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1 BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A Fold jelenlegi eréforrasai végesek, €s olyan 0j eréforrasok sziikségesek, amelyek nem
szennyezik Foldiinket ¢s mindennapjainkat hosszabb tdvon fenntarthatdva teszik. A mikroalgak
szamos teriileten nyujthatnak segitséget ennek a célnak a megvaldsitdsdban. A mikroalgak
sokoldalu felhasznalhatosaga a benniik taldlhatd sok értékes komponens miatt lehetséges. Az
intenziv algakutatdsoknak koszonhetden ma mar tobb ipardg is széleskortien alkalmaz néhany
algafajt, mind az energetikai, az ¢lelmiszeripari és takarmanyozési, kornyezetvédelmi
(bioremediacid), gyogyaszati €s kozmetikai agazat, sot akar biopolimerek eldallitasanal is
hasznosithatok. A magas lipid és szénhidrat tartalom megtjuld energiaforrasokként a fosszilis
energiahordozok kivaltasara tesz alkalmassd egyes algafajokat. A bioenergetikai szerepiik
mellett sz6l, hogy karbonsemlegesek, tenyésztésiik zart rendszerekben kénnyen és gyorsan
kivitelezhetd, ezéltal nagy mennyiségii értékes algabiomassza allithat6 eld rovid id6 alatt. Az
¢lelmiszeriparban az ¢hinség elleni kiizdelemben és funkcionalis élelmiszerek fejlesztésében a
mikroalgdkra szintén igen nagy figyelem iranyult. A mikroalgdkat jellemzden
taplalékkiegészitoként hasznositjdk a benniik rejld mikrotapanyagok (polifenol, flavonoid,
vitamin és asvanyi anyagok) valamint makrotapanyagok (fehérje) miatt. A mikroalgak bioaktiv
komponensei, amelyek lehetnek elsédleges (poliszacharidok) és masodlagos metabolitok
(polifenolok, flavonoidok, pigmentek) jellemzden az emberi szervezetre egészségre jotékony
hatast (tobbek kozott gatoljak a szabadgyokok képzodését, gyulladascsokkentd és
antimikrobialis hatdssal rendelkezhetnek) fejtenek ki.

A TDK munkdm soran arra kerestem a valaszt, hogy a kiilonboz6 sejtfeltarasi és
extrakcios technikak milyen hatassal vannak az édesvizi Scenedesmus obtusiusculus zoldalga
izolatum bioaktiv komponenseinek kinyerésére, valamint a tenyésztés soran kiilonbdzo
szervetlen nitrogénforrasok hogyan befolyasoljdk az algabiomassza hozamot és a bioaktiv
komponensek sejten beliili felhalmozdodasat. Kutatdmunkdm soran az alabbi részfeladatokat
tliztem ki célul:

1. Egylépéses szerves oldoszeres és besugarzasi technikiakkal egybekotott szerves
oldoszeres sejtfeltaras és extrakcio hatasanak a vizsgalata.

a. A kivonatok bioaktiv komponenseinek 0sszehasonlitasa, a szerves oldoszerek (viz,

metanol, etanol, propanol) hatdsanak rangsorolasa polifenol (TPC), flavonoid

(TFC), pigment (klorofill-a és klorofill-b) tartalom, valamint antioxidans kapacitas

(DPPH gétlasi %) alapjan.



b. A kivonatok bioaktiv komponenseinek 0Osszehasonlitasa, a besugarzasos
technikdkkal (ultrahang és mikrohullam) egybekotott szerves olddszeres kezelés
hatasanak rangsorolasa polifenol (TPC), flavonoid (TFC), pigment (klorofill-a és
klorofill-b) tartalom, antioxidans kapacitas (DPPH gatlasi %) alapjan.

2. A mikrohullimmal egybekotott szerves oldoszeres kezelés hatékonysaganak
fokozasa, a bioaktiv komponensek kinyerésének optimalasa Box-Behnken (BB)
statisztikai kisérlettervezéssel és valaszfeliilet analizissel.

3. A Kkiilonb6z6 szervetlen nitrogénforrasok (KNOs, NH4Cl, (NH4)2S04, NH4NO3,
NaNO3) hatasa a bioaktiv komponensek termelésére.

4. A KNOs koncentracio (0,5-5 g/l) hatasa a bioaktiv komponensek termelésére.

A TDK kutatomunkamat a MATE Budai Campus, Elelmiszertudomanyi és Technologiai
Intézetének Biomérnok és Erjedésipari Technologia Tanszék Fermentacios Laboratériumaban

végeztem.



2  IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Altalanos leiras az algakrol

Az algék megjelenése a Fold korai idészakéra, mintegy 3,5 milliard évvel ezelbttre tehetd.
Az oOceanban €16 kékeszold algdk (cianobaktériumok) jelentés mennyiségben termeltek
oxigént, amelynek koszonhetdéen a légkorben lassan emelkedni kezdett az oxigénszint. Az

oxigén jelenléte lehetdve tette az 0sszetettebb életformak kialakulasat (Kump 2008).
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1. abra: Mikroalgak fénymikroszkopos felvétele
(sajat fénykép, Albitech Kft., Budapest)

Az algék nem alkotnak természetes, 6nalld rendszertani egységet. Az algak tartozhatnak
a prokariotdk (sejtmag nélkiili egysejtiick, nem rendelkeznek jol differencialt
sejtszervecskékkel - cianobaktériumok) €s az eukariotak (sejtmaggal és sejtszervecskékkel
rendelkeznek) kozé is. A rendszerezésiik torténhet a testfelépitésiik, a tartaléktapanyaguk, a
szaporodasmodjuk, valamint a szinanyaguk szerint. Méretiik igen nagy valtozatossagot mutat,
ugyanis lehetnek egysejtiiek és tobbsejtiiek, valamint mikroszképikus méretiiek és nagyobb,
tobb méteres teleptest szervezddésiiek is. A magasabb rendl €é161ényektdl eltérden a fejlettebb
algdk nem rendelkeznek igazi szovetekkel, tovabba nem rendelkeznek valodi gyokerekkel,
szarakkal és levelekkel sem. Sziniiket tekintve megkiilonbdztetiink zold (z6ld moszatok),
sargas ¢s aranybarna (sargas moszatok, barnamoszatok), s6t vOrds arnyalattiakat (vOrds

moszatok) is stb. Az algasejt altalanos felépitését az alabbi (2. abra) szemlélteti.
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2.4bra: Az algasejt altalanos felépitése (Bernaerts et al. 2019)

A fotoszintézis soran a napfény energidjanak segitségével vizbdl és szén-dioxidbol
anyagcserefolyamataik fenntartasahoz sziikséges szénhidrat molekulakat (gliikkozt) allitanak
elé. A fotoszintézis melléktermékeként oxigén keletkezik. A fotoszintézis a kloroplasztiszban
(zold szintestben) megy végbe (Chapman 2010).

Az algak jellemzden vizi organizmusok, azonban az ¢ldvilag szinte minden teriiletén
(ubikvistak), mind a kertben, a medencékben, a tavakban és tengerekben, jégfeliileten,
sivatagokban stb. is el6fordulhatnak. Egyes algak szélsdséges kornyezeti koriilményekhez is
igen jol alkalmazkodnak (Getachew ef al. 2020). Kiilonleges tulajdonsaguknak kdszonhetéen a
kornyezeti stressz hatasokat inaktiv allapotban (kiszaradastol védé burok védelme) vészelik at,
amelyet kovetden az algasejtek ismételten aktiv szaporoddsi szakaszba tudnak 1épni (Nayaka et

al. 2017).

2.2 Mikroalgak ipari alkalmazhatosaga

Napjainkban a mikroalgaknak sokféle, mintegy 200 000 faja ismert, azonban az ipari
potencialjukat csak toredékiiknek tartdk eddig fel (Andersen és Lewin 2024). Becslések alapjan
a Fold lakossaga 2050-re elérheti a 10 milliard fét, mindemellett a vizkészleteink €s mas
energiaforrdsaink csokkenése is sziikségessé teszi, hogy atalakitsuk a mindennapjaink
szerkezetét. Gazdasagi szempontbdl az algdk (az altaluk termelt értékes komponenseknek
koszonhetden) szamos iparag fenntarthatobb alapanyagforrdsaként szolgalhatnak. Egyes

algafajokat  huméan  ¢élelmiszerekben,  4llati  takarmanyokban,  gydgyszerekben,



kozmetikumokban, st biopolimerek €s biotizemanyagok forrasaként is hasznositani lehet. A
mikroalgdk hasznositasi lehetOségeinek kutatdsara és az algatermékek fejlesztésére, a
gyartastechnologiak kidolgozasara az Eurdpai Unid egyre nagyobb energiat fektet be (Vigani
et al. 2015).

Azon mikroalgdk (mint példaul a Haematococcus pluvialis, Chlorella vulgaris,
Arthrospira platensis, stb.), amelyek az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszerligyi Hivatala (FDA) allami fennhatésaga ald tartozo6 GRAS (altaldnosan
biztonsadgosnak ismert) statusz mindsitéssel rendelkeznek, azok a forgalomba hozatalhoz
sziikséges feltételek figyelembevételével biztonsagosnak tekinthetok (Molino et al. 2018;
Ammar et al. 2020). Az algdk a piacon mar megtaldlhatoéak szilard és folyékony
halmazallapotban, tovabba a mindennapos étkezések kiegészitdiként vagy helyettesitdként
cukorkékban, gumicukrokban, siitéipari termékekben, tovabba iiditokben ¢és alkoholt
tartalmazo italokban is (Pulz és Gross 2004; Ramaraj et al. 2019). A mikroalga-biomasszaval,
mint 1j élelmiszer-Osszetevovel dusitott funkciondlis ¢élelmiszerek egyre népszeriibbek,
raadasul ezek a termékek érzékszervileg is igen kedvezdnek és valtozatosnak bizonyulnak,
mindemellett fogyasztasuk egészségligyi elonyokkel - tobbek k6zott magas vitamin, nyomelem
¢s fehérjetartalom (valamennyi esszencialis aminosavat tartalmazzak) stb.- is jar. Az alga-alapu
készitmények azok szdmara is beilleszthetd a taplalkozasba, akik vegetarianus vagy ndvényi
alapu étrendet kovetnek (van Vliet ef al 2015). A mikroalgak fehérjetartalméanak ¢élelmezési €s
takarmanyozasi célu hasznositdsa mar az 1950-es évektdl kezdetét vette, elsOként Azsiaban,
majd késébb az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Ausztralidban, Izraelben és Indidban is
(Vigani et al. 2015). A sziv- és érrendszeri betegségek ma madr civilizacids problémanak
szamitanak, amelynek kivaltd oka a magas kaloria tartalmt ételek fogyasztasaban és a
rendszertelen életvitelben (testmozgas hidnyaban) keresendd (Ramaraj et al. 2019). Az
egészséges taplalkozas soran sziikség van a megfeleld energiabevitelen til vitaminokra
(riboflavin, tiamin, kobalamin, retinol, tokoferol, aszkorbinsav stb.), antioxidansokra
(polifenolok, flavonoidok) €s tobbszordsen telitetlen zsirsavakra (PUFA) is. A mikroalga
készitmények a tapanyagok potlasara kivalod lehetdséget nytijthatnak (Becker 2013; Ramaraj et
al. 2019). A kereskedelmi forgalomban elérhetd termékek korében emlithetdk a Spirulina és a
Chlorella készitmények (Andersen ¢és Lewin 2024). A magas tdpanyagtartalmi
étrendkiegészitok eldallitdsa terén a Kinaban taldlhaté Hainan Simai Pharmacy Co. véllalat
tevékenysége igen kiemelkedd, ugyanis évente 3.000 tonna mennyiségli Spirulina alapa
terméket (kivonat, por, tabletta, italok, siitdipari termékek formajaban) gyartanak le (Viskari és

Colyer 2003; Pulz és Gross 2004; Spolaore et al. 2006; Khatoon és Pal 2015). Egy 2019-es



tanulmanyban az Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Vilagszervezet (FAO) a mikroalga
termékek statisztikai adatait Osszegezte, amelyben lathatova valt, hogy a mikroalgdk iranti
igény lényegesen novekedett. A becslések alapjan napjainkban tébb mint 107 tonna algat
takaritanak be évente a vilag nagyvallalatai kiilonboz6 célokkal. Egy 2021-es becslés alapjan a
mikroalga-alapu arucikkek szektora 2028-ra akadr elérheti a 2,811 milli6 USD-t
(Globenewswire, 2021, Nagappan et al. (2021). A mikroalgak a vizi és szarazfoldi allatok (mint
halak, sertések stb.) takarmanyaként, valamint takarmanykiegészitOként is szolgalhatnak
(Benemann 1992; Khatoon és Pal 2015).

A mikroalgdkat az oxidativ stresszel szembeni védelem ¢és a kollagén szintézisben
betdltott szerepiik miatt a kozmetikai iparban is alkalmazzék (Stolz és Obermayer 2005).

A mikroalgédk a szennyezett vizekben Ontisztitd folyamatot inditanak el. A mikroalgak
ezen tulajdonsaga vizeink karmentesitésére, mint példaul nehézfémek akkumuléalasara is
hasznosithato (Han ez al. 2019). A szennyvizek kezelése, tisztitasa igen nagy koltségli folyamat,
ami a mikroalgdk segitségével fenntarthatobba és kornyezetkimélobbé tehetd (Peter et al.
2021).

Az ipari termelési folyamatok soran a 1égkdrbe kibocséjtott szén-dioxid €s egyéb gazok
nagymértékben hozzajarulnak az liveghazhatas és kovetkezményeinek (szélsOséges iddjarasi
viszonyok, ¢lovilag biodiverzitasanak csokkenés stb.) erdsddéséért. A bioenergetikai termékek
generacidinal az elsd generacio alapanyagforrasai a mezdgazdasagi kultirndvények (cukrokban
¢s keményitdben gazdagok), a masodik generacid alapanyagforrasa a lignocelluloz biomassza,
mig a harmadik generacié alapanyagforrasai kozé jellemzden az algadk tartoznak (Alalwan et
al. 2019). A megujuld energiaforrasok korében a mikroalgak igen nagy alapanyag potencialt
(bioetanol, biodizel, biogdz, bioolaj, biohidrogén stb.) mutatnak (Khan et al. 2018; Raheem et
al. 2018). Az algdk bioenergetikai szerepét a szénhidrat és lipid tartalmuk hatdrozza meg
(Getachew et al. 2020). Az ujabb generacios termékeknél genetikailag manipulalt termeld
szervezeteket (baktériumokat, algakat, stb.) alkalmaznak (Chowdhury és Loganathan 2019;
Yap et al. 2021).



