sejten bellli elolszldsa kulénb&£leszégomba fajokban
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5.8.2. Inaktivalt sejtekben tortéfi nehézfém megoszlas

A sejtek szaritasa alatt a sejtmembran dezorga&irak, azaz szétesik. Ezt figyelembevéve, a
megkotott fémek elhelyezkedésének meghatarozésanas modszert alkalmaztam, mint a& stjtek
esetében. A kisérlet folyaman, kontrollkérit géjteket hasznaltam.

Kiléntsen az él sejtek altal megkotott fémeket eltavolitdsara ehely volt a sejtek egy
egyszeti MOPS pufferrel tortéhi mosasa, melynek soran viszonylag nagy aranybantitiditam el az
megkotott femeket (4.3.15.2. fejezet). Szaritgtekeél a legszembigobb kilénbségeket az oldott és
a szervesen kotott frakciok kozott tapasztaltamyeket harom éleségomba térzson keresztil a 28.
tablazatban szemléltetek. Megfigyelhehogy az oldott frakcié fémionok aranya a szarisefjteknél
drasztikusan lecsokkent, kivéve a Cr és a Ni esetabelyek kicsivel magasabb aranyban voltak jelen,
de még igy is joval alul maradtak a®z éejtekéhez viszonyitva. A fémek 58 — 99%-ka aisxér
sejteknél szervesen, mig ad &ejteknél bleg a sejtfalnoz kédott, és csak 5 — 22%-uk dusult fel
intracellularisan.

Rapoport és Muter (199%)andida utilisszel folytattak kisérleteket, melynek soran aekejt
kulonbo®d mértekben szaritottak ki, majd inkubaliédet 18 oran keresztul Cr(VI) tartalma pufferban.
A kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a legkiseedvességtartalmu sejteknek volt a legnagyobb a
Cr(VI) felvétele. Az eredmények azt mutatjak, hogydehidralt sejtek elnyelési kapacitasa joval
nagyobb, mint a sértetlen sejteké. Kimutattdk, hoggen sejtek sejtfalanak mégn az
elektronnegativitasa, aminek a segitségével a ipoziltési fémionokat meg tudjak kotni a
sejtfelszinen, ezzel is csokkentve a bejutasukabésitasukat.

A kapott eredmények igazoljak, hogy mind ag éhind a szaritott sejtek alkalmasak biomassza
bioszorpcios célokra, viszont a kulénBoZemek sejten bellli felhalmozédasaban kilénbségek

mutatkoznak.
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28. tdblazat: A megkotott nehézfémek oldhatd és szervesef fkékcidi az éb — és lbvel inaktivalt (szaritott) sejteknél.

Fém koncentracio: 20mM; biomassza koncentraciongOnl szarazanyag

EREDMENYEK

_n Osszes kOOttfem o, o rrel kioldhato frakcio Eld sejtek Szaritott
onc. mg/g sz.a. sejtek
mg/ml Szaritott Sejtfalhoz | Intracellulris | Kétott frakcio
100% 5 ) L1 7 i ! ey s
( 0) Torzsek cs | szaritott El& sejtek sejtek flr(;igit:') frakcio
sejtek | sejtek
malg | o [ MIlg | o [mMalgf o [ MIG | o | MIG | o
sz.a sz.a sz.a sz.a sz.a
c Kl. lactis NU 15,06 | 11,48 | 2,15 13 1,76 17 |12,27] 76 | 2,31 11 8,30 83
1 2u?1 D. anomalavT 12,69 | 14,39 | 3,36 26 0,17 1 9,63 | 60 1,01 14 | 15,02 | 99
’ Deb. occidentali&¥758| 19,58 | 24,65 |5,37 25 4,91 20 110,88] 53| 4,12 22 | 19,63 | 80
C Kl. lactis NU 8,46 2,71 5,00 51 0,42 14 4,18 | 44 0,55 5 2,70 86
1 0r40 D. anomalavT 7,38 8,68 6,80 62 0,42 13 3,17 | 32 0,70 6 2,81 87
’ Deb. occidentali&¥758| 6,48 7,35 12,48 43 1,04 19 225| 46| 0,96 11 4,42 81
Pb Kl. lactis NU 47,01 | 64,68 |11,47 23 1250 25 |31,74| 64| 7,25 13 | 3845 | 75
4.144 D. anomalavT 15,86 | 116,30 | 9,11 43 4,40 4 10,29] 49| 2,00 8 106,90| 96
’ Deb. occidentali&¥758| 37,17 | 69,38 | 12,72 31 2,72 4 23,02] 60 5,3 9 68,90 | 96
Ni Kl. lactis NU 5,83 3,19 11,78 34 1,83 42 2,44 |1 52 1,1 14 2,51 58
1 1|74 D. anomalavT 5,92 297 11,54 39 0,89 29 2,46 | 64 0,8 17 1,26 71
’ Deb. occidentali&¥758| 8,28 4,12 12,38 36 1,63 28 | 3,36 | 55 0,8 9 4,10 72
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5.9. Az éleszégombak rogzitese hidroxiapatit (HAP) hordozohoz

A Kkisérlethez olyan élesigomba fajokat valasztottam ki, melyek sejtmorfoijgi
tekintetében kulonbdznek egymastdl (bimbddzas, déssadimorfizmus, flokkulacié vagy biofilm
képzés). Az ilyen morfologiaval rendelkezsejtek kilonbé& hordozokhoz valé immobilizacios
képességukben is eltérhetnek. A szelektalt torssgiktségevel I1étrehozott biofilterrel érintkeztktpl
nehézfémtartalmi veszélyes hulladékokat és enrexkrEmyeként a nehézfémek rogzitett formaban
feldasulnak, igy tovabbi kezellisgik megjavul. Munkam soran a hidroxiapatit fehez vald

sejtrogzulést tanulmanyoztam kilénbaeagensekkel valo sejtfalkezelések kiséretében.

5.9.1. A sejtrogzités szakaszainak meghatarozasa

Az éls sejtek hordozéra valé rogzilése a kovetképpen alakul (40. abra):

a) Reverzibilis adszorpcid a hordozd felliletéhebhbem az esetben a tabletta enyhe

razogatasa a sejtek levalasat eredmeényezi

b)  Irreverzibilis adszorpcio a hordozo fellletéhazabletta enyhre razogatasa hatasara sem

valnak le a sejtek a fellilétr

c) Kolonizacié (telepképzés): A rogzilt sejtek amapkat alkotnak, és a megmaradnak a

feltleten

d) Biofilm képzés: a sejtek egymassal kapcsolddrmeay tobb rétegben fonalakat képeznek

. Reverzibilis Irreverzibilis PRy o
Hordozo6 Kolonizacio Biofilm

adszorocic adszorpcio (telepképzés képzés

40. abra Az immobilizalas lépései

A vart eredmények alapjan megfigyelhetogy ezek a lépésék az egys&js a fonalas gombak
esetében kilénboztek egymastolDab. occidentaligs aS. fibuligeratorzsekkel kapott eredmények

tisztan tukrozik (41. dbra), hogy mindkét torzscatay hatékonysaggal rogzilt a tablettakhoz, viszon
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a fonalas fajok sokkal alkalmasabbak biofilm képegsnint a bimbddz6 fajok. EBb kifolydlag,
feltételezhet, hogy az Gjjonan kéepdott bimbodzo élesagomba sejtek azért valtak le a tabletta

feliileté®l, mert egysejtes formaban voltak jelen a tapolaiatiK AKONY| és mtsi., 2011).
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Csupasz HAP tabletta Deb. occidentali&y 758 mikroszkopos képe

Y758 sejek kdtdése a felszinhez Y758 sejtek kdonizacioj

S. fibul

igeraCCY 42-3-1mikroszkopos képeCCY 42-3-1 kdbdés a tablettahoz
e"_; ? id ‘\ it i ; o e 8 - L

CORT Ny N R :
CCY 42-3-1 biofilm képzése

CCY 42-3-1 kolonizacija

41. abra Deb. occidentali¥ 758 és as. fibuligeraCCY 42-3-1 rbgzilése a HAP tablettahoz
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5.9.2. A pH hatasa az immobilizalas hatékonysagara

A tovabbiakban a pH hatasat is vizsgaltam a rogztis@ékonysaga szempontjabél. Miveb.a
fibuligera CCY 43-2-1 mutatta a legjobb eredményeket a tifiiden valdé immobiliz&cioé soran, igy ezt
a torzset valasztottam ki az optimélis pH meghat#séhoz is. A sejteket rogzulési képességét 20 mM
foszfat pufferrel pufferelt 3 kilonbézpH tartomanyban vizsgaltam (pH5, 6 és 7), Osszetihga a
nem pufferelt kdzeggel. A mintakat 24, 48 és 72 élaltével vizsgaltam. Sem a pufferelt/nem
pufferelt kbézeg, sem pedig a 24 és 48 6ras mén&saitt nem tapasztaltam szemivgt klilonbséget,
ezeért csak a 48 dras pH5-nél kapott eredményekigttam be a 42. dbran.

42. abra A pH hatasa &. fibuligeraCCY 42-3-1 immobilizacios képességére (A) 48 BEPD
kontroll pH 5; (B) 48 6réas pufferelt YEPD pH 5

5.9.3. A sejtfal oldoszeres és enzimes kezelései

Az Ascomycota élesé@gombék (ebbe a csoportba tartoznak az altalam kgdresek is) sejt
faldban vannak kozos elemek is, ugyanakkor a kidzintfajok sejtfalanak szerkezete kémiai
Osszetételében és a sejtfal komponensek aranyékiaketében eltérlehet. Mégis mindegyik torzsre
jellemzs, hogy a sejtfal alkotok kiilonb6zo6ltédi molekulakat tartalmaznak, melyek meghatarozzak a
sejtfal elektromos toltését. Feltételezhebogy a sejtfalon végzett kezelések megvéaltokajdnak
toltését, ami éinyos lehet az immobilizalas szempontjabol.

Tovabbiakban azt vizsgaltam, hogyan modosul aadifileti tulajdonsaga az alabbi 4 féle
kezelés hatasara:

1. Kezelések a sejtfalat enyhén roncsol6 hatasu oldésekkel
a) SDS és szarkozil: nagyaranyu sejtfal fehérje felséd
b) Hecameg: dis oldoszer révén magas aranyban oldja fel a kosaterkotott
fehérjéket
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2. Kezelés diszulfid redukalé agenssel
DDT-t alkalmaztam mannoproteinek kdzotti diszuKkittések redukalasara
3. Protedzzal valo kezelésEnnek az volt a célja, hodgloldjam a sejtfellleti fehérjeket
és ezzel hozzafértiaté tegyem a poliszacharidokat
a) Pronaz: nagy aktivitasi nem specifikus proteaz
b) Proteindz K: nagyon aktiv, nem specifikus proteaz
4. Kezelés sejtfal oldé enzim-komplex-szel
A lysing enzimet olyan koncentracioban alkalmaztanelynél a sejtek még nem valtak
ozmoszenzitivvé (az enzim csak részben oldotta feszfomannoprotein réteget). Ehhez a kisérlethez
a tablettdk sirése soran a legjobbnak mutatkd&@ccharomycopsis fibulige@CY 42-3-1 tbrzset és
egy lakt6z hasznositd élesgbmbat, a. marxianusNB-t valasztottam ki. Mivel &. lactis NU és a
K. marxianusNB sejtfal felépitése kozel azonos, ezért csakegyiket vizsgaltam a sejtrogzités

tekintetében.

5.9.3.1.Sejtfal kezelések optimalasa

Mindkét térzs esetében exponencidlis fazisbafi &sjteket hasznaltam, majd a sejtszamdt 10
sejt/cnt koncentraciora allitottam be YEPD tapoldatban ekedések soran hasznalt reagenseket (SDS,
hecameg, szarkozin, pronaz, proteindz K, lysinginengs DTT) kilénb6& koncentraciokban
alkalmaztam (4.3.20. alfejezet 4. tablazat), majelghatarozott i6kozonként mértem a sejteib
kiszabadult fehérjék és szénhidratok mennyiségdganint vizsgaltam a sejtek ozmoszenzitivitasat is.

A kapott optimalis értékeket a 29. tablazatbandiiem fel.

29.tablazatA sejtfal médositasahoz kivalasztott reagensekpémalis paraméterek

Reagensek Koncentracio Kezelési &
I. Detergensek Hecameg 5mM 2 Ora
Szarkozin 1% 60 perc
Il. Protedzok Pronéz 20Qug/ml 120 perc
. Sejtfal oldé enzim Lysing enzim | 25Qwg/ml 60 perc
IV. Diszulfid redukél6 agens |DTT 5mM 10 perc élkezelés

A kisérlet soran alkalmazott SDS kezelés nem bialhiatékonynak, ezért a tovabbiakban ezt
az oldoszert nem alkalmaztam. Mivel a pronaz ségéteel tobb szénhidratot sikertlt eltavolitani, tmin
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a proteindz K-val, igy a kébbiek soran csak ezt hasznaltam. A lysing enzindétkkncentraciéban
(250 pg/ml és 500 pg/ml) is alkalmaztam, deétlobak a 250 pg/ml hozta meg a vart eredményt.

A legtdbb esetben a fehérje és a szénhidrat fedsizadisa mar az €l45-30 percben megtortént
és a tovabbi kezelések folyaman sem kaptam jolbnereyeket. A két térzs sejtjeinek kezelése soran,
nem tapasztaltam szemted kilonbségeket a kezelések soran, igy cs8&k fibuligeraCCY 42-3-1

eleszbsejteken keresztll mutatom be a kapott eredményéRetibra).

250 pug/ml lysing enzin 500 pg/ml lysing enzin
&
v - - % -
a
C 200 pg/ml pronaz D 200 pg/ml proteinaz K
05 I
T o E
E “os E
$ 02 3
£ o015 = £ = N = &
¢« 01— =] = v -
& 0,05 - e &
o= T Y T T T T T T 1
0 50 150 20 40 60 80 100 120 140
igd {minj
E s | 1% SDs F 1% szarkozi
= 045 = 045
E o4 E b4
g 035 g 035
£ o3 E o3
R 025 % 035
5 02 T 02
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5 01 s ° v v § 01 o n v
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®

20 . 5mM HECAMEG

18
16 N
14 Y v
12 <

10

fehérje [ug/ml]

OoONPE OO

o

1d6 (h)

43. dbra A S. fibuligeraCCY 42-3-1 sejtfalanak kezelése kovetkeztéberdbladult szénhidrat (A,
B, C, D, E, F) és fehérje koncentraciok (G)

5.9.3.2.Kezelések optimalis paraméterekkel az adhézio hatgkaganak ndvelésére

Ehhez a kisérlethez az 30. tablazatban feltintetdgensek optimalis koncentracidjat

sejtek hidrofobicitasanak meghatarozasara MATH méd alkalmaztam a 4.3.19. alfejezetben leirtak
szerint.

A vizsgalatokat kétféle tdpoldatban eliemtem: a tdpanyagokban gazdag YEPD-ben valamint
asvanyi anyagokat és cukrokat tartalmazé, minindg@loldatban. Az utObbi esetben higitasi sort
készitettem az oldatbdl, azzal a céllal, hogy mesgaljam az ionésség hatasat az adhéziora. Az
immobilizalas folyamat a 4.3.16. fejezetben leirkderint tortént. 15 és 30 percig inkubaltam a
sejteket, majd festettefket metilénkék festékoldattal és mikroszkop alasgaltam a sejtroégzilést.
Mivel nem tapasztaltam kulonbséget a 15 és a 30epekezelések kodzott, a tovabbiakban csak 15

percig kezeltem a sejteket. A kapott eredmények¥.aablazatban és a 44. és 45. abrakon mutatom
be.
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30. tabldzat A K. marxianusNB és aS. fibuligera CCY 42-3-1 sejtfalkezelések optimalis

paraméterekkel
. Valtozasok a kébdésben
Reagensek Koncentracio - P
K. marxianus S. fibuligera
I. Detergensek Hecameg 5mM - ++
10 mM - +
Szarkozin 1% - ++
2% - -
Il. Protedzok Pronéz 20Qug/ml - -
Il. Sejtfal litikus enzim Lysing enzim 25Gug/ml ++ +++
IV. Kiegészitve diszulfid | kontroll: 10 perc 5 mM i t
redukalé agenssel (DTT) |DTT
A/ Detergensek + Hecameg 10 mM - -
+ Szarkozin 2% - ++
B/ Proteazok + Pronaz 20Qvg/ml - -
C/ Seijtfal oldé enzim + Lysing enzim | 25@g/ml - -

-: nincs adhézié
+: gyenge adhézié
++; k6zepes adhézid
+++: e¥s adhézié

A kapott eredmeényeki jol lathatd, hogy 6nmagaban a pronézzal valé kszegyik torzs
esetében sem bizonyult hatékonynak. A kezelést alkiegészitve sem kaptam jobb eredményeket.

A K. marxianus NB esetében az alkalmazott detergensek ©6nmagukizsn mutattak
jelentbsebb valtozast az adhéziora nézve, mig a DDT-Uélk@nbinacioban csokkentettek azt. Ezzel
szemben &. fibuligeraCCY 42-3-1 sejtek kezelése megndvelte az adhémgt DDT-vel kiegészitve
is.

A sejtfal oldé enzimes kezelések mindkét torzsedsat a legjobb eredményeket mutattak és az

adhézio dinyére valtak. Viszont a DTT kombinacios kezelékksiatette az adhézid pozitiv hatasat.
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DDT-s kezelés utan

44. abra

kezelései utan
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kontroll DTT-s kezelé

250 pg/ml lysing enzim DTT+250g/ml lysing enzim

2% szarkozin DTT + 2% szarkozin

45. abra  Mikroszképos felvételek a sejtek adhézigjard.dibuligeraCCY 42-3-1 sejtfalanak
kilonbodz kezelései utan

A hidrofébicitdas szempontjabol mindkét élégmimba esetében hidrofob kontrollt is
alkalmaztam. A sejteket az exponencialis fazisbasgaltam (31. tablazat).
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Az oldGszeres kezelések esetében, kiveve a 2%-askozit, a sejtek megmaradtak hidrofob
allapotukban. Mindkét térzs hasonld érzékenységggaialt a pronazos kezelésekre, amely atbillentette
a sejteket hidroféb allapotukbdl hidrofilbe. K. marxianusNB torzs sejtfal oldé6 enzimmel valo
abra), mig &. fibuligeraCCY 42-3-1 torzs sejtfal kezelésénél a sejtek minesetben hidrofillé valtak
(48. abra).

31. tablazatA sejtfal kezelések eredményei

Reagensek Koncentracio ld A hatds meghatarozasa
feloldott fehérjék
Hecameg 5mM, 10 mM 1, 2 6ra koncentracié mérése
| Deteraensek hidrofdbicitas
' 9 feloldott szénhidratok
Szarkozin 1%, 2% 30, 60 perc | koncentracié mérése
hidrofébicitas
feloldott szénhidratok
Il. Proteazok Pronaz 20Qug/ml 60, 120 perc | koncentracido mérése
hidrofébicitas
Il Seitfal old6 feloldott szénhidratok
er;zimj Lysing enzim | 25Qg/ml 30, 60 perc | koncentracié mérése
hidrofdbicitas
. . feloldott szénhidratok
Ir\e/dLIJDIEZT: lggens (I?jitliothreitol) 5mM élcc')ilfeezrglés kpncept(é_c i,é mérese
hidrofdbicitas
. é\)} 3,000
= e
o) E 2,500
S 8
- §‘ 2,000
> T 4500 -
o C
N
9 E 1,000
5 2
E (U 0,500
\4 0,000

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol + DTT

1% szarkozil

2% szarkozil

2% szarkozil + DTT

250 pg/ml lysing

250 pg/ml lysing

250 pg/ml lysing +DTT
200 pg/ml pronaz

200 pg/ml pronaz

200 pg/ml pronaz + DTT
5mM HECAMEG

10 mM HECAMEG

10 mM HECAMEG + DTT

Kezelés

46. abra A sejtfal kezelések hatasa a hidrofébicitaska enarxianus\B sejtek esetében (kék
oszlopok: hosszabb kezeléshjgiros oszlopok: rovidebb kezelésb)d
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A sejtfal kezelések hatasa a hidrofobicitas& &buligeraCCY 42-3-1 sejtek esetében
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48. abra A K. marxianus\B (A) ésS. fibuligeraCCY 42-3-1 (B) sejtfal kezelések

kovetkezményeként felszabadult szénhidrat-tartalom
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kiulénb6s eredel lakt6z hasznositd éle$gomba tdrzsek vizsgalataval kimutattam, hogy
a tejtermékekil szdrmazd torzsek laktd6z hasznositas szempontjath@ptalodtak a kornyezethez,
mivel kozulik voltak szelektalhatok a legnagyoblonbassza hozamot mutato torzselt egyes
torzseknél laktofiliat is kimutattam. A laktéz vadgemeényié hasznositasara képes élégntzsek
esetében meghataroztam azokat az optimalis C-fésré& értékeket, amelyek az adott torzs esetében
a biomassza é&dllitas soran biztositjak a maximalis biomasszaahut: S. fibuligeraCCY 42-3-1
(kemeényié 25 g/L és élesékivonat 8 g/L, ill. 14 g/L keményit és 4 g/L ammonium-szulfat);.
kononenkoeCCY 33-4-1 (30 g/L keményités 7 g/L élespkivonat); Deb. occidentaliCCY 47-3-1
(30 g/L keményit és 7 g/L élesdkivonat, ill. 20 g/L keménydt és 3 g/L ammonium-szulfatpeb.
occidentalis Y758 (23 g/L keményét és 7 g/L élesdkivonat, ill. 22 g/L keményidt és 3,5 g/L
ammonium-szulfat)K. lactis NU (20 g/L laktéz és 5 g/L élesiivonat); K. marxianusNB ésD.
anomala(30 g/L laktéz és 8 g/L élesiivonat, ill. 23 g/L laktéz és 5 g/L ammonium-sai)f Az
optimalis C- és N-forrasok mellett meghataroztanoptimalis pH-t is (4-4,5).

2. Mivel az élesfiket nehézfém ionok megkdtésére kivantam alkalmamagallapitottam,
hogy mind az €, mind a lével inaktivalt (szaritott) sejtek alkalmasak biagmios célra, a kilénbdz
fajokhoz tartozo tbérzsek kozott azonban esetenlé@mteges kilonbségeket tapasztaltam egyrészt a
kulénbo® nehézfémek (Cr, Cu, Cd, Zn, Ag) akkumulacidja, masst az € és a szaritott sejtek
tekintetében. Megéllapitottam, hogy a széritotttekeja viztisztitd berendezésékbkikerils, a

nehézfémeket alacsony koncentracioban tartalmaak vovabbi hatékony tisztitasara is képesek.

3. Ek éleszbsejtek frakcionalt feltarasaval meghataroztam axeggsejtalkotok altal
akkumulalt nehézfémek mennyiségét. Kimutattam, reogizsgalt 5 kilonbdzéleszbfaj torzsei 70-90
%-ban sejtfalhoz kototten akkumulaljak a rezet. dtés aranyt taldltam a krom esetében a
Schizosaccharomyces pomRE&/E 4-2-1 kivételével. Az 6lom és nikkel esetél@talaban 10-20%-
kal nagyobb volt a citoszolban és a vakuolumbamakkalédott nehézfémek aranya.

4. Megallapitottam, hogy az élesgobmbak kozil az alhifa képz fajok nagyobb
hatékonysaggal képeznek tobb sejtrétbipfilmet a hordozo felszinén, mint az egy$egiarjadzo
fajok. Legjobb eredményt az egysegarjadz6 fajok kdzul &luyveromyces marxianudB, mig az
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alhifa képsdk kozul aSaccharomycopsis fibuliger@CY 42-3-1 torzsekkel értem el és kimutattam,
hogy a rogzités hatékonysagat a pH 5-7-es tartom@@m befolyasolja Iényegesen. Mig a
Saccharomycopsis fibuliger&CY 42-3-1 esetében mind a detergensekkel, mirdigpa lysing
enzyme (Sigma) sejtfaloldé enzimkomplex-szel tditkezelés megnovelte az adhézié hatékonysagat,
addig aKluyveromyces marxianusB esetében csak a sejtfaloldd enzimkomplex-siéd kezelés
volt hatékony. Megallapitottam, hogy mindkét fajz&einek tenyészetei a hidrofob kategériaba estek

és a sejtfal dezorganizalasaban hatékony kezelhédékara a sejtek hidrofillé valtak.
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A kémiai kornyezetszennyezés mértéke ugragemeemelkedik vilagszerte, amelynek egyik
legfontosabb mutatéja a nehézfémek felhalmozdodasalagpan. Mobilis formaik bekertlhetnek a
taplaléklancba, sulyos kérnyezeti karokat és humagbetegedéseket okozhatnak.

Kisérleteimet a Budapesti Corvinus Egyetem Elelarismlomanyi Karanak Mikrobioldgia és
Biotechnolégia tanszékén végeztem. Munkdm soraml céiztem ki olyan éles#t biomassza
kidolgozasat, amely olcso élelmiszeripari mellékiékeken (pl. tejsavd, kemény)itgazdasagosan
eloallithatd és bioszorbensként nehézfém megkotétiaakmmzhato legyen.

A kukorica ill. burgonya, valamint a tej feldolgszd sordn az élelmiszeriparban nagy
mennyiségben keletkéz olcsé melléktermékek, jelgi® mennyiséfi keményit és tejsavot
tartalmaznak, melyeket magas bioldgiai oxigénigé&niyiiatt veszélyes hulladékként tartanak szamon
(2000. évi XLIII. térvény). Egy részik megsemmisite kertl a szennyviztarolokban, pedig ezek a
termékek kivald taptalajok lehetnének a mikroorgamisok szaporodasahoz.

Kilénb6z morfoldgiaju és sejtfalszerkesetleszégombak kozott olyanokat kerestem, melyek
a keményiit, ill. a laktozt j0l hasznositjak szénforraskérdzdasagos biomasszasd@litasara. A
hagyomanyos taptalaj optimalizalasi médszerek kdptés idigényesek és nem képesek a valds
optimum meghatarozasara az optimalizadlasban rédrtviaktorok kolcsbnhatdsa miatt. A
mikroorganizmusok szaporodasanak nyomonkovetésgdenas modszer all rendelkezésre. Ezen
modszerek kozul talan a turbiditas elvénikids eljaras az egyik legegys#bb, emellett gyors
reagalasi iével rendelkezik. Az éinyeihez tartozik még az automatizalhatosaga éssaagyl minta
mérése. A gomba szaporodasanak nyomonkodvetéséreurckam soran Multiskan (Thermo)
berendezést hasznaltam. A szamitastechnikédéeEvel lehéség nyilik arra, hogy kilénbéz
matematikai-statisztikai szamitasok alkalmazasawarlatozott meérésekkel, megvaldsithatok a
tobbfaktoros optimalasok. Ennek alapjan szamosn@béisi modszert dolgoztak ki és sikeresen
megvalositottak az ipari termelésében is, amelyekbgozik un. valaszfelileti modszer (Response
Surface Method: RSM), amely leligé teszi a kulonbdzfaktorok kombinalt hatasanak vizsgalatat. Az
optimalizalast turbidimetria (Multiskan készulékggitségével végeztem el. Kutatbmunkam soran
kézponti elrendezéskisérlettervezds modszert (Central Composite Design: CCD) alkalerazia

tapkdzegben lgvszén- és nitrogénforras optimalasara.
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A keményibt, mint szénforrast viszonylag kisszamu élégatmba faj hasznositja, ezek kozil a
Debaryomyces occidentalis var. occidentalia Saccharomycopsis fibuligeras a Lipomyces
kononenkodajok egy-egy torzsét vizsgaltam. Eredményeimiszez aSaccharomycopsis fibuligera
CCY 42-3-1 és aebaryomyces occidentalis var. occidentaligs8 adtak a legjobb biomassza
hozamot. Az egyes tapanyag komponensek hatdsa amhtjam hogy az éles@ivonat
biomassza termelést eredményezett keméyitnforras esetén.

Mivel a lakt6éz hasznositas genetikai szabalyozat all, a tejtermékek mikroflérjat alkoto
torzsek laktdz hasznositasa kediz lehet, ezért a laktdéz hasznositasi vizsgalatokarns
torzsgyijtemeényi torzsek mellett tejipari termekekhzolalt térzseket is vizsgaltam. Az optimalizalas
soran 7 laktéz hasznositdo élégaj vizsgalatat végeztem el. A legjobb hozamot ddjpk a
Kluyveromyces lactidlU, aKluyveromyces marxianU$B és aDekkera anomalad/T voltak. Némely
estben magasabb hozamot kaptam lakt6z szénforndmoingliikozon. Ez laktofiliara utal. A kisérletek
soran a C- és N-tartalmat, a pH-t valamint a lézegést optimalizadltam a magasabb hozam
elérésének érdekében.

A levegiztetés novelése a tiptalaj oldott oxigén konceidjd@tak ndvekedését eredményezte,
de nem befolyasolta szignifikAnsan a biomasszaeiésh A tejipari térzseknél sokkal jobb biomassza
termelést értink el.

Megvizsgaltam a kulonbdzéleszégomba fajok bioszorpciés é€s akkumulacios képességét
Laboratoriumi korilmények kozétt modell fémoldatéliitottam eb, mely a kdvetkez fémeket
tartalmazta: Ag, Cd, Cr, Cu, Ni. A fémakkumulacagjyrészt é, masrészt kiméletesen szaritott, de
elhalt sejteknél is vizsgaltam. &kisérletek soran beallitottam azt a sejt és ferodomaciot (2mM és
20mM), ahol a bioszorpcios hatast mérni lehet a fele§ fémiont tartalmazé sooldatok
flggetlen volt az oldat koncentraciojatél és nelaltam lényeges kildnbséget a# €k szaritott sejtek
kozott. Ezért a szkrinelést 20 mM-os séoldatokleEgeztem a tovabbiakban.

Az értékes nehézfémek kinyerése céljabol kisémgtelégeztem a megkotdtt nehézfémek
visszanyerésének kidolgozasara. Megkodelit teljes mérték deszorpciot eredményezett az EDTA
(szerves komplex képaegyllet) alkalmazasa.

Vizsgaltam a kulonbdz sejtmorfologiaval (dimorf, bimbddzé, sarjadzo, filloképzé vagy

flokkulens) rendelkez éleszégombak hidroxiapatit (HAP) hordozéra vald rogzil&épességet. A
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legjobb eredményeket a dimorf élégmtmbak, aS. fibuligeraCCY 42-3-1 és &. marxianusNB
adték.

A sejtek hidroféb jellege is &hyds volt a HAP tablettahoz valé immobilizacié spemtjabal.
A rdgzulés hatékonysaganak novelése szempontjabéjtialon kilonbo& kezeléseket alkalmaztam
detergensekkel, proteazokkal és lysing enzyme-Eetdményképpen azt kaptam, hogy a lysing
enzyme-s kezelések és a detergensek noveltek ek dgjrdozohoz vald rogzilési képességét. A
sejtfalon végzett kezeléseloskgitették a sejtek biofiimképzését, ugyanakkocsohak is a sejtfalat,

mely a sejtek hordozorél valo levalasat okoztaokiat pufferelése nem oldotta meg a problémat.
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Chemical pollution of the environment sharply irages globally, and one of the most
significant indicators of this increasing pollutiag the accumulation of heavy metals in the sail. |
mobile forms they can enter the food chain, dantagie environment seriously and posing a risk to
human health.

| did my experiments at the Corvinus University Bfidapest, Faculty of Food Science,
Department of Microbiology and Biotechnology. D@imy work | set a target to develop a yeast
biomass, which is cheap food by-products (eg wkech) that can be produced economically and
which can be used as biosorbent to remove heavgl met

Among the yeasts with different morphology and-ealll structure | was looking for strains
which have good starch or lactose utilization &pfior economical biomass production. The tradiilon
nutrient solution optimization methods are solutéord time-consuming and are not able to determine
the real optimum because of the interaction of digctinvolved. To monitor the growth of
microorganisms there are a number of methods dlail&Among all of these methods the principle of
turbidity is one of the most simple procedures Vi@t response time. The further advantages oéit a
the automatization and the measuring of the latgelber of samples. Optimization was carried out by
turbidimetric method (Multiskan, Thermo). The demhent of computer technology results in the
opportunity to use different mathematical and statal calculations with limited measurements to
achieve a multifactorial optimization. It followkat many optimization methods have been developed
and successfully implemented in industrial produgtias well, which belong to the so called Response
Surface Methodology (RSM), which makes the exanonabf the combined effect of different factors
possible. During my research the Central Compdgsign (CCD) was applied to the optimization of
the carbon and nitrogen source of the medium.

There is a small number of yeast species whiclsteseh as carbon source. Thebaryomyces
occidentalis var. occidentalithe Saccharomycopsis fibuligeand theLipomyces kononenk@pecies
were examined. According to my results, tlsaccharomycopsis fibuliger&&CY 42-3-1 and
Debaryomyces occidentalis var. occidentoig58 gave the best biomass yield. The effectsutfient
components show that increasing the concentratibnthe yeast extract and decreasing the
concentration of starch at the same time resulted higher biomass production in the case of the

starch carbon source.
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Since lactose utilization is under strong genegdigutation, strains forming the microflora of
dairy products could have improved properties réigar lactose utilization efficiency. Therefore
strains not only from culture collections but atstes isolated earlier from dairy products wereetkst
Yeast strains belonging to three lactose utilizsgecies Kluyveromyces lactjsKluyveromyces
marxianus and Dekkera anomala were tested during optimization. Yield on lactosemetimes
exceeded that of on glucose, which refers to ldictoDuring the experiments, the C- and N-content,
pH and aeration was optimized to achieve a highedd.y

The increasing aeration resulted in the increasthefdissolved oxygen concentration in the
culture medium but had no significant effect onnbass production. The dairy strains had much better
production than the culture collections strains.

| examined the different yeast species and theaumclation and biosorption ability. A
laboratory model of metal solution was preparedcWigontained the following metals: Ag, Cd, Cr,
Cu, Ni. The metal accumulation was studied on itfiad and gently dried, but dead cells too. During
the preliminary experiments | set the cell and inaacentrations (2mM and 20mM), where the effect
of biosorption can be measured on the basis ofi¢icecasing metal concentration of the metal content
salt solution by ICP equipment. The bound metaloratas nearly independent of the solution
concentration and | found no significant differesdetween the living and dried cells. Therefore the
screening afterwards was made in a 20 mM solution.

Experiments were carried out to develop the regowethod of the valuable heavy metal. The
application of EDTA (complex-forming organic compml) resulted in almost complete desorption.

In the course of processing corn or potatoes, aitklimthe food industry large amounts of
cheap byproducts, containing significant amountstafch and whey, are generated which due to high
biological oxygen demand are considered as hazandaste (Act XLIII of 2000). One part of them is
destroyed in waste disposal tanks, but these ptedomould be the excellent substrates for the
reproduction of microorganisms.

Different yeast species having diverse cell morpggl (budding, fission, dimorphic, being
flocculent or film-forming) were tested regardinigeir immobilization potential on nanostructured
hydroxyapatite (HAP) material. The best results evachieved with the dimorphic yeast species
Saccharomycopsis fibulige@CY 42-3-1 andKluyveromyces marxianusB.

The hydrophobic character of the cells was advaaag for immobilization on HAP. Chemical
modification of the cell wall by detergents, praea and cell wall lytic enzyme was tested as a

possibility to increase immobilization efficiencyreatment with cell wall Iytic enzyme and certain
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detergents improved the attachment of cells on sindace. HAP material, however, underwent
chemical destruction during the incubation of calleing to produce biofilm or multiple layers ofllse
on the surface, and the detachment of cells wasrobd. The buffering of the incubation media did no
solve the problem.
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