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1. Absztrakt

A természetben fellelheté mikroorganizmusok szdmos metabolit elallitasara képesek. Ezek
koziil a szekunder metabolitok kiilonleges figyelmet érdemelnek. Antibakterialis, virusellenes
¢és egyéb, a gyodgyszeripar szamara hasznos tulajdonsdguk miatt fontos alapanyagok. A
biotechnologia ennek érdekében az ipar szdmara kiillonbozé modszereket, technoldgidkat

fejleszt.

Egy igéretes megoldast jelenthet az altalaban szakaszos lizemii technoldgidkat alkalmazé
gyogyszeripar szdmdara az ugynevezett membran gradosztat reaktor (MGR). Ez a
bioreaktoroknak egy specialis tipusa, mely lehet6vé teszi a masodlagos anyagcsere-termékek
folyamatos lizemu termelését. A reaktor kdzponti elemeként szolgalé membran feliiletére
rogziil a termeld torzs altal alkotott, egybefiiggd biofilm. Ennek a kialakitasa, vagyis a membran

inokulélasa nagy kihivéast jelent.

Munkam soran a Streptomyces coelicolor baktériummal végeztem vizsgalatokat. Ez a faj
egy aktinorodin nevii masodlagos anyagcsere-terméket allit eld, amely virus-, tumorellenes €s
antibakteridlis hatdsair6l ismert. Feladatom kozé tartozott egy olyan kisérleti berendezés
kidolgozésa, amely jol reprezentalja az MGR reaktor miikddését, dsszeallitdsa viszonylag
egyszerl, tobb parhuzamos mérés végezhetd el vele, és jol nyomon kovethetd a biofilm
allapota. Az Osszeallitott berendezés egy kémcsObdl €s a benne elhelyezett kapillaris szalbol
allt, a betaplalas a kémcsOhoz rogzitett fecskenddn keresztiil valosult meg. Emellett a biofilm
rogzitését segitd anyagokat teszteltem, melyek befolyasoltak a sejteknek a membran feliiletére
torténd megtapadasat. A vizsgalt paraméterek koze tartozott a kotdanyagok tipusa — agar, tween
biofilmek eltérd fejlodését (biofilm vastagodasa, szin véltozasa) fotézassal dokumentéltam, a

fényképeket szamitogépes program segitségével analizaltam.

A kisérletek azt bizonyitjak, hogy a biofilm segédanyag nélkiil és annak alkalmazésaval is
kialakul. Viszont az egyes beallitasi pontok eltérést mutatnak a biofilm vastagsdgaban és

fejlédésének iitemében, valamint a membran boritottsdgaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Streptomyces coelicolor

A Streptomyces nemzetségbe tartozd fajok aerob, Gramm-pozitiv, kemoorganotrof
baktériumok. Ebbdl kifolydlag nincs sziikségilik vitaminokra, ndvekedési faktorra, csupan
szerves szénforrasra, szervetlen nitrogénforrasra €s asvanyi sokra. A nemzetséghez tartozo
legtobb mikroba mezofil, vagyis 10-37°C-os hémérséklet-tartomanyban n6, azonban vannak
olyan tagjai, amelyek termofilak. Ez utobbiak a 45-55°C-os homérséklet-tartomanyt kedvelik
igazan. Megfelel6 novekedési pH-tartomanyuk 6,5 és 8,0 értékek kozé esik. Szarazsaggal
szemben ellenalldak, igy kevesebb nedvességet igényelnek. Viszont nagyon érzékenyek a sok
vizet tartalmazo kornyezetre. [1] A Streptomycetak elsédleges él6helye a talaj, ahonnan nagy
szdmban lehet Oket izolalni. Képesek lebontani az dsszetett €s nehezen kezelhetd ndvényi és

allati eredetli polimereket, makromolekulakat (pl.: celluloz, kitin, keratin, keményit6 stb.). [2]

2.1. dbra Streptomyces coelicolor spordk [3]

Morfologiai €s mikrobioldgiai hasonlésagot mutatnak a gombakkal, de rendszertani
besorolasuak szerint baktériumok. [4] Fonalakat és sporakat képeznek (2.1. abra), melyek
altalaban 1um vagy annal kisebb atmérojiiek. [1] A talajban kifejezett micéliumos ndvekedést
mutatnak. [2] Komplex életciklussal rendelkeznek, ebbe bele tartozik a programozott sejthalal
(angolul programmed cell death, roviden PCD) és a sporulacio. [5] Az életciklus a spora
megtelepedésével veszi kezdetét. A tapanyagban gazdag kozeg hatdsdra a spora kilép a

nyugalmi allapotbdl, csiracsoveket képez, ezzel elindul a csirdzas folyamata. A csiracsdvek
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csucsnyulassal novekednek, de nem szenvednek bindris osztodast a sejtek. A csdvek
meghosszabbodnak, eldgazdsok keletkeznek, ami fonalakbo6l 4all6 haldzatot (mésnéven
szubsztratmicéliumot) fog eredményezni. Ezzel képes lesz a mikroba rdndni az agar feliiletére
¢s belsejében novekedni. Tovabbi ndvekedés hatdsara a micélium sejtek egy része PCD-n megy
keresztiil. A megmarado életképes sejtek tobbmagva micéliumma, vagyis 1éghifakka fognak
differencialodni, melyek késobb szinkron sejtosztédassal monoploid kompartmenteket hoznak
létre. A spérak ezekbdl a kompartmentekbdl fognak 1étrejonni. A spdorak hidrofob lancokat

alkotnak, melyeket mikroszkoppal kitiinben meg lehet figyelni. [1] [5]
A leirtak alapjan a mikroba életciklusa 4 f6 szakaszra bonthat6 [1]:

M Kezdeti magosztodasi fazis.

(1) Elsodleges micélium.

(1) Masodlagos micélium és 1éghifak.
(IV)  Sporak kialakulasa.

Streptomyces coelicolor esetén megfigyelhetd, hogy a mikroba mas életciklus-fejlodésen

megy keresztiil folyadék (szubmerz) és szilard (felszini) (2.2.abra) tapkozeg esetén. [4]
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2.2. abra A Streptomyces dltaldnos életciklusa szildard (a) és folyékony (b) kulturdkban [4]

Ahogyan a 2.2.abran is lathato, a legszembetinébb eltérés a két tapkozeg kozott, hogy
folyadék kultura esetén kimarad a masodik programozott sejthaldl. Kés6bbi ndvekedések

folyaman a folyadék kulturdban harom kiilonb6z6 morfologiat vehet fel a mikroba:



1. Szétszort micélium (t6bbnyire egysejtiiként viselkedik);

2. Laza micéliumhéldzatok (gyakori neviik szonyeg vagy csomok);

3. Pelletek (stirti micéliumstruktura tdpanyaghianyos kozponttal).

A tapanyaghianyos kozeg stresszfaktorként jelenik meg, de ilyen stressz lehet az
oxigénhiany, mas mikroorganizmus jelenléte is. Ennek kovetkeztében elindul a masodlagos

anyagcsere-termékek képzddése. [4]

2.2. Masodlagos anyagcsere-termékek — Aktinorodin

A masodlagos metabolitok olyan szerves vegyliletek, amelyek nem vesznek részt
kozvetleniil egy szervezet ¢letciklusaban, nincsenek hatassal a fejlddésére és szaporodasara.
Ezek a szerves vegyiiletek négy dologban mutatnak eltérést az elsédleges metabolitokhoz

képest [1]:

M Neélkiilozhetoek a novekedéshez.
(1) Termelésiik kornyezeti koriilményektdl fligg, mint példaul a talaj tipusa.
(1) Sokszor szorosan 6sszefiiggd molekulak csoportjaiként termelddnek.

(IV)  Gyakran el6fordulhat ezeknek az 6sszetevoknek a tiltermelédése.

A Streptomyces nemzetség tagjai rendkiviil fontos szerepet téltenek be a biotechnologiaban,
mivel a klinikai antibiotikumok kdzel kétharmada és szdmos mas bioaktiv vegyiilet is t6liik
eredeztethetd. [5] Legfontosabbak az antibakterialis, gombaellenes, virusellenes és tumor
ellenes tulajdonsagi masodlagos metabolitjaik, mint példaul a S. coelicolor altal termelt,

antibiotikus hatasu aktinorodin. [1]

Az aktinorodin (2.3.abra), egy kék/voros szinti, redox-aktiv masodlagos metabolit, amely
bakteriosztatikus €s pH-érzékeny tulajdonsagairdl ismert. Modellvegyiiletként hasznositjak,

bar még nem kellden ismert biologiai aktivitasa és hatasmechanizmusa. [6]

CO,H O OH O©OH O CO,H

2.3. dbra Aktinorodin szerkezeti képlete [6]



Ennek a szerves molekulanak harom kiemelkedd kémiai tulajdonsagat allapitottdk meg.
koriilmények kozott kék szinii. Masodszor megvizsgaltak, hogy redox-aktiv, és redox-ciklusos
reakcidkban is részt vehet. A kinoncsoportok redukcidjaval elektronokat hoz létre, ami
kolcsonhatasba képes 1épni a molekularis oxigénnel szuperoxid-gyok anionokat (O2")
eredményezve. Ezekbdl a gyokokbol késébb olyan reaktiv anyagok keletkezhetnek, mint
példaul a hidrogén-peroxid (H202). Végiil harmadszor kimutattak, hogy organokatalizatorként
milkédik in vitro oxidativ reakciokban. Katalizalja az L-aszkorbinsav és az L-cisztein
konverzidjat, mikézben H20; termelddik. A H2O» felhalmozddasa a bakteriocid hatds egyik
feltételezett mechanizmusa. [6]

Vizsgalatok soran, mikor a S. coelicolor mikroorganizmust stresszfaktoroknak tették ki (pl.:
tdpanyag-limitacié vagy alacsonyabb pH-ji kozegbe helyezték), megindult az aktinorodin
termelddése. 4,5-5,5 pH-n intracellularis vords antibiotikum termelddott. Magasabb pH-
tartomanyban (6,0 és 7,5) azonban megjelent a kék aktinorodin is, amely nem csak
intracellularis, de extracellularis formdban is termel6dott. Utdbbi sokkal elénydsebb az
antibiotikum kinyerése szempontjabol, hiszen nem kell sejtroncsolast végezni.

A két antibiotikum vizsgalata soran kideriilt, hogy a kék szinli az aktinorodin
laktonszarmazéka, amit y-aktinorodinnak neveztek el. Kimutathat6, hogy a végso pH-érték
szabja meg, hogy melyik fajta aktinorodin termelddik nagyobb mennyiségben. 5-6s pH-értéken
az intracelluldris aktinorodin termelddik nagyobb mennyiségben, ezzel szemben a vy-
aktinorodin elsdsorban 7-es pH-értéken keletkezik, és mind intra-, mind extracelluldrisan jelen

van. [7]

2.3. Biofilm kialakulasa
A baktériumok, kiilondsen a Streptomyces coelicolor mikroorganizmus biofilm-képzédése
¢s feliiletekhez valdo megtapadasanak ismerete elengedhetetlen, hiszen célom egy ilyen biofilm

felndvesztése és fejlodésének figyelemmel kisérése egy membran kapillaris szélon.

A biofilm nem mads, mint mikroorganizmusok jol szervezett és egyiittmiikodo kozdssége.
Azok a sejtek, amelyek ilyen tarsulasokban élnek, tobb elénnyel rendelkeznek az 6nallo
telepeket alkotd tarsaikhoz képest, példaul nagyobb a tulélési esélyiik kiilonbozd kornyezeti
stressz hatasok esetén (pl.: pH valtozas, UV-sugarzas, ozmotikus sokk stb.), illetve a komplex,

nehezen felvehetd tapanyagokat konnyebben hasznositjak. [8]
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A biofilm kialakulasédnak folyamatat a 2.4. abra szemlélteti.
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2.4. abra Biofilm képzodése [8]

Az 2.4. abran ol lathatd, hogy elsdként a sejtek reverzibilisen megkotddnek a feliilethez és
rogziilnek (a). Ezt kdveti a monoréteg kialakulasa, ami mar irreverzibilisen kotddik a feliilethez.
Ez a kotddés indukalja az extracellularis matrix képzddését (b). (Az dbran lathato EPS az angol
extracellular polymeric substances, vagyis extracellularis polimer anyagok roviditése.) Késdbb
a mikrokolonidk képzddése figyelhetd meg (c). Kovetkezd szakaszban elindul a biofilm érése,
melynek sordn a jelenlévd poliszacharidok kovetkeztében jellegzetes struktirat vesz fel (d).
Utolso 1épésben az egyes sejtek elkezdenek levalni a biofilmrdl. Jol lathatd, hogy a biofilm

novekedési ciklusa egy Osszetett folyamat. [8]

A biofilm kotédési folyamatanak megértéséhez meg kell vizsgalni a sejtfelszin és a
szubsztratum tulajdonsagait is. A szubsztratum lehet hidrofob vagy hidrofil tulajdonsaga. A
durvabb, nagyobb fajlagos feliiletli felszineken a biofilm sokkal gyorsabban ki tud alakulni.
Mivel a S. coelicolor sporai erésen hidrofob sajatsagtiak, a hidrofob feliileten konnyebben
megtapadnak, ami kedvez a biofilm kialakuldsanak. A sejtfelszinen 1évd flagellak, pilusok,

fimbriak szintén befolyassal birnak a kotddés kialakitasanak sebességére. [9]

A biofilmben 1év6 sejtek extracellularis matrixba (EPS) dgyazodnak. Az EPS anyagok 6

alkotéelemei poliszacharidok, fehérjék és nukleinsavak. A matrix funkcioja roppant sokrétii:
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védelmet és mechanikai stabilitast biztosit, de segiti a feliiletekhez val6 tapadést is. A mobilitas
szabalyozasa és a sejtek atmeneti immobilizalasa is feladatai koz¢ tartozik. A Streptomyces
nemzetség tagjainak kiilonleges képessége, hogy alapvetd épitdelemkészlet felhasznalasaval
morfologiailag és funkcionalisan is eltéré matrixok megalkotasara képesek. Tovabba hidrofob

feliileteken is képesek megtapadni, mint a névényi levelek és természetesen a talaj szemcséi.

[10]

A 2.1-es fejezetben leirtak alapjan S. coelicolor felépitésébdl és életciklusabol adodoan
vegetativ és 1éghifakkal rendelkezik. Amig a vegetativ hifak hidrofil tulajdonsaguak, addig a
1éghifak hidrofobak, vagyis viztaszitdak. Ennek oka, hogy egy tovabbi kiilso feliileti réteg
(matrix) alakul ki. Ezt palcikarétegnek is szoktak nevezni. Ennek a rétegnek a hidrofob oldalat
vékony fibrillak, vagyis chaplin fehérjék boritjak be. A chaplin fehérjéknek két tipusa ismert:
egy rovidebb kb. 55 aminosavbol allo fehérje (ChpD-H) és egy hosszabb, nagyjabol 230
aminosav hosszisagl fehérje (ChpA-C). Ezek a fehérjék a sejten kiviil helyezkednek el, és
viszonylag kemény, nem fiziologids kortilményekkel szembesiilnek. Ezekben a

koriilményekben a fehérjék spontdin moddon felveszik a szdmukra kinetikailag elérhetd

crer

2.4. Szakaszos és folyamatos iizemii technologiak

A gybgyszeriparban mai napig a szakaszos technoldgiak dominalnak, melyekre jellemzd,
hogy egy-egy gyogyszerhatoanyag eldallitasa sok részlépésben torténik, és az egy batch
(szakasz) soran kinyert termék mennyisége is kicsi. A teljes gyartas soran pontosan ugyanazt a
miuveletsorozatot ismétlik Ujra és Gjra, amig elegendd izolalt anyagot nem allitanak eld.
Szakaszos gyartas soran altalaban egyszerre csak egy miiveleti egységet végeznek el. Ezzel
szemben a folyamatos lizemil technologidknal szamos reakci6 és elvalasztd miivelet zajlik

egyidejlileg, ezaltal javul a berendezések kihasznaltsdga, nagyobb termelési kapacitas érhetd el

Az elmult években szamos eldrelépés tortént a folyamatos gyartasi technologiak
bevezetésére ezen a teriileten. Elsésorban technikai, mindségi, biztonsagi és gazdasagi eldnyok
miatt végeztek beruhdzasokat nagyobb gydgyszeripari vaéllalatok a folyamatos tlizemii

technologiak bevezetése érdekében [11].



Folyamatos lizemmod eldnyei [11]:

Konnyebb kezelhetdség: a sziikséges hdmérséklet, nyomas, keverés konnyebben
megvalosithatd folyamatos tizemmod esetén.

»State of Control” (helyzetellendrzés): szakaszos lizemmodban az egyes sarzsok
kozott eléfordulhatnak kisebb-nagyobb kiilonbségek, mig egy precizen
szabalyozott folyamatos gyartas soran minimalizdlhaté a termékmindség
ingadozésa.

Nagyobb termelési kapacitds: a szakaszos tlizemmoddra jellemzd leallas,
yjrainditas €és egyéb holtidok itt nem 1épnek fel, igy nagyobb teljesitmény érhetd
el.

Gazdasagossag: a nagyobb teljesitmény, valamint a berendezések hatékonyabb
kihaszndldsa gazdasagi elonyt is jelent.

Biztonsagtechnikai elény: folyamatos iizemmodban kisebb reaktor is elegendd,
ezaltal az egyszerre kezelendo veszélyes, toxikus anyagok mennyisége is kisebb,

tovabba a reaktor hiitése is konnyebb, kisebb a tulmelegedés veszélye.

A folyamatos iizemi technoldgidk megvalositdsanak a gydgyszeriparban azonban vannak

nehézségei, akadalyai, amit at kell hidalni. Ide sorolhatoak az alabbiak [11]:

Gyobgyszeriparban termelt hatdanyagok teljes gyartdsi mennyisége kicsi, ezért a
folyamatos lizemmod altal kindlt nagyobb termelési kapacitas kevésbé 1ényeges
szempont.

Rovid a termék szabadalmi élettartama, ennyi id6 alatt nem éri meg a potencialisan
hatékonyabb folyamatos tizemmod kidolgozasa.

Fokozott fejlesztési terhek és kiilonleges technikai kihivasok lépnek fel (U
berendezésekre,  eljardsok  kidolgozésara,  szakmai  tovabbképzésekre,
szemléletvaltasra lenne sziikség).

Kutatési €s gyartasi halozat fejlesztése sziikséges.

A folyamatos lizeml antibiotikum-eldéllitasra kinal lehetséges alternativat a membran

gradosztat reaktor, melyet a kovetkezd fejezetben ismertetek.



2.5. Membran Gradosztdt Reaktor — MGR

Az elsO gradosztat reaktort a természetben eléforduld 6koszisztémak utanzasara tervezték,
bioreaktor kaszkadot alkottak, ahol kétirdnyu térfogatcsere tortént az egymast kdvetd reaktorok
kozott. Két komponens ellendramban volt jelen, emiatt a reaktor elemeiben mas-mads
koncentraciok alakultak ki a steady-state-ben. A rendszeriikben vizsgalt mikroorganizmusok
koz¢ tartozott a Bacillus subtilis, Paracoccus denitrijicans és a Clostridium butyricum. [12]
Azokban a reaktorokban, ahol elégséges volt a két komponens mennyisége, a
mikroorganizmusok felszaporodtak, szamuk Gauss-gorbe szerli eloszlast mutatott az
optimumban ¢és annak kornyezetében. A szerzok a konklizioban emlitik, hogy a rendszer

tovabb fejlesztheté membranok alkalmazaséaval.

A fent emlitett jelenségek alapjan felmeriilt az a lehetdség, hogy a térbeli koncentracio-
gradienseket alkalmazni lehetne szekunder metabolitok folyamatos eldallitasara, mivel ezek

termelddése altalaban tdpanyaghidny kovetkeztében alakul ki.

Leukes ¢és munkatarsai [13] 1999-ben Phanerochaete. chrysosporium gomba
felhasznalasaval kifejlesztettek egy membran gradosztat reaktort (MGR), amiben egy
poliszulfon membran radialis irdnyl porusaiban novesztették fel a mikroorganizmus biofilmjét.
Ugyanezzel a mikrobaval Sheldon és Small 2005-ben végeztek kisérleteket [14], de mar
kapillaris keramia membrannal is fejlesztettek ki az MGR rendszert. Azokra a rendszerekre
hasznaljak az MGR kifejezést, ahol egy szintetikus kapillaris ultrasziiré membranon, mint

hordozé matrixon rogziil a biofilm. [15]

Talajlaké mikroorganizmusok (mint amilyen a Streptomyces coelicolor) esetén a szilard
feliileteknek technologiai jelentdségiik van. A szilard fazisu fermentaciok esetén maga a
szubsztrat szolgéltatja a szerkezeti stabilitdst. Az MGR rendszer esetében ezt a szerkezeti
stabilitast a tdpanyagot nem tartalmazd, inert membran biztositja, melynek kiils6 feliiletén
torténik a sejtek rogzitése. A tapoldat a membran lumen oldali részén aramlik (2.5. abra), majd
a porusain keresztiil diffundal a kiilsé feliiletére, ahol megtorténik a tdpanyagfelvétel. A levegd
(oxigén) a kdpenytérben veszi kdrbe a mikroorganizmust. Ebbdl kifolyolag az MGR szerkezete
J6 megkdzelités a mikroorganizmus természetes €lohelyének szimuladlasara. A biofilm egyes
rétegei eltérd koruak, mivel eltéré mennyiségli tapanyaghoz jutnak hozzéd a tdpanyagfelvétel

lehetéségébdl adoddan.
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2.5. dabra Egyszalas MGR vazlatos abrazoldsa (Lajtai-Szabo Piroska és mtsai.
publikdciojaban [4] taldlhato abra bévitése a biofilmre jellemzd mikrobandévekedési
kinetikaval)

A biofilm szubsztrat-ellatottsaga csokken, minél tavolabb helyezkedik el a membrantol (2.5.

abra). Harom zona alakul ki, amelyek eltérnek mind morfoldgiailag, mind pedig fiziologiailag:

1. zbéna: jellemzben elegendd tapanyaghoz jut, szaporodasi és ndvekedési iitem
megfeleld;

2. zbna: nOovekedési stacionarius fazisban van;

3. zona: hanyatlasi fazisban van.

Mivel allandé a tapanyaggradiens, ezért egyidejiileg képes kialakulni a masodlagos
metabolit termelddése és a sejtmegujulas a biofilmben. A masodlagos anyagcseretermék
képzddése a tapanyagszegény allapot (stressz faktor) miatt alakul ki a biofilm 3. zénajaban. [4]

A szakirodalomban jelenleg kevés olyan publikacio talalhatd, amely errdl a reaktortipusrol
sz6l. Még kevesebb azoknak a tudomanyos cikkeknek a szama, ami kifejezetten a S. coelicolor

alkalmazasat fejti ki az MGR reaktorokban.
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2.6. Kapillaris membranok

A membran definicid szerint nem mas, mint egy permszelektiv gat két fazis kozott.
Elsésorban elvalasztasra alkalmazzak, de bizonyos tipusai — elsdsorban a pérusos membranok
— kialakitasuknak  koszonhetéen szilard hordozoként is szolgdlhatnak biofilmes
technologidkban, igy a membran gradosztat reaktorban is. Az MGR kozponti eleme egy
kapillaris membranmodul, ennek a feliiletén alakul ki a biofilm. A membranmodul szamos
kapillaris membrant tartalmaz, aminek kdszonhetden biztositani képes a nagy fajlagos feliiletet.
A membranok felépitésiiket tekintve rendelkeznek egy belsé ultrasziird hartyaval, amit egy
porozus mikrosziird hordozéréteg vesz korbe. A biofilm kialakuldsat, megtapadasat a nagy
fajlagos feliiletii, ujjszer(i iregek €és mikrohiivelyek biztositjak. A sejtek atjutasat a lumenben
aramlo steril tapoldatba a belsd ultrasziird hartya akadalyozza meg. Az ultraszlird membranok
porusmérete 1 nm és 500 nm kozotti. Ennél a tipusndl a legnagyobb a térfogategységre jutd
effektiv membran feliilet. Hatranyuk, hogy roppant érzékenyek az eltomddésre. Ez a hatrany a
dolgozatban bemutatott kisérlet, illetve az MGR szempontjabol elény, hiszen pont az a célunk,
hogy a telepek jol el tudjak tomni a membran porusait és megvalosuljon a gradosztat mikodési

elve. [4]

A megtapadas egyik kulcseleme a porusokban és a membran feliiletén vald eltomddés. Az
eltomddés kétféle mechanizmussal torténhet meg: a sejtek a porusok belsejében vagy a
membranok feliiletén tapadnak meg. A megtapadt sejtek tovabbi sejteket képesek adszorbedlni,
igy nagyszerli alapot adhatnak a biofilm kialakitdsdnak. A membranban 1évé porusok
szabalytalan alakuak és mélységiik is eltérd lehet. Ennek kdszonhetden a sejt képes megrekedni
a porus azon részén, ahol mérete kozel azonos a porus adott pontjaban mért atmérdjével. Ezt
blinding-nak is nevezik amikor a porus ,,vakka” valik. Abban az esetben, ha az eltomd6dés teljes

akkor plugging-ro6l van szo. [16]

Minden membran-bioreaktor tervezésénél kulcsfontossagii tényezé a reaktorban 1évo
membran szerkezete. Maximalis feliiletet és a lehetd legjobb feltételeket kell biztositani a
biofilm kialakitasahoz. Sheldon és munkatarsai kutatasokat végeztek Phanerochaete
chrysosporium sporakkal. [14] Céljuk egy olyan membran kivalasztasa volt, amely alkalmas a
spéra immobilizalasara, a biofilm kialakitisara és extracellularis termékek termelésére.
Eredményként megallapitottak, hogy a sejtek immobilizalasara a poliszulfon membran mellett

a keramia membran is kitiinden alkalmazhat6 [17]
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A 2.1. tablazatban lathaté az MGR rendszerekben alkalmazott kapillaris membranok
jellemz6i.

2.1. tablazat: MGR reaktorokban alkalmazott kapillarisok jellemzéi. [15]

Anyag
Paraméterek Poliszulfon Keramia titan-oxid
Kiils6 atmér6 (m) 0,0012 0,0029
Bels6 atmérd (m) 0,0009 0,0019
Falvastagsag (m) +20010° 0,001
Kiilso atlagos porusméret (pm) 11 3
Bels6 atlagos poérusméret (nm) - 0,9
Felszakitasi nyomas (kPa) 1400 8000
Uzemi pH 4-11 0-14
Maximalis tizemi hdmérséklet (°C) 50 350

3. Célkitiizés

A kutatdsom célja olyan kisérleti elrendezés megalkotasa volt, mely jol modellezi a membran
gradosztat reaktort, és alkalmas nagyszamu parhuzamos mérés elvégzésére. A modellrendszer
felhasznalasaval tesztelni tudtam kiilonb6z6 inokulalasi segédanyagokat, illetve megfigyelni
azoknak a biofilm kialakulasara gyakorolt hatasat. Az eredmények alapjan kivalaszthato azon
segédanyag tipusa €s koncentracidja, melynek alkalmazéasaval a lehetd legnagyobb boritottsag

és biofilm-vastagsag érhetd el.
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4. Anyagok és modszerek

Az aladbbiakban a kisérletek soran felhasznalt anyagokat, rogzitési ¢és analitikai modszereket

mutatom be.

4.1. Felhaszndlt anyagok

A vizsgalatokhoz sziikséges anyagokat a 4.2. tablazat tartalmazza.

4.2. tablazat: Alkalmazott anyagok

Vegyszer neve Gyarté Mindség
Malata VWR Mikrobiologiai célra
Huspepton VWR Mikrobiologiai célra
Szachar6z VWR Mikrobiologiai célra
Natrium-klorid Lachner AR.

Tween 80 (Poliszorbat) Reanal AR.

CMC (karboximetil-celluléz) | Lumea Etkezési célra / Emberi
fogyasztasra

Agar Miero Trade Bakteriologiai célra

Neomagnol Gyogyszertari -

Hidrogén-klorid VWR Ph. Eur.

4.2. Mikroorganizmus

A kivalasztott Streptomyces coelicolor A3(2) térzset a DSMZ (Németorszag) torzsbankbol

szereztiik be. A torzset ferde agaros tenyészetekként tartottuk fenn. A biofilm kialakitasahoz

sziikséges sporaszuszpenziokat, melyekkel az inokulalast végeztem, ezekbdl készitettem el.
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4.3. Alkalmazott modszerek

4.3.1. Mikroorganizmus és tapkozegek

A kisérletek soran egy alap tapoldatot hasznaltam. A tapoldat dsszetétele a kovetkezo volt:
malatakivonat 10 g/L, htspepton 10 g/L, szachar6z 20 g/L. Sterilizalas soran a cukrot
(szacharozt) kiilon kellett sterilizalni, mivel magas hdmérsékleten a cukrok és a fehérjék kozott
olyan kotések alakulnak ki, melyeket a mikroorganizmusok nem képesek lebontani. [18] A
mikroorganizmus torzs fenntartisahoz sziikséges ferde agar egy un. SCM (Streptomyces
coelicolor maintenance) taptalaj volt, amely a kovetkez6 Osszetevokbdl allt: glikoz 4,0 g/L,
¢lesztOkivonat 4,0 g/L, malatakivonat 10,0 g/L, kalcium-karbonat 0,5 g/L, agar 20 g/L. A

taptalaj sterilizalasa ugyanolyan modon valdsult meg, mint a tapoldaté.

4.3.2. Inokulalasi segédanyagok

Kisérletek soran a sejtadhézid eldsegitése érdekében, vagyis azért, hogy a biofilm erdsebben
kotddjon a membran feliiletéhez, segédanyagokat alkalmaztam. Ezek a segédanyagok
elterjedten jelen vannak a mikrobiologiai gyakorlatban és az élelmiszeriparban Ezek az

anyagok a Streptomyces c-ra nem toxikusak. [19] [20]
Felhasznalt segédanyagok:

- Agar: Az agar lehiilve képes megszilardulni, ezt a tulajdonsdgat hasznaltam ki.
Inokulumhoz hozzaadva a spdraszuszpenzid vékony rétegben képes megtapadni a
membran szal feliiletén.

- Tween 80 (Poliszorbat): A spora és a membranfeliilet eltéré hidrofobicitasuk miatt
nehezen alkotnak kolcsonhatast egymassal. Ennek kikiiszobolése érdekében
alkalmaztam a tween 80-at, aminek feliiletaktiv tulajdonsaga van.

- CMC (karboximetil-cellul6z vagy cellulozgumi): Az agarhoz hasonlo tulajdonsagai
miatt esett a valasztdsom erre az anyagra, vagyis ez is egyfajta ,,ragasztdanyagként”

szolgalt.

A sporaszuszpenzié alapjat a 9 g/L-es NaCl-oldat, vagyis fizioldgias s6oldat képezte. Ebbe
keriilt bele a megfeleld koncentracidval jelenlévd, kivalasztott segédanyag és természetesen a
lemosott sporak. Osszehasonlitasként segédanyag nélkiili, vagyis csak fizioldgias sdoldatot és
a lemosott sporakat tartalmazé méréseket is végeztem. A 4.3. tablazat tartalmazza a vizsgalt

komponenseket és az alkalmazott koncentracidjukat.
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4.3. tablazat, Segédanyag és alkalmazott koncentraciojuk

Segédanyag || Koncentracio | Jelolés | Koncentracié | Jelolés | Koncentracio | Jelolés
neve [o/L] [o/L] [o/L]

Agar 1,0 Al 3,0 A3 5,0 A5

CMC 2,0 C2 5,0 C5 8,0 C8

4.3.3. Kémcso kapillaris berendezések kialakitasa

A kisérletek elvégzéséhez hidrofob kapillaris membranokat alkalmaztam. Mivel az erdsen
hidrofob membran poérusain nem tudtuk atnyomni a tapoldatot a feltdltés soran, ezért kevésbé
hidrofob sajatsagot kellett elérni. Ennek érdekében a membranokat 1-2 hétig 1M-os HCI-

oldatban aztattam. A kezelt kapillarisokat 8 cm hosszu darabokra vagtam.

Levagott kb. 1,5 cm hosszl injekcios tithegyeket (Medoject ®, 0,5x42 mm, 25Gx1 '4”)
bevezetettem a kapillarisok végébe az 6. abran lathaté mdédon. Bunsen-égovel felforrdsitott
fémcsipesszel megfogtam a kiallo tii darabot, a hd hatdsara a kapillaris rdolvadt a tlire. A
megfeleld zéaras, rogzités érdekében olvasztott viasszal bevontam a csatlakozési pontot. A

tiheggyel ellatott kapillarisokat 2%-0s Neomagnol-oldatban sterilizaltam. (4.1. abra)

4.1. abra Injekciostii kapillaris illesztés, olvadt membran és ti (bal), viaszbevonat (jobb)

Autoklavban 121°C-on, 21 percig sterilizaltam a kisérletekhez sziikséges tapoldatot,

eszkozoket. A kémcesovek aljara kb. 1-2 mL desztillalt vizet pipettaztam, hogy a kisérlet soran
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biztositsam a mikrobak szadmara a kelléen paras kornyezetet. A kémcsohoz tartozd steril
vattadugén atszartam az injekcids tit (Medoject ®, 0,5x42 mm, 25Gx1 %), amire a
neomagnolban sterilizalt kapillarist rogzitettem. A steril kémcsobe belehelyeztem a
vattadugdval ellatott kapillarist. A tipoldat adagoldsa a vattadugén atszart fecskendotit
segitségével valosult meg. Minden kapillaris esetén a tapoldat mennyisége 5 mL volt. (4.2.
abra) A fecskendot steril vattadugoval zartam le. Ez biztositotta a rendszer sterilitasat, illetve

elég légmozgast biztositott ahhoz, hogy a tapoldat fogyasa akaddlymentesen torténjen.

Fecskendoé

Injekcios ti
Steril vattadugo

Kapillaris membran

Szilikonlap

4.2. dbra Osszedllitott modellrendszer

A szabadon maradt, kiallo tiihegyet a kapillaris végén steril szilikonlappal zartam le. Ezzel
megakadalyoztam, hogy a tapoldat teljes mennyisége tdvozzon a kapillarison, tovabba segitett,
hogy a kapillaris szal ne tapadjon a kémcso faldhoz Ezt kdvetden elvégeztem a kapillarisok

inokulalasat.
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4.3.4. Inokulalas

Egy kivalasztott ferde agaros tenyészetbe steril 20 mL fiziologids sdoldatot pipettaztam,
amely tartalmazta a vizsgalt segédanyagot megfeleld koncentracidoban. Steril oltdkaccsal
Ovatosan lekapartam a tenyészet felszinén jelenlévo sporakat. A tapoldattal feltoltott és lezart
végl kapillarisokat az inokulumot tartalmaz6 kémcsébe martottam néhany masodpercig, majd
visszahelyeztem a steril kémcsdvekbe. Az inokuldlt kapillarisokat 28 °C-os termosztatba
helyeztem, naponta fotdzassal nyomon kdvettem és dokumentaltam a biofilm ndvekedését és

valtozasat.

4.4. Vizgsgalati modszerek

4.4.1. Fényképek vizualis meghatarozasa

A kisérletek sordn a biofilmek fejlédését fotozassal dokumentéltam. Figyelemmel kisértem,
hogy milyen iitemben valtozik az egyes beallitdsok esetén a biofilm vastagsaga és szine. Mivel
a fényképezes esetenként eltérd tavolsagbol, illetve kiillonbozo fényviszonyok mellett tortént,
az ebbdl szarmazd hibak minimalizalasa érdekében a membranokat mindig azonos hattér el6tt
fényképeztem. (4.3. abra a) része) Egy fehér papir jobb oldalara ismert RGB-koda szinskalat
nyomtattam, majd lelaminéaltam, bal oldalara pedig egy vonalzot ragasztottam. A laminalas
novelte a stabilitast, valamint lehetévé tette a hattér fertétlenitését 70%-0s etanol-oldattal, igy

a membranokat akar a kémcsobdl kivéve is fotdozhattam a laminaris boxban.

Az alkalmazott hattérnek koszonhetéen lehetdség van a biofilm szinét a szinskalahoz
viszonyitva pontosan meghatarozni, kikiiszobolve a fényképezés modjabol (fényviszonyok,
késziilék paraméterei stb.) fakado torzitasokat. Ahogy azt a 5.2. fejezetben bemutatom, az egyes
beallitasok kozti szinbeli kiilonbség végiil nem tette indokolttd a szinvaltozas ilyen mddon
torténd analizisét, de segitett az értékelést kevésbé szubjektivve tenni. (A szinskalads elemzéshez
nyolc beallitasi ponttal, minden esetben harom parhuzamossal, illetve mintanként hat képpel
szamolva 144 kép szinét kellene meghatarozni RGB-kodokra bontva, rdadasul a fejlédés korai

szakaszaban két-harom jellemzd szint is meg lehet allapitani.)

A biofilm vastagsagat egy online program [21] segitségével analizaltam (4.3. abra b) része).
Az elemzés elsé 1épéseként ki kell jeldlni két pontot a képen, ezek tavolsagat veszi
egységnyinek a program (piros vonal a képen), majd a megmérendd szakasz végpontjait

kijelolve megkapjuk annak hosszat az egységhez viszonyitva. A hattérben elhelyezett vonalzo
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ismert hosszisagu szakaszat egységként haszndlva konnyen meghatdrozhaté a biofilm

vastagsaga.

4.3. abra Vonalzo és szinskala alkalmazdsa a képek analizise sordn

4.4.2. F6komponens-analizis

A kisérlethez kialakitott mérési modellb6l szarmazé valtozok szama (mint példaul a biofilm
boritottsaga, vizszintes- és fiiggdleges vastagsaga) til sok, ami megneheziti az inokulalasi
segédanyagok hatasanak vizsgalatat, a parhuzamos mintdk szorasatol vald elkiilonitését,
valamint a valtozok kozti esetleges korrelacid megallapitisat. Ennek kikiiszobolésére
alkalmazhat6 a fékomponens analizis (Principal Component Analysis, PCA), melynek célja a
dimenzidészam csokkentése. Az eljaras soran tobb fliggetlen valtozot alakitunk at linearis
transzformécioval az eredetinél kisebb szamu, 1j fliggetlen valtozéva, ezek az ugynevezett
fékomponensek. Tehat a fokomponensek valodi valtozokbol matematikai miiveletekkel
képzett, mesterséges valtozok, amik a gyakorlatban nem értelmezheték. Ezek képesek
jellemezni a teljes rendszert. Fontos, hogy a valtozok szamanak csokkenése tigy valosuljon
meg, hogy Iényegi informacid ne vesszen el. Ennek érdekében a linedris transzformécio soran
a program olyan stlyokat valaszt az eredeti megfigyelt valtozokhoz, hogy a fokomponens a
lehetd legtobb informéciot (varianciat) megoérizze. Az elsé fOkomponens az az irany az n

dimenzids térben — ahol n a vizsgalt paraméterek szama —, amely iranyban a legnagyobb az
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adatok varianciaja. Erre merdleges a masodik fokomponens, amerre az adatok variancidja a

masodik legnagyobb, és igy tovabb. [22]

A fékomponensekkel a megfigyelt rendszerek csoportokba sorolhatok egyszerre tobb
tulajdonsag (valtozo) egyiittes figyelembevételével. Grafikus abrazolas esetén a kivalasztott
fékomponensek (2 vagy 3) lesznek a koordinatarendszer tengelyei. Altalaban két fékomponens

mar elegendd és pontos informacidt ad a rendszer jellemzésére.

A kapillaris membran kisérleteknél négy mért paraméter allt rendelkezésemre: a biofilm
atlagos (latagos) €s maximalis vastagsaga(lmax), illetve a fliggdleges és vizszintes boritottsaga. A
beallitasi pontok 6sszehasonlitdsa a mért paraméterek szama alapjan nehéz lenne, de a fent leirt
analizis két fokomponensre siiriti az adatokat. Ennek kdszonhetéen egy 2D koordinata-

rendszerben abrazolhatoak és értelmezhetdek az eredmények.

A mért adatokat az analizis el6tt normalizalni kell, hogy azonos értéktartomanyba keriiljenek,
ezaltal a valtozok 0sszehasonlithatoak legyenek. A biofilmmel bevont kapillaris membranok
esetén az adatok normalizaldsa a kovetkezOképpen tortént. A kigyUjtott lmax €s latagos
vastagsagadatok koziil meghatdroztam a legnagyobb értéket mind a két esetben. Ezzel a
legnagyobb értékkel osztottam le a tobbi adatot, igy 0 és 1 kozotti értékeket kaptam. A biofilm
boritottsaga esetén 100%-o0s boritottsdgnak tekintettem a teljesen bevont membran kapillarist.
Tehat ha a membran felén volt jelen a biofilm akkor ott 50%-o0s boritottsagrol lehet beszélni.
Ez az érték azonban igaz a teljes hosszdban, de csak egyik oldalan boritott kapillarisra, illetve
a membranszalon korbeérd, de elszortan elhelyezkedd telepekre is. Azért, hogy pontosabban
jellemezzem a telepek elhelyezkedését, ezt a tulajdonsagot két kiilon valtozora, fliggdleges és
vizszintes boritottsagra osztottam. A normalizalads soran a sz4zalékos értékeket szintén 0 és 1
kozotti tartoméanyba szamoltam at. Ennek kdszonhetéen mind a boritottsdg, mind pedig a
biofilm vastagsagai Osszehasonlithatdak egymadssal. A normalizalt értékekbdl a szoftver

kiszamolta a fokomponenseket.
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5. Eredmények

5.1. Az eredményes kisérletek szamdt korlatozo nehézségek

A 4.3.3.-as fejezetben leirt kémcsé kapillaris berendezések kialakitasa egy soklépcsés
folyamat. Az eredeti koncepcid szerint minden inokulalasi segédanyag, azon beliil minden
koncentracié esetén harom parhuzamos rendszert terveztem vizsgalni, hogy az analizis soran
jol elkiilonithetd legyen az egyes segédanyagok hatdsa a parhuzamosok kozti szorastol. A
gyakorlati megvaldsitds soran azonban szamos olyan probléma meriilt fel, ami miatt az adott
kapillarist nem lehetett értékelni. A dolgozatban bemutatott eredményekhez a teljes
kisérletsorozat megismétlése és a két sorozat egylittes attekintése utdn valasztottam ki az
értékelhetd és Osszehasonlithatd rendszereket. Az ismétlésekkel egyiitt is, harom parhuzamos
helyett sok esetben csak kettd vagy egy kapillarist tudok bemutatni. Az alabbiakban réviden
ismertetem a felmeriild fobb nehézségeket, melyek az eredményes kisérletek szamat

korlatoztak.

Sok kémcso esetén a kapillaris membran és injekcids ti illesztése elengedett, és a membran
leesett a tlirdl. Abban az esetben, ha ez még az dsszerakas alatt tortént, akkor konnyen tudtam
cserélni egy eldre bekészitett és sterilizalt, tartalék kapillaris membrannal. Viszont a kisérletek
kézben mar a biofilmmel egyiitt esett le a membrén, ilyenkor ezt a cserét nem tudtam
megoldani. Feltételezhetd, hogy a kialakult biofilm sulyat mar nem birta az illesztés, kiilondsen
a fotdzas soran a kémcsObdl torténd kivétel és visszahelyezés soran torténtek ilyen jellegii
balesetek. Ide sorolhatdé még a szilikon lap ,,leesése” a tlihegyrdl, illetve a szilikonlapot tarto ti
kicsuszasa a membranszalbol, ami miatt a tapoldat teljes mennyisége rovid 1d6 alatt atfolyt a

teljes kapillaris mentén.

Tovébbi probléma volt, hogy ha a kapillaris tal kozel volt a kémcsé faldhoz, és a kisérlet
mar eldrehaladott allapotban volt, a kialakult biofilm nedves feliilete és az tiveg kémcsé fala
Osszetapadtak. A kémcsé falara feltapadt Kkapillaris pedig olyan feliiletet jelentett
mikroorganizmus szamara, ahova szivesebben ranétt, vagyis a kémcsd fala mentén kezdett
terjedni, nem korben a membranszalon. (5.1.abra) Emiatt nem lehetett jol megallapitani a

biofilm boritottsagat, és a fotok elkészitése is nehéz volt.
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5.1. abra Biofilm jelenléte a kapillarison és a kémcsofalan

Egyéb probléma volt a kapillarisok dugulésa, eltdmddése. Ebben az esetben a tapoldat nem
tudott megfelelden eljutni a kapillaris teljes hosszan, a mikroorganizmusok nem jutottak

tapanyaghoz, és nem tudtak fejlédni, nem alakult ki a biofilm.

5.2. Biofilm szinvaltozdsa

A biofilm véltozasa, ndvekedése és a mdasodlagos anyagcsere-termékek termelddése
vizualisan jol nyomon kovetheté. Az aktinorodin, ahogy a 2.2.-es fejezetben is olvashato, egy
kékes / voroses szinii szerves vegylilet. Ez az erdteljes szin lehetové teszi, hogy jelenlétét akar
szabad szemmel is érzékelni lehessen. Az 5.2. abran a C8-as bedllitasanak szinvaltozasat

mutatja be.
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4. nap 6. nap 8. nap 11. nap 18. nap 22. nap

5.2. dabra Biofilm szinvaltozdsa

Beallitasoktol, vagyis az alkalmazott segédanyagok tulajdonsagaitdl fiiggetleniil a szinek
megjelenési sorrendje minden esetben megegyezett. Az inokuldlastdl szamitott elsd négy
napban szemmel lathaté véltozas nem volt tapasztalhatd. Ebben az iddszakban a
mikroorganizmus megtapad a membran felszinén, tapanyagfelvétel mellett novekedésnek

indul.

A 4. napon a kapillaris membran azon részein, ahol sikeriilt megtapadnia a
mikroorganizmusnak, megjelennek a sargas-rozsaszines telepek. A halvany voros vagy halvany

rozsaszin szin jelzi a pigmentek megjelenését.

A 6. és 8. nap kozott a biofilm elkezdi lassan bevonni a kapillaris feliiletét. Megfigyelhet6 a
voros szin sotétedése, ebbdl kovetkezik, hogy a biofilmnek vannak olyan részei, ahol tdpanyag

hiany Iép fel, igy a masodlagos anyagcsere terméket termelése intenzivebbé valt.

A kisérlet elinditdsa utdn hozzavetdlegesen 10-12. nap elteltével egyszerre jelenik meg a
halvanysarga szinli novekedo (kapillaris felsd szakasza) és a mar erdsen sotét voros aktinorodint
termeld biofilm (kapillaris als6 szakasza). A képen lathato példaban nem egy sima, egyenletes,
a mikroorganizmus altal kialakitott ,,bevonat” képzddik, hanem egy riicskdsebb egyenletlen

réteg alakul ki. A kapillaris membrannak van olyan része, ahol nincs jelen a biofilm.

A 15-18. naptol drasztikus szinvaltozas figyelhetd meg. A halvanysarga, illetve a voros szinli

teriiletek teljesen eltlintek, a jelenlévé biofilm teljes egésze soOtét kékre valtott. Ebbol
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kovetkeztethetd, hogy a biofilm teljes egésze — legalabbis a kiils6, lathato rétege — aktinorodint
termel. Megfigyelhetd, hogy a kapillaris boritottsdga nem teljes, ez azonban nem 4éltaldnos
jelenség, mas mintaknal ebben az idészakban mar a membran teljesen hosszaban jelen volt a
biofilm (A boritottsagot kovetkezd alfejezetben mutatom be részletesebben.) Az 5.2. abran
szépen kivehetd a kapillaris szabadon maradt része. A 2.1.-es fejezetben leirtak alapjan
elmondhato, hogy a S. coelicolor sporulaciora képes, ezt erdsiti meg, a 22. napra (5.2. abra)

kialakulo vékony, sziirkés szinii ,,porréteg”, ami a mikroba spora rétege.

Minden egyes beallitasnal és végrehajtott kisérletnél a szinek meghatarozott sorrendben
kovették egymast, bar a fent részletezett idétartamokban megfigyelhetd néhany nap szoras.
Elsoként a halvanysarga, attetszo, aktinorodint nem termeld telepek jelentek meg. Ezt kovette
a halvany vords, rozsaszin teriiletek megjelenése. Itt mar elkezd6dott a masodlagos anyagesere-
termékek termelése. Ezutan a vords szin sotétedése €s a teljes biofilm sotétkék szinlivé valo
atalakulasa figyelhet6 meg. Végiil a sejtdifferencialodas kovetkeztében a mikroorganizmus

sporulacidja is megkezd6dott, ami sziirke szind ,,poros” teriiletekként lathato.

5.3. Kapillaris kisérletek eredményei

A kisérletek végén minden egyes beallitasi pontnal kivalasztottam azokat a mintakat, amiket
parhuzamosaknak vehettem. Ez magéban foglalta, hogy egy beallitasnal a 3 elinditott mintan
megjelentek a telepek, hasonlé iitemben fejlodott a biofilm, a szinek megjelenési sorrendje,
vagyis az aktinorodin termelés is kozel azonos volt. Ezeknek a parhuzamosoknak a
végallapotbeli vagyis 18, 20, és 21. napos fényképeit vettem figyelembe. A kisérletek egy része
ennél tovabb zajlott, de a pontos dsszehasonlithatdsag érdekében hasonl6 iddtartamokat vettem
alapul. A 4.4.1.-es fejezetben leirtak alapjan meghataroztam a membran és a biofilm egyiittes
vastagsagat, ami egy membran kapillaris esetén 5 db mérési pont volt. Illetve minden membran
esetén egy maximalis vastagsagot is mértem (ez a legtobb esetben a kapillaris legfelsd
szakaszan talalhatd csomok voltak, amit a 5.3. abra is mutat). Az Imax értékek kivételével, mivel
azok talsagosan kiugroé értékek voltak, a tobbi adatot atlagoltam igy megkaptam az 1., mérési

adatokat.
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5.3. dbra Kapillaris membrdan tetején kialakult biofilm csomo

Ezt kovette a biofilm boritottsdganak jellemzése. A fényképek alapjan két komponensre
bontottam a boritottsagot: fliggdleges (bf) és vizszintes (bv). Ezeknek a meghatarozasa nem
szamitogépes programmal tortént, igy a szubjektivitasbol szarmazo hiba, mérési pontatlansag
keriilhetett az eredményekbe. Azonban egy ember végezte a fényképek kiértékelését, vagyis
azonos modon tortént az adatfelvétel, és a kisérlet szempontjabdl a beallitasok egymast kozotti
kiilonbségek voltak fontosak, igy ezek a mérési pontatlansagok nem befolyasoljak

szamottevoen a bemutatott eredményeket. A boritottsagot %-os formaban hataroztam meg.

A statisztikai elemzés soran tehat négy valtozo allt rendelkezésemre: Imax, latag, bf és bv. Az
adatok normalizadldsa utan szamitdgépes szoftver segitségével elvégeztem a fOlkomponens

analizist.

5.1. tablazat: Mérési adatok

% mm
Minta bf bv lstlag Imax
S_a 100 70 1,3 2,5
S_b 100 55 2,9 5,6
S_c 100 60 1,5 4,3
T 100 85 1,7 4,5
Al _a 80 60 1,2 2,1
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% mm

Minta bf bv latlag Imax
Al b 65 40 1,7 3,5
A3_a 100 80 2,2 53
A3_Db 100 60 2,8 54
A3 _c 100 60 2,1 5,7
A5 _a 95 100 1,1 1,2
A5_b 100 60 2,1 3,8

C2 50 75 2,4 4,0
C5_a 80 40 2,0 4,4
C5_b 80 70 2,4 4,9
C8_a 40 50 3,4 5,3
C8_b 100 60 3,5 5,6
C8_c 100 50 1,8 5,6

5.3.1. Fokomponensek meghatarozasa és elemzése

A program segitségével elkészitettem az alabbi statisztikai abrat, mely a valtozokat az els6

két fokomponens sikjaba vetitve mutatja be (5.4. abra):
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Valtozok megjelenitése a fékomponensek sikjaban
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-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
1. f6komponens (50,66%)

5.4. abra Viltozok megjelenitése a fokomponens sikjara

A 5.4. abran jol lathatd, hogy az x tengelyen az 1. fékomponens 50,66%-o0s varianciaval
jelenik meg, mig az y tengelyen a 2. fékomponens 27,36%-os értékkel van jelen. A két érték
egyiitt 78,02%, ami mar elegendd mértékben irja le a teljes rendszer variancidjat, nem sziikséges
tovabbi fOkomponens alkalmazasa. A biofilm-vastagsagok, vagyis az lmax, €s latag, €rtékek kozel
helyezkednek el korrelacios korhoz (az abréan piros korvonal jelzi). Ez annyit tesz, hogy ezeket
a valtozokat nagyon jol meghatarozza az analizis. Ugyan az liag, kicsit tdvolabb helyezkedik
el, mint a Imax, de ez is megfeleld. A boritottsagokat megfigyelve a bf'is jol jellemezhetd, viszont

a bv variancidjat mar nem képes ilyen pontossaggal jellemezni az els6 két fékomponens.

Lathato, hogy az 1. fékomponenst legjobban a vastagagok hatdrozzak meg, mivel ezek

helyezkednek el a legkdzelebb az x tengelyhez. Ezzel szemben a 2. fékomponens elsésorban a

crer

A négy valtoz6 egymashoz vald viszonyat is jol meg lehet hatdrozni a fenti dbra alapjan. A
legszorosabb kapcsolat (pozitiv korrelacio) a biofilm vastagsagok kozott figyelhetd meg, mivel
vektoraik kozel esnek egymashoz. Ugyanakkor a boritottsagok kozotti kapcsolat nem olyan
szoros, mint a vastagsagok esetén. Kideriilt, hogy a vastagsag és a boritottsag kozott nincs

korrelacio (egymashoz képest kozel merdlegesen helyezkednek el).
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5.3.2. Mintak elemzése a fokomponensek felhasznalasaval

A kovetkezo 5.5. abran a mintakat adbrazoltam a fokomponensek sikjaban:

Mintak megjelenitése a fékompeonensek sikjaban
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9.5. dbra Mintdk abrazoldsa a f6komponensek sikjaban

Megfigyelhet6, hogy az 5.5. abran a 8 g/L-es CMC segédanyagot tartalmaz6 parhuzamos
mintak (C8 a, b, és ¢ pontok) helyzete egymashoz képest nagyon eltérd. Amiga C8 b és C8 ¢
mintak egymashoz és a 2. fékomponenshez kozel helyezkednek el, addig a C8 a minta nagy
eltérést mutat. Emiatt kiugr6 adatként vettem figyelembe. Hasonlo eltérés figyelhetd meg az
A5 mintédk esetében is. Itt az A5 _a mutat nagyobb eltérét az 1. fékomponenssel szemben, mint
az AS5_b. Ezt azzal lehet magyarazni, hogy a kisérlet soran az A5 _a kapillaris membran levalt
az injekcios tiirdl, emiatt megszakadt a tapoldat adagolasa, nem fejlodott tovabb a biofilm, és
mar nem lehetett parhuzamot vonni a masik mintaval. Ezeket a kiugro értékeket a 5.5. abra

szemlélteti.
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Mintak megjelenitése a fékomponensek sikjaban
3,0

25¢

2,0

2. fékomponens (27,36%)
(=]
[8)]

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
1. fé6komponens (50,66%)

5.6. abra A mintak klaszterekbe sorolasa.

Sziirke szinnel jeloltem a kiugré adatokat (C8 a és A5 a), amiket a tovabbiakban nem
vettem figyelembe. Annak érdekében, hogy jol lathatoak legyenek a parhuzamosmintak,
egyforma szinezéssel jeloltem Oket. Elmondhato, hogy az egymashoz kozel es6 mintdk egy
csoportba tartoznak (ezeket bekarikazassal jeloltem), hasonld végeredmény jellemzi Oket.
Példaul az A3-as mintak parhuzamosak, illetve nem sok eltérést mutat hozzajuk képest az S b
¢s C8 b, illetve C8 ¢ beallitas sem. A szubjektivitas itt is megjelenik, hiszen van olyan
beallitas, amit akar masik csoportba is lehet sorolni, vagyis van atfedés. Ezeket szaggatott

korvonallal jeloltem.

A cél megtalalni azt a beallitast, amelynél a teljes boritottsag és nagy atlagos vastagsag
jelenik meg. Az 5.6. abra szerint tehat az A3-as beallitas a legmegfelelobb, mivel ezeknek az
elhelyezkedése a 5.4. abran lathato, a valtozokat abrazolo vektorokkozotti tartomanyba esnek
bele. Ide sorolhatdé még a C8 mintdk, illetve az S b minta is, viszont ezeknél az eseteknél
figyelembe kell venni, hogy C8 a, illetve S _a és S _c a tartomanyon kiviil helyezkednek el,

vagyis nem sikeriilt harom parhuzamossal megerdsiteni az eredményt.
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6. Osszefoglalas, konkliizio

Dolgozatomban bemutatott MGR reaktor kapillaris membranmoduljahoz egy olyan
modellrendszer megalkotasa volt a feladatom, amin megalapozhaté a S. coelicolor mikroba
altal kialakitott biofilm immobilizalasa. A modellnek elsésorban reprezentalnia kellett az MGR
reaktorban 1évé membranmodult, konnyen Osszeallithatonak, illetve tobb parhuzamos mérés
elvégzésére alkalmasnak kellett lennie. Egy kémcs6 kapillaris modul felépitése a
kovetkezokbdl allt: egyszal kapillaris membranbol, ami egy injekcids tiihdz csatlakozott. A
membran végét lezartam ¢€s az injekcios tiihoz csatlakoztatott fecskenddn keresztiil tortént a
tapanyag adagolasa. Az inokulalashoz felhasznalt S. coelicolor spora szuszpenziohoz
kiilonb6z6 sejtadhéziot eldsegitd segédanyagokat adtam. Ilyen segédanyagok voltak a Tween-

80 (poliszorbat), agar és CMC (karboxmetil-cellul6z).

A kisérletekbdl megallapithatd volt, hogy segédanyagok jelenléte nélkiil is ki tudott alakulni
a biofilm, csupan annak tulajdonsagaiban voltak eltérések. FOkomponens-analizis segitségével
a mért négy valtozobdl (vizszintes és fiiggbleges boritottsdg, atlagos és maximalis biofilm
vastagsag) megallapithato volt a két fékomponens, amellyel a modell rendszereket a legjobban

lehet jellemezni.

Célom az volt, hogy a kapillarisok feliiletén teljes boritottsag jojjon létre nagy atlagos
biofilm vastagsaggal. Megfigyelve a kiilonb6z6 segédanyagokat és azok eltérd koncnetracioban
torténd alkalmazasat a kovetkezok allapithatoak meg. A fokomponens-analizis alapjan azok a
mintak voltak a legjobbak a biofilm boritottsagat és vastagsagat egylittesen figyelembe véve,

crcr

parhuzamos minta kézel azonos eredményt hozott. Hasonlo tulajdonsagt biofilm érhet6 el a 8
g/L-es koncentracioji  CMC felhasznaldsaval és ahol nem hasznaltam semmilyen
segédanyagot. Ezekben az esetekben azonban nem sikeriilt harom parhuzamos méréssel
alatdmasztani az eredményt. Az aktinorodin vagyis a masodlagos anyagcseretermék minden
esetben megjelent a kisérlet folyaman. Kiilonbségeket csupan a termelddés litemében (né¢hany

nap csuszassal) lehetett tapasztalni.

A kiilonb6z0 kapillarisokon 1étrejovo biofilmek tobbségén lathato volt egy nagyobb csomo,
bunké kialakulasa a membran fels6 szakaszaban, ezzel szemben a membran alsé szakszan a
vékonyabb vastagsag volt tapasztalhato. Feltételezhetd, hogy biofilm azon része, amely
kozelebb helyezkedett el a tapoldat belépési pontjdhoz, tobb tapanyaghoz jutott. Emiatt
novekedésiik és fejlodésiik titeme gyorsabb volt, mint a tdpanyagban szegényebb régio sejtjei.
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A jovében tervezek ezen tapasztalat alapjan tovabbi kisérleteket végezni. Olyan rendszert
szeretnék kidolgozni, melyben a tapoldat adagolasat a lumenben keringetéssel valositom meg,
igy ugyanolyan tapanyag-mennyiséghez jut a biofilm teljes hosszaban. Ha egy ilyen
rendszerben a hossz mentén egyenletes vastagsagt biofilmet kapnék, azzal igazolhatova valna

a fent emlitett jelenségre adott magyarazat.

30



7. Irodalomjegyzék
[1]. Hasani, A., Kariminik, A., & Issazadeh, K. (2014). Streptomycetes: characteristics and their

antimicrobial activities.

[2]. David H. Bergey, Francis C. Harrison, Robert S. Breed, Bernard W., Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria, JOHN WILEY & SONS, INC, 2012, DOI:
doi.org/10.1002/9781118960608.q0bm00191

[3]. Paul A. Hoskisson, Gilles P. van Wezel, in Trends in Microbiology, 2019,

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/streptomyces-

coelicolor

[4]. Lajtai-Szabo P, Hiilber-Beyer E, The role of physical support in secondary metabolite
production by Streptomyces species, Biochemical Engineering Journal, 2022, 185,
https://doi.org/10.1016/j.bej.2022.108495

[5]. Rioseras B, Lopez-Garcia MT, Mycelium differentiation and development of
Streptomyces coelicolor in lab-scale bioreactors: programmed cell death, differentiation, and
lysis are closely linked to undecylprodigiosin and actinorhodin production, Bioresource
technology, 2014, 151, https://doi.org/10.1016/].biortech.2013.10.068

[6]. Mak S, Nodwell JR. Actinorhodin is a redox-active antibiotic with a complex mode of
action against Gram-positive cells. Mol Microbiol. 2017, Nov;106(4):597-613. doi:
10.1111/mmi.13837. Epub 2017 Oct 11. PMID: 28906045.

[7]. Bystrykh LV, Fernandez-Moreno MA, Production of actinorhodin-related "blue pigments"
by Streptomyces coelicolor A3(2), Journal of bacteriology, 1996, 178(8),
https://doi.org/10.1128/jb.178.8.2238-2244.1996

[8]. EI Othmany, R., Zahir, H., Ellouali, M., & Latrache, H. (2021). Current understanding on
adhesion and biofilm development in actinobacteria. International Journal of Microbiology,
2021(1), 6637438. DOI: 10.1155/2021/6637438

[9]. Banerjee, P., Singh, M., & Sharma, V. (2015). Biofilm formation: a comprehensive review.
Int J Pharm Res Health Sci, 3(2), 556-560.

[10]. Petrus, M. L., & Claessen, D. (2014). Pivotal roles for Streptomyces cell surface polymers
in morphological differentiation, attachment and mycelial architecture. Antonie van
Leeuwenhoek, 106, 127-139. DOI:10.1007/s10482-014-0157-9

31


https://doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00191
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/streptomyces-coelicolor
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/streptomyces-coelicolor
https://doi.org/10.1016/j.bej.2022.108495
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.10.068
https://doi.org/10.1128/jb.178.8.2238-2244.1996
https://doi.org/10.1155/2021/6637438
https://doi.org/10.1007/s10482-014-0157-9

[11]. Cole, K. P., & Johnson, M. D. (2018). Continuous flow technology vs. the batch-by-batch
approach to produce pharmaceutical compounds. Expert review of clinical
pharmacology, 11(1), 5-13. DOI:10.1080/17512433.2018.1413936

[12]. Lovitt R, Wimpenny J, The gradostat: A bidirectional compound chemostat and its
application in microbiological research, Journal of General Microbiology, 1981, 127(2)
https://doi.org/10.1099/00221287-127-2-261

[13]. Leukes WD, Jacobs EP, Rose PD, Sanderson RD, Burton SG (1999). Method of producing
secondary metabolites, US patent 5,945,002.

[14]. Sheldon MS, Small HJ (2005). Immobilisation and biofilm development of
Phanerochaete chrysosporium on polysulphone and ceramic membranes. J. Memb. Sci. 263:
30-37. https://doi.org/10.1016/j.memsci.2005.04.014

[15]. Ntwampe S, Sheldon M, Volschenk H, The membrane gradostat reactor: Secondary
metabolite production, bioremediation and commercial potential, African Journal of
Biotechnology, 2007, 6(10)

[16]. Bélafilé¢ Bako K, Nemesthoty N, Membranos miveletek, Egyetemi jegyzet, 2020, EFOP
3.4.3.-16-2016-00009

[17]. Kargar, S., Mohseny Takloo, S., Jalili, H., NoorMohammedi, J., Babaei, A., & Bizukojc,
M. (2023). Lovastatin production by Aspergillus terreus in membrane gradostat bioreactor with
two-stage feeding strategy. Preparative Biochemistry & Biotechnology, 53(3), 247-254., DOI:
10.1080/10826068.2022.2076242

[18]. P. F. Stanbury, A. Whitaker, S. J. Hall, Principles of Fermentation Technology, Second
Editions, Butterworth Heinemann, 1995, ISBN 0 7506 4501 6

[19]. Allan, E. J., & Prosser, J. I. (1985). A kinetic study of the colony growth of Streptomyces
coelicolor A3 (2) and J802 on solid medium. Microbiology, 131(10), 2521-2532.
https://doi.org/10.1099/00221287-131-10-2521

[20] Ventorino, V., lonata, E., Birolo, L., Montella, S., Marcolongo, L., De Chiaro, A,, ... &
Pepe, O. (2016). Lignocellulose-adapted endo-cellulase producing Streptomyces strains for
bioconversion of cellulose-based materials. Frontiers in  Microbiology, 7, 2061
https://doi.org/10.3389/fmich.2016.02061

[21]. https://eleif.net/photomeasure, (2024.10.25.)

32


https://doi.org/10.1080/17512433.2018.1413936
https://doi.org/10.1099/00221287-127-2-261
https://doi.org/10.1016/j.memsci.2005.04.014
https://doi.org/10.1099/00221287-131-10-2521
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.02061
https://eleif.net/photomeasure

[22]. Vargha Andras, Tobbvaltozos statisztika diohéjban: Valtozé-orientalt modszerek, POLYA
KIADO, 2019, ISBM: 9786158122818

33