2.3 Mikroalga reaktorok

A mikroalgdk tenyésztése tOrténhet nyitott (medencés) ¢és zart (fotobioreaktor)
rendszerben (Singh és Sharma 2012). A nyitott rendszerek eldnye, hogy konnyen kezelhetdek
¢s alacsony koltségiiek, viszont a levegdbdl konnyen kontaminécidba keriilhet a mikroalga mas
nem kivant mikroorganizmusokkal. A zart rendszer(i bioreaktorok, mint példaul az oszlopos,
lapos- lemezes, csoves kialakitastiak hasznalataval a technoldgiai paraméterek (mint pH,
homeérséklet, oldott oxigénszint, fényintenzitds, szén-dioxid mennyisége, stb.)
szabalyozhatobbak, ezéltal nagyobb hozamok és magasabb mindségili algabiomassza allithato
eld (Carvalho et al. 2006; Ugwu et al. 2008; Chang et al. 2017). Napjainkban a fotobioreaktorok

alkalmazasa terjedt el. Lényegesen kevesebb idg alatt és kisebb helyigény mellett hatékony és

gazdasagos termelés érhetd el (Carvalho ef al. 2014).
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3. abra: Laboratoriumi fotobioreaktor (bal) €s paneles kialakitasu fotobioreaktor (jobb)
(sajat fénykép, Albitech Kft., Budapest)

A fotobioreaktorok anyaga lehet {liveg, rozsdamentes acél, valamint j6 optikai
tulajdonsagokkal, ho- és titésalloképességgel rendelkezd miianyag (polikarbonat) is. A reaktor
funkcidja, mindamellett, hogy idealis koriilményeket biztositson a mikroalga szaporodéasanak,
a fényforrast, amennyiben kiils6 megvilagitas keriil alkalmazésra, a reaktor anyaga kelléen
engedje at. A reaktor fejlesztések korében ismertek belsd megvilagitasuak is (Daneshvar ef al.
2021). A fotobioreaktorok korében elterjedtek a paneles kialakitastiak. A 3. abra egy vizszintes
elhelyezkedésti, plexibdl késziilt négy elemes panel elrendezés egy egységét szemlélteti. A
nagy feliiletet a LED fénypanel egységesen tudja megvilagitani, ezaltal nagyobb biomassza

termelés érhetd el (Hu ef al. 1998; Gupta et al. 2015). A mikroalga tenyészet mozgatasa,



kevertetésének sebessége, az alulrdl bevezetett oxigén aramldsa egy rotaméterrel keriilhet
szabalyozasra (Albitech Kft., 2024).

A hibrid bioreaktorok kialakitasa soran 6tvozik a nyilt és zart reaktorok elényeit. Ennek
a célja a gyartasi koltségek tovabbi csokkentése és az algabiomassza hozam novelése. A hibrid
rendszereket elsdsorban szennyvizek tisztitasanal, modern hulladékkezelésnél alkalmazzak
(Bhatia et al. 2021).

Az alga tenyésztés sordn a szakaszos technika mellett még gyakran alkalmaznak
rataplalasos technikat. A rataplalasos fermentacid elénye, hogy elkeriilhetd a szubsztratum
gatlds, és a tapanyag szint optimalis koncentracioban tarthatdo. A mikroalgdk novekedésére
szamos technoldgiai tényezd fejt ki l1ényegi hatast, amelyek optimalasaval l1étrehozhatjuk a
kivant tenyésztési és termékképzési kdrnyezetet. A fotoautotrof és fotoheterotrof tenyésztésnél
energiaforrasként elengedhetetlen az algareaktorok mesterséges megvilagitasa, a megfeleld
fénymennyiség biztositdsa. A fotoheterotr6f mikroalgak fény jelenlétében, mig a heterotrof
mikroalgédk fény igény nélkiil képesek a szerves szénforrdst hasznositani. Szénforrasként
elterjedt a kdnnyen hasznosithat6 gliikkoz alkalmazasa, amely mellett még gyakori a glicerin, a
natrium-acetat (szennyviz modellkozegek szubsztratuma), az ecetsav és egyéb savaknak,
alkoholoknak, ipari maradvanyoknak, melléktermékeknek a hasznalata is. A szénforrasok
mellett a szerves és szervetlen nitrogénforrasok, foszfor- és kénforrasok, valamint 4svanyi
anyagok, nyomelemek is hatast fejthetnek ki a mikroalgdk tenyésztésére. A kdrnyezet
kémhatésa lagos tartomanyban, a hdmérséklet pedig 15-25 °C kozott kedvezobb (Gongalves et
al. 2016).

2.4 Bioaktiv alga-komponensek

A mikroalgak beltartalmi sajatossagai korében a bioaktiv anyagtartalmukra irdnyuld
kutatasok egyre nagyobb figyelemben részesiilnek. A mikroalgdk sokféleségiiknek
koszonhetéen bioaktiv anyagokban igen gazdag szervezetek. A novényekkel szembeni
elényiik, hogy a sejtfal szerkezet kevésbé Osszetett, ezért az algabiomassza készitmények
konnyen emészthetdk és a bioaktiv anyagok is konnyebben hozzaférhetdk. Ampofo és Abbey
(2022) tanulmanyéban is leirasra kertil, hogy a bioaktiv anyagok két csoportba, az elsddleges
¢s a masodlagos anyagcseretermékek korébe sorolhatok. Az elsddleges anyageseretermékek
kozvetleniil részt vesznek az algasejtek életfolyamataiban, mig a méasodlagos metabolitok a

biologiai funkcidokban kozvetleniil nem vesznek részt. A bioaktiv anyagok hozzédjarulhatnak az



emberi szervezet egészségének megdrzéséhez, tovabba betegségek etiologia (ok-okozati)

mechanizmusainak szabalyozasdban.

Polisza-
haridok

|

Jotékony egészségiigyi hatasok :
vérnyomascsokkentd, antioxidans, antidiabétesz, koleszterin csokkentd, fiatalito, sth.

4. abra: Az elsddleges és masodlagos bioaktiv anyagok (Ampofo és Abbey 2022)

A mikroalgakbol izolalt bioaktiv anyagok ma mar szdmos alapvetd és fontos teriileten
hasznositasra keriilnek. Az alga-termékekben taldlhatd vitaminok (A, B, C, E), lipidek és
zsirsavak, fehérjék, karotinoidok (B-karotin. lutein, astaxantin, stb.), klorofillok, pigment-
fehérje komplexek (fikocianin, fikoeritrin, stb.), polifenolok és a poliszacharidok szamos
lehetséges gyogyaszati alkalmazasban, mint az Alzheimer-kor, a HIV ¢és SARS-CoV-2
kezelésében jotékony hatast fejtenek ki (Ramaraj ef al. 2019). A zsirsavak (omega-3 és omega-
6) részt vesznek az agy, a sziv- és érrendszer egészségének fenntartdsaban, emellett a vércukor
szint szabalyozasaban, ami segit a cukorbetegség kialakulasanak kockazatat csokkenteni
(Buckley et al. 2017; Ferreira et al. 2019). Az édesvizi Scenedesmus mikroalga altal termelt
zeaxanthin esetén kimutatasra keriilt, hogy a kék fény okozta sugarzastol védi a retinat, tovabba
a degenerativ szembetegségek kialakuldsat is csokkenti (Ravi et al. 2014; Ampofo és Abbey
2022). A bioaktiv fehérjék és peptidek tobbek kozott a vérnyomds csokkentésében is részt
vesznek (Ko et al. 2012). Az antioxidédns hatdst anyagok a kdrnyezeti behatdsokra (mint
ultraibolya sugérzas, lég- ¢és vizszennyezés, stb.) keletkezd oxidativ stressz okozta
szabadgyokok keletkezését akadalyozzdk, ezaltal a sejteknek bizonyos mértékben védelmet

biztositanak (Dai ¢s Mumper 2010). Az antioxidansok természetes gyulladascsokkentd és



antimikrobialis hatdsu alternativat nyujthatnak a gydgyaszatban, a kozmetikaban, az

¢lelmiszeriparban stb. (Matsui ef al. 2003; Fu et al. 2017).

2.4.1 Polifenolok és flavonoidok

A mikroalgék olyan tipusu antioxidans hatasu vegyiileteket képesek exogén modon (ex-
situ) szintetizalni, amelyeket az emberi szervezet nem képes endogén modon eldallitani, viszont
igen fontos szerepet toltenek be az egészség védelmében (Koyande et al. 2019). A szintetikus
antioxidansokat, mint a butil-hidroxi-toluol (BHT) és a butil-hidroxi-anizol (BHA) — els6sorban
¢lelmiszerekben alkalmazzak az oxigén hatasara fellépd szin- és izromlas (mint avasodas
folyamat) gatlasara - ma mar egyre nagyobb mértékben természetes forrasokbdl szarmazo
antioxidansokkal helyettesitenek (Goiris et al. 2012).

A fenolok vagy polifenolok olyan mdsodlagos anyagcseretermékek, amelyekben a
hidroxilcsoport (—OH-csoport) az aromas gytiri szénatomjahoz kapcsolddik (Dai és Mumper
2010). A fenolos vegyiiletek elsdsorban két csoportba sorolhatok, ezek a fenolsavak (mint a
gallusz-, katechin-, kavé-, klorogén-, vanillin-, szalicilsav, stb.) és a flavonoidok (flavonolok,
flavanonok, izoflavonok, dihidrokalkonok, antocianok) (D’Archivio et al. 2007; Goiris et al.
2012). A fenolsavakat (fenol-karbonsavak) a karboxilcsoportot (—COOH-csoport) tartalmazo
lanc hossza alapjdn osztalyozzdk, ¢és ennek alapjan azokat hidroxibenzoesavakra ¢és
hidroxifahéjsavakra osztjak. A flavonoidok a legnagyobb mennyiségben eléforduld fenolos
vegyiiletek, szerkezetiikben a két aromds fenilgyliri heterociklusos pirdngytiriin keresztiil

kapcsolddik (D’ Archivio et al. 2007).

1.tablazat: Néhany mikroalga antioxidans tartalmu vegyiiletei

Mikroalga fajok Fenolos vegyiiletek Forrasok
Chaetoceros calcitrans fukoxantin, galluszsav Foo et al. 2017
Chlorella pyrenoidosa galluszsav, epigallokatechin Machu et al. 2015
Eisenia bicyclis epikatechin, katechin, galluszsav Machu et al. 2015
Haematococcus pluvialis astaxanthin Goiris et al. 2012
Isochrysis galbana fukoxantin, galluszsav Foo et al. 2017
Nannochloris sp. katechin, dimetoxiflavon, Haoujar et al. 2019

kaempferol
Nannochloropsis gaditana protokatechinsav, kavésav, Haoujar et al. 2019
kvercetin, feruloil-glukarsav
Phaeodactylum kavésav, dimetoxiflavon, Haoujar et al. 2019
tricornutum protokatekin sav,




Porphyra tenera galluszsav, katechin, epikatechin, Machu ef al. 2015
flavonoidok
Halimeda monile kavésav, fahéjsav, del Mondo et al. 2021
galluszsav
Spirulina platensis katechin, epikatechin, Machu et al. 2015
pirokatechin
Tetraselmis suecica kavésav, dimetoxiflavon, p- Haoujar et al. 2019
kumaril-tirozin, apigenin-O-
rutinozid
Undaria pinnatifida epikatechin, katechin, Machu et al. 2015
epigallokatechin

Az algasejtekben az antioxidans hatast vegyiiletek jellemzden stressz hatasara (mint
példaul tapanyagmegvonds) halmozddnak fel nagyobb mennyiségben. A természetes
¢léhelyeiken a mikroalgak fenolos vegyiileteinek koncentracidja igy az évszaktol, az é16helytol,
tovabba az UV-sugdrzastol, a fénymennyiségtol, a tdpanyagok elérhetdségétol, sotartalomtol

nagyban fiigg (D’ Archivio et al. 2007; Machu et al. 2015).

2.4.2 Pigmentek

A mikroalgak szinei a kloroplasztiszban termelt pigmenteknek, ugy mint a klorofilloknak
(zold), karotinoidoknak (sarga ¢és piros), fikobiliproteineknek (piros és kék) koszonhetd
(Mulders et al. 2014; Koller et al. 2014; Begum et al. 2016).

A Kklorofillok (gorog eredet, chloros zold és phyllon levél) a kloroplasztiszban talalhato
z6ld pigmentek. A kék és a vOrds tartomanyban erdteljes a pigmentek elnyelése, ezért zold
arnyalatuak. A fotoszintézis fotoreceptoraként miikodnek, a fényforras energiajat elnyelik és
kémiai energidva alakitjak at. Szerkezetiik {6 részét a porfirinvaz alkotja, és ennek a gytiriis
szerkezetnek (tetrapirrol gylirli) a kozpontjadban egy magnézium atom helyezkedik el, amelyhez
tovabbi négy nitrogén atom kotddik (Begum et al. 2016). A klorofill négyféle formaban van
jelen a természetben: klorofill-a (kékeszold), klorofill-b (sargaszold), klorofill-c és klorofill-d.
A Kklorofill-c kizardlag barna algakban van jelen. Az algdkban jellemzdéen a klorofill-a

haromszor nagyobb mennyiségben van jelen, mint a klorofill-b (Ampofo és Abbey 2022).



2.tablazat: A klorofill pigmentek kozti kiilonbségek (Dunne 1999; Begum et al. 2016).

Pigment tipusa Oldallanc kiilonbségei Abszorbancia
Klorofill- a metil- csoport (-CH3) 420-437 [nm]
Klorofill- b formil- csoport (HCHO) 453-470 [nm]
Klorofill- ¢ nincs fitol-lanc 443-453 [nm]

A klorofill pigmentek kémiai szerkezetiikben eltéréseket mutatnak. A funkcios csoportok
hatdsara funkcidjukban kiilonboznek egymadstol, tovabba fényelnyelésiik is kiilonbozo
hulldamhosszon taldlhat6 (2. tablazat). A klorofill-a és klorofill-b erdsen lipofil (zsiroldékony)
természetli a porfirin gytrith6z kapcsolodd hidrofob fitol-oldallanc miatt (Humphrey 2004;
Mulders et al. 2014). A klorofill-c és klorofill-d a fitol-oldallanc hianya és a polarosabb
telitetlen oldallancok miatt kevésbé lipofilek, inkabb vizben oldédnak (Becker 2013).

A karotinoidok izoprén egységekbdl felépiilé terpenoid vegyiiletek, 40 szénatomos
vazszerkezettel rendelkeznek, a szerkezetiikben tobb kettds kotés is talalhatod. A kettos kotések
a fényelnyelés szempontjabol is kulcsfontossagtiak (Matos 2017). A karotinoidokat szén- és
hidrogénatomokbol all6 karotinok, és oxigénatomokat tartalmazé xantofillok alkotjak (Hu et
al. 2018). A karotinoidok a mikroalgaknak védelmet biztositanak a kdrnyezeti hatasokkal (UV-
sugarzas) €s a képzodo instabil molekulak (ROS) kialakuldsaval szemben (Pangestuti és Kim
2011; Koller et al. 2014)

A fikobiliproteinek a fikobiliszoméakban elhelyezkedd vizoldékony fehérjék, amelyek a
fikobilinekkel egyiitt pigment-fehérje komplexet alkotnak (Mulders et al. 2014). A rendezett
struktaraju  fikobiliszomakban kiilonbozé fényelnyelésti fikobilinek fordulnak eld: a
fikoeritrinek (vords), a fikocianinek (kék), az allofikocianinok (zd6ld ¢és kék) és a
fikoeritrocianinek (narancsarga), amelyek az elnyelt fény energidjat az elsddleges
pigmenteknek, a klorofilloknak adjak at (Glazer 1989; Basheva et al. 2018). A fényelnyelési
spektrum kiilonbozdségét a polipeptidlancok kotdhelyeinek eltérd kémiai természete okozza.
A pigment-fehérje komplexek nagyobb mértékben a vordsalgakban és cianobaktériumokban

talalhatok (Begum et al. 2016; Ampofo és Abbey 2022).

2.4.3 Fehérjék

A fehérjék épitéelemei az aminosavak (esszencialis €és nem esszencialis), amelyek

peptidkotésekkel kapcsolddnak Gssze és alakitanak ki polipeptidlancot. A fehérjék szerkezete



(elsddleges, masodlagos, harmadlagos ¢és negyedleges) hatdrozza meg a funkcidjukat és
biologiai aktivitasukat. A mikroalgdkbol kinyerhetd fehérjék, a sejtben kiviilrél befelé haladva,
tehat a sejtfaltol a sejtmagig mindenhol megtaldlhatok. A fehérjék szerepet toltenek be az
algasejtek miikodésében, a biologiai informécidok hordozasdban, az anyagcserefolyamatok
iranyitasaban, a transzportfolyamatokban, stb. (Amorim et al. 2021).

A mikroalgék rendkiviil gazdag fehérjeforrasok. A fehérjetartalom az 6ssztomeg 40-70
szazalékat is elérheti és akdr 40-60 szdzalékban tartalmazhatnak esszencialis aminosavakat
(mint lizin, leucin, izoleucin, valin €s triptofan) (Eilam ez al. 2023). A mikroalga fehérjék jol
emészthetdek, magas tapértékkel rendelkeznek ¢€s aminosav-mintdzatuk igen nagy
hasonlésdgot mutat szamos ¢lelmiszer fehérje-mintdzatahoz. Az egyes mikroalgdk azonban
(mint a Chlorella, a Spirulina és a Nannochloropsis) évente 2,5-7,5 tonna/hektar fehérjét is
termelhetnek, ami igen magas termelési hozam, mas fehérjében gazdag allati és ndvényi
fehérjeforrasokhoz (pl. tojas, hus, tej, szdjabab, lencse stb.) képest (Ahmad et al. 2022).

Az alga-fehérjék kinyerésénél, mint minden mas intracelluldris (vagy sejtmembranhoz
rogzitett formaban talalhat6) értékes metabolit esetén a sejtek feltardsa és a termék extrahalasa
tobblépéses technologiai folyamatot igényel. Az édesvizi Scenedesmus mikroalgakra jellemzd,
hogy vastag, szénhidrat alapu hemicellulozban gazdag sejtfallal rendelkeznek, amely rendkiviil
ellendlld a kiils6 hatasokkal szemben. A sejtfeltards korében ismertek mechanikai
(homogenizator, gyongymalom, besugarzas - ultrahang és mikrohulldm, termolizis), nem
mechanikai moddszerek (enzimes, kémiai), valamint a kedvezd tulajdonsagokat egyesitd
kombinalt (kettd vagy annal tobb modszer) technikak. Altalanosan elmondhaté, hogy a faji
jellegek miatt, tovabba a tenyésztési koriilmények is befolyasoljak a sejtfal vastagsagot, igy
univerzalis sejtfeltarasi modszert nem lehet alkalmazni (Giinerken ef al. 2015; Amorim et al.
2021) (3. tablazat). A mikroalgék fehérjetartalméanak kinyerésére iranyuld kutatasok korében
tobbek kozott a hokezelés, az ultrahangos kezelés (szonikalds) és a mikrohulldammal torténd
kezelés bizonyult eredményesnek.

A sejtfeltarasi technikdk megvalasztasa sordn minden esetben az értékes anyagok
biologiai értékének megtartasat és a megfeleld kinyerési hatékonysaga elérését sziikséges szem

elott tartanunk.



3.tablazat: Néhany mikroalga faj esetén tanulmanyozott fehérje kinyerési modszer

. . Fehérjetartalom Sejtfeltarasi .
Mikroalga faj (% szarazanyagban) technika Forras
Chiorella 90,0 hékezelés Soto-Sierra et al. 2018
protothecoides
Chlorella sp. 31,4 levegon szaritas | Chronakis és Madsen 2011
Haematococcus 10,0 ultrahangos Coustets e al. 2015
pluvialis kezelés
Nannochloropsis enzimes
gaditana 35,0 sejtfalbontés Safi et al. 2017
Nannochloropsis .
gaditana 50,0 gyongymalom Safi et al. 2017
Nannochloropsis sp. 20,0-50,0 ultrahan'gos Soto-Sierra et al. 2018
kezelés
Scenedesmus obliquus 67,3 dobszaritas Chronakis és Madsen 2011
Scenedesmus obliquus 70,0 gyongymalom Soto-Sierra et al. 2018
Spirulina sp. 65,0 fagy’a§z’t va Chronakis és Madsen 2011
szaritas

A sejtfal bontasat kovetden a fehérjék elvalasztasa, koncentraldsa €s tisztitasa torténhet
durva fehérje kicsapassal (mint ammonium-szulfattal), kromatografids technikakkal,
fagyasztva szaritdssal (liofilizalas) is, a fehérje tisztasdganak ellendrzése, fiziko-kémiai
tulajdonsagainak vizsgalata (molekulaméret, izoelektromos pont) pedig gélelektroforézissel

alkalmazasaval (Day 2007; Gerde et al. 2012).



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Anyagok

3.1.1 Mikroalga torzs

A kutatasomhoz az édesvizi Scenedesmus obtusiusculus zdldalga izoldtumot a MATE

Akvakultura és Kornyezetbiztonsagi Intézete (Godolld) biztositotta.

3.1.2 Tapkozegek

A mikroalga tenyésztése €s a szervetlen nitrogénforrasok hatasvizsgalata BG-11 asvanyi

oldatban tortént. A szervetlen természetli tapoldat Osszetételét az alabbi 4. tablazat szemlélteti.

4. tablazat: BG-11 asvanyi oldat 6sszetétele

Komponens [mg]
KH>PO4 40
CaClz * 2H,0 36
MgSO4 * 7TH,0 75
ammonium-vas (II)-citrat 6
citromsav-monohidrat 6
Na;EDTA
NaxCOs3 20
mikroelem (AS) oldat 1 ml
desztillalt viz 1000 ml
Mikroelem (A5) torzsoldat [mg]
ZnSO4 * TH20 222
MnCl; * 4H,O 1810
Na;MoO4 * 2H,0 390
CuSOg4* SH2O 80
Co (Nos3)2 * 6H20 49.4
H3BO; 2860
desztillalt viz 1000 ml

A tapoldatok kémhatasat pH= 7- re 0,1 n NaOH segitségével allitottam be. A
tapoldatokat 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban, lombikonként 300 ml-ként osztottam szét. A



lombikok szajat vattadugdval és foliaval zartam le. A sterilezés 121 °C-on, 15 percen keresztiil
tortént autoklavban. A szervetlen nitrogénforrasok korében a NaNOs, a KNO3, a NH4NOs, az
(NH4)2SO4 és aNH4Cl hatasat 1,5 g/l koncentracioban kdvettem nyomon. A nitrogénforrasokat
az algasejtek szaporodésara €s bioaktiv komponensekre kifejtett hatasuk alapjan rangsoroltam
¢s a kiemelkedd nitrogénforrast csokkentett (0,5 g/l és 1 g/l) és novelt (2,5 g/l és 5 g/l)

mennyiségben is teszteltem.

3.2 Modszerek

3.2.1 A mikroalga laboratériumi tenyésztése

A Scenedesmus obtusiusculus izolatum tenyésztése laboratoriumi 1éptékben, kiilonb6zo
nitrogénforrast tartalmazo BG-11 tapoldatba tortént. Az aerob fermentacidt minden esetben
koriilbeliil 107 sejt/ml sejtkoncentraciordl inditottam el. A tapoldat leoltasa steril koriilmények
kozott, lamindris fiilke alatt tortént. A tenyésztés allando megyvilagitas (1400 lumen, meleg fehér
fényli LED lampa) mellett, szakaszos razatassal, szobahémérsékleten 14, 28 és 56 napon at
tartott. A mintavételt idokozonként (3-4 naponta) laminaris fiilke alatt végeztem. A mintdknal a
sejtszdm 1dobeni alakulasat kovettem nyomon. A tenyésztési ciklusokat kovetden az
algabiomasszat 10 000 fordulat/perc sebességen 10 percen at centrifugaltam és mivel a nedves
algabiomasszdban visszamaradnak tapoldat komponensek, amelyek az értékes alga-
metabolitok mérésének pontossdgat rontjak, ezért a tdpoldat komponensek maradéktalan
eltavolitdsat az algabiomassza desztillalt vizzel tOrténd tObbszori 4atmosdsaval ¢és
centrifugaldsaval biztositottam. A nedves algabiomasszat az utols6 mosasi Iépést kovetden
kevés desztillalt vizzel (10-15 ml) elegyitettem és 50 ml-es Falcon csdvekben osztottam szét.

Az alga szuszpenzidkat fagyasztottam ¢és a liofilizalast megel6zden -18 °C-on taroltam.

3.2.2 Algasejtszam meghatarozasa

A mikroalga sejtszdm mérése Biirker-kamras modszerrel, fénymikroszkép 40-szeres
objektive alatt, valamint optikai denzitas (sejttdmeg) méréssel, spektrofotometrias tton, 600
nm hulldmhosszon tortént.

A sejtszam ¢€s az optikai denzitas kozotti Osszefliggésre kalibracidt készitettem. Az
algaszuszpenzi6 higitasi tagjainak sejtszamat (sejt/ml) €s a hozzajuk tartoz6 mért abszorbancia
értékeket abrazoltam és a pontokra lineéris trendvonalat illesztettem. A felallitott kalibraciot az

alabbi 5. abra szemlélteti.
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5. abra: Az algasejtszam és ODgoo kdzotti sszefiiggés

3.2.3 Liofilizalas

Az ¢értekes alga-metabolitok mindségi €s mennyiségi vizsgdlatat minden esetben
viztelenitett (fagyasztva szaritott), szaraz algabiomasszan végeztem el. A liofilizalas -18 °C-on
tarolt, fagyasztott algabiomasszan tortént. Az alga biomassza liofilizalasanal a Christ Alpha
LSC Plus (Martin Christ GmbH, Németorszag) tipust berendezést hasznaltam. A szaritokamra
homérséklete 18 °C volt. A fagyasztott algabiomassza kiméletes szaritasa vakuummal (0,25
mbar) tortént. A fagyasztva szaritds ideje, a minta mennyiségétdl fliggden, esetemben 48 orat

igényelt.

3.2.4 Sejtfeltarasi és extrakcios modszerek

Az édesvizi zoldalga izolatumok bioaktiv anyagait (fehérje, polifenol és flavonoid,
pigment) szerves olddszeres, valamint mikrohullammal vagy ultrahanggal kozvetitett
(besugarzasos) szerves olddszeres modszerrel vizsgaltam.

Az értékes anyagok kinyerése soran az alabbi 5. és 6. tablazatban 0sszegzett technikakat
alkalmaztam. A szerves oldoszerek korében a korabbi tanszéki kutatasoknal is eredményesnek
bizonyul6 metanol ¢és etanol (Kotz 2023) mellett a propanol hatasat is teszteltem. A metanolt,
etanolt és propanolt vizes oldatokként (a szerves oldoszer és a viz ardnya 1:1 és 3:1)
alkalmaztam. A liofilizatumokbol analitikai mérlegen 5 mg mennyiségeket mértem ki
Eppendorf csdvekbe €s azokat adott szerves oldoszer 500 pul vizes oldataban szuszpendaltam.
Az Eppendorf csdveket, annak érdekében, hogy a kezelések soran ne nyiljanak ki és ne 1épjen

fel parolgasi veszteség, parafilmmel zartam le. A mintdkat Osszerdztam és az egylépéses



technikak esetében azokat 15 percen at jégagyon taroltam. A kombinalt technikdk esetében az
elokészitett mintakat jégagyba helyeztem ¢és besugdrzasnak vetettem ald. A mikrohulldmu
kezelés 270 W, 630 W és 1000 W teljesitményen, szerves olddszer jelenlétében 2, 4 €s 6 percen
at tartott. Az ultrahangos kezelés (Cole-Palmer 8890) 47kHz frekvencian 15 percen at tortént.
A kezelések alatt torekedni kellett arra, hogy az értékes anyagok bioldgiai aktivitdsukat
megtartsak, ezért sziikség esetén az elolvadt jeget cseréltem.

A mikrohullamu és ultrahangos kezelés soran a termikus (h6) hatas helyett (a hdmérséklet
emelkedése a bioaktiv komponensek részbeni inaktivalédasat is okoznd) a nem termikus
hatasok kertiltek eldtérbe. A mikrohullamu kezelésnél az elektromégneses sugarzas hatassal van
a sejtekre, elsdsorban a sejtmembranokra, amely a sejtek feltarasat segitheti (Giinerken et al.
2015). Az ultrahang hullamokkal besugarzott algaszuszpenziokban kialakulé nem termikus
folyamatok kozott igen fontos szerepet tolt be a kavitdcio, ami soran a keletkezd apro
gazbuborékok gyorsan 6sszeomlanak, igy egy nagy energidju lokéshullam alakul ki. A kavitacio
a nyomas emelkedést és ennek hatdsara a sejtfalszerkezet kdrosodéasat eredményezi (Glinerken

et al. 2015).

S.tablazat: A szerves oldoszerek és besugarzasos technikék hatasvizsgalata

Mintakod Fizikai sejtfeltaras Sz,e rves ol(,ioszer
(és viz aranya)

SO 1 viz
SO 2 metanol (3:1)
SO 3 etanol (3:1)
SO 4 1-propanol (3:1)
SO0 5 viz
S0 6 mikrohullam metanol (3:1)
S0 7 (4*30 masodperc, jégagyon) etanol (3:1)
SO 8 1-propanol (3:1)
SO0 9 viz
S0 10 ultrahang metanol (3:1)
SO 11 (15 perc, jégagyon) etanol (3:1)
SO 12 1-propanol (3:1)




6. tablazat: A mikrohulldmmal k&zvetitett propanolos kezelés Box-Behnken kisérletterve

Mintakéd Teljesitmény 1dé (proiil‘::lezs"gz"’;zr?nya)
SO 13 270 W 4*30 masodperc 1:1
SO 14 270 W 8*30 mésodperc 1:3
SO 15 270 W 12*30 masodperc 1:1
SO 16 270 W 8*30 masodperc 3:1
SO 17 630 W 4*30 masodperc 1:3
SO 18 630 W 4*30 masodperc 3:1
SO0 19 630 W 8*30 masodperc 1:1
S0 20 630 W 12*30 masodperc 3:1
SO 21 630 W 12*#30 mésodperc 1:3
SO 22 1000 W 4*30 masodperc 1:1
S0 23 1000 W 8*30 masodperc 1:3
SO 24 1000 W 12*30 masodperc 1:1
SO 25 1000 W 8*30 mésodperc 3:1

A kezelt mintékat 10 000 fordulat/perc sebességen 5 percen keresztiil centrifugaltam. A

tovabbiakban az algakivonatokat (feliiluszokat) hasznaltam az értékes komponensek mérésénél.

3.2.5 Fehérjetartalom mérése (Bradford-modszer)

A fehérjetartalom meghatarozasara festék megkotddésen alapuldé modszert
alkalmaztam. A festék az arginin- €s lizin-oldallancokhoz k6tddve a fehérjével komplexet alkot.
A kialakult komplex maximalis abszorbancidja 595 nm hullamhosszon mérheté (Spencer és

Davie 2003).
Kalibracio keszitése

A minta fehérjetartalmédnak mennyiségi meghatarozasahoz els¢ 1épésben ismert

cyey

egyenest készitettem.



7.tablazat: Algakivonatok fehérjetartalménak mérésére készitett marhaszérum albumin (BSA)
higitasi sorozat

r r r 3 1.
Higitasi sorozat vakminta 2. 3. 4. S. 6. s
BSA [ul] 0 5 10 20 25 50 100
Desztillalt viz [pl] 100 95 90 80 75 50 0

A higitasi sorozatot a 7. tablazat szemlélteti. A tdrzsoldatot hasznalat el6tt 10-szeresére
higitottam. A higitasi tagokat 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe készitettem eld és ezt kovetden a
mikroplate lemez mélyedéseibe a higitasi tagonként 20 pl-t €s 200 pl szinezd Bradford reagenst
pipettdztam. Az inkubalas szobahOmérsékleten 5 percen at tartott. A mintdk abszorbanciajat

spektrofotometrias iton, 595 nm hulldmhosszon mértem le.
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6.abra: BSA kalibracios egyenese

A tovabbiakban a felallitott kalibracios egyenes segitségével hatdroztam meg az

algakivonatok ismeretlen mennyiségli fehérjetartalmat (6.abra).

Az algakivonatok fehérjetartalmanak szamitasa

fehérjetartalom (mg/ml) = [(Am-Av) *h] /a
ahol,
Am: a minta abszorbancidja

Av: a vak minta abszorbancidja



h: a higitas

a: a kalibracios egyenes meredeksége

3.2.6 Teljes polifenol tartalom meghatarozasa

A mérés Iényege, hogy a Folin-Ciocalteu reagens ¢és az algakivonatok polifenol tartalma
(elektrondonor) kozott elektrondtvitelen alapuld redoxireakcio jatszodik le, amelynek
eredményeként a reagensben talalhaté Mo®" ionbél (sirga szin) (elektronakceptor) Mo>* ion
(kék szin) keletkezik. A szinvaltozas spektrofotometrids uton, 760 nm hulldmhosszon mérhetd
(Pérez et al. 2023). Amérés soran 100 pul algakivonatot (feliiluszd) Eppendorf csébe pipettaztam
¢s 400 pl 10-szeresen higitott Folin-Ciocalteu reagenssel elegyitettem. Enyhe Osszerazast
kovetden a mintdkat 5 percen at pihentettem szobahdémérsékleten, majd azokhoz 500 pul 7,5 %-
os NaxCOs oldatot pipettaztam. A Na,COs oldat hozzaadésa biztositja a ligos kornyezetet, ahol
a polifenol a reagenssel képes reakcioba 1épni (Pérez et al. 2023). A mintakat fénytdl védett
helyen 1,5 oran keresztiil pihentettem. A mintdk reaktivitasat mg GAE/g algabiomassza
egységben (GAE, galluszsav-egyenérték, gallic acids equivalents) allapitottam meg. A
polifenol tartalom mennyiségi meghatdrozasa galluszsavra felallitott kalibracid segitségével

tortént.

3.2.7 Teljes flavonoid tartalom meghatarozasa

Az algakivonatok teljes flavonoid tartalmat AlCls-oldat segitségével hataroztam meg. A
reakcid soran a flavonoidok az AICls-oldat AI** ionokkal komplexet hoznak létre nitraloszer
(NaNO») jelenlétében. A szinvaltozas spektrofotometrids uton, 510 nm hullimhosszon mérhetd
(Shraim et al. 2021). A mérés soran a feliiluszokbol 100 pl-t pipettaztam ki Eppendorf csdvekbe
¢és azokat 400 pl desztillalt vizzel és 30 pl 5%-os NaNO; oldattal elegyitettem. Enyhe
Osszerazas utdn a mintakat 5 percen at pihentettem szobahdmérsékleten, majd 30 ul 10%-os
AICl3 oldat hozzaadéasat kovetden ismételten enyhén Osszerdztam és ismételtem a pihentetést.
A mintakhoz a mérés kezdete eldtt 200 ul 1M-os NaOH oldatot és 240 ul desztillalt vizet adtam.
A mintak reaktivitasat mg QE/g algabiomassza egységben (QE, kvercetin-egyenérték, quercetin
equivalents) hatdroztam meg. A flavonoid tartalom mennyiségi meghatarozdsa kvercetinre

felallitott kalibracié segitségével tortént.



3.2.8 Antioxidans aktivitas vizsgalata

A kisérlet sordn 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) szerves vegyiiletet haszndltam az
antioxidans kapacitds kimutatasara. A gyokfogd kotddésen alapuld reakcid sordn a stabil
szabadgyokot tartalmaz6 DPPH ¢és az algakivonatban talalhatdé antioxidédns hatastu anyagok
kozott protonatvitel torténik. Igy az oldat eredeti lila szine halvanyodni kezd a reakcio ideje
alatt, és ennek mértékét spektrofotometrids Gton, 517 nm hulldmhosszon tudjuk detektalni
(Nemes et al. 2015). A DPPH oldat fényérzékeny, igy azt minden mérési alkalom el6tt frissen
készitettem el. A szerves vegyiiletbdl ekkor 0,00142 g-ot mértem ki analitikai mérlegen és 100
ml metanolban oldottam fel. Az oldatbol 1,85 ml-t kémcsdbe pipettaztam ki és 100 pl
algakivonattal elegyitettem. A kémcsoveket kupakkal lattam el és 30 percre fénytdl elzart
helyen pihentettem a mintdkat. A gatlas mértékét szazalékos értékben az aldbbi egyenlet

segitségével szamitottam.

Gatlasi % =[(Av-Am) /Ay] *100
ahol,
Am: a minta abszorbancidja

Av: a vak minta abszorbancidja

3.2.9 Klorofill tartalom meghatarozasa

A Kklorofill-a ¢és klorofill-b tartalom mérése spektrofotometrias tton, Lichtenthaler és
Buschmann (2001) leirasa alapjan tortént.
Ca: [1g/g algabiomassza] =16,72* Ases-9,16*Asso, €s
cv: [ng/g algabiomassza] = 34,09* Ass2-15,28* Ages

Az algakivonatok klorofill artalmat a tovabbiakban mg klorofill/ g algabiomassza egységben

szamitottam at.

3.2.10 Statisztikai kisérlettervezés

A kisérlettervezési modszerek koziil a Box-Behnken (BB) kisérlettervezést alkalmaztam
a liofilizalt algamintdk mikrohullammal kozvetitett propanolos sejtfeltarasanak ¢és
extrahdlasanak optimaladsa érdekében. A statisztikai modszer sordn az optimalizédlando
paraméter (y) az adott bioaktiv komponens (fehérje, polifenol, flavonoid, pigment), a fliggetlen

tényezok (faktorok) pedig a mikrohullam teljesitménye (x1) (Watt), a behatasi idotartam (x2)



(masodperc) és a propanol és viz aranya (x3) volt. A faktorokat és faktorkombinaciok hatasat

harom szinten (-1, 0, +1) vizsgaltam.

8.tablazat: Box-Behnken részfaktorialis kisérletterv beallitasai (faktorok és szintek)

Faktorok Szintek
-1 0 +1
x1 270 W 630 W 1000 W
x2 4*30 masodperc 8%30 mésodperc | 12*30 masodperc
x3 25:75 50:50 75:25
A mérési eredmények statisztikai értékelése varianciaanalizissel (ANOVA) ¢és

valaszfeliilet elemzéssel (RSM, response surface methology) tortént.




4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Sejtfeltarasi és extrakcios technikak vizsgalata

A kisérlet soran az édesvizi Scenedesmus obtusiusculus zodldalga izolatum sejtfeltarasi
hatékonysagat ¢és az értékes anyagok kinyerhetdségét hasonlitottam dssze szerves oldoszerek
(metanol, etanol, propanol és viz) jelenlétében, valamint fizikai, besugarzasos technikakkal -
ultrahang (47kHz, 15 perc, jégagyon) és mikrohullam (1000 W, 4*30 masodperc, jégagyon) -
egykekdtott szerves olddszeres kezelés soran. A mikroalga liofilizatum kivonataiban a polifenol
tartalmat (TPC), a flavonoid tartalmat (TFC), az antioxidans kapacitast (DPPH), a klorofill
tartalmat (klorofill-a, és klorofill-b), valamint a fehérjetartalmat mértem és kdvettem nyomon
a kezelési technikék profiljainak alakulasat.

Az alébbi 7. abra az alga kivonatokban mért TPC és TFC tartalmat szemlélteti.
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7.abra: Kiilonb6z06 sejtfeltarasi és extrakcios technikak hatasa a polifenol (TPC) és
flavonoid (TFC) tartalom alakulasara
SO _1-SO_4: szerves olddszeres kezelés, SO 5-SO_8: mikrohullammal egybekotott szerves
oldoszeres kezelés, SO 9-SO 12: ultrahanggal egybekotott szerves oldoszeres kezelés

A szerves oldoszerek hatasat tekintve, lathatd, hogy a nagyobb polaritassal rendelkez6
oldoszerek, tehat a viz (polaritasi index 10,2) €s a metanol (polaritdsi index 5,1) eredményezett
alacsonyabb kivonatolasi hatékonysagot. A fizikai behatds nélkiili, vizes extrakcio esetében a
TPC tartalomnal 1196 pg GAE/g algabiomassza értéket (SO 1) mértem, aminek

valdsziniisithetd oka, hogy a liofilizalas sordn a sejtszerkezet karosodott, amely a fenolos



vegyiiletek vizzel torténd részbeni felszabaditasat okozta. A mikrohullammal egybekotott vizes
extrakcional a TPC tartalom hasonléan alakult (1159 pg GAE/g algabiomassza, SO 5), ami
megerdsiti, hogy az algabiomassza szaritasa a sejtszerkezetet modositotta, masrészt pedig a
vizes extrakcid €s mikrohullamu kezelés egyiittes alkalmazasa nem fejtett ki Iényegi hatast a
TPC ¢és TFC tartalom alakulasara. Az ultrahanggal kozvetitett vizes extrakcid, valamint a
tovabbi szerves olddszerek esetében is a kivonatok TPC tartalma jellemzden csokkent, ami a
fenolos vegyiiletek érzékenységének ¢és a rendszer idokdzonkénti hdmérséklet ingadozasanak
(novekedésének) tudhatd. A szerves oldoszereknél mind a harom sejtfeltarasi €s extrakcids
modszercsoport esetén hatdsosabbnak a propanol bizonyult (polaritasi index 3,9), amely
onmagaban 1788 pg GAE/g algabiomassza és 4655 ng QE/g algabiomassza értéket (SO _4)
eredményezett, mig mikrohulldmmal kombinaltan a 2530 ug GAE/g algabiomassza és 9704
QE/g algabiomassza értéket (SO _8) értem el. Az ultrahangos kezeléssel egybekotott szerves
oldoszeres kezelésnél egyediil a propanol esetében tapasztaltam kisebb mértékii csokkenést a
TPC tartalomban, mig a TFC tartalom kdzel azonos értéket mutatott. A kivonatok TPC és TFC
tartalma alapjan megéllapitottam, hogy az alkalmazott kezelések korében a mikrohulldmmal
egybekdtott szerves oldoszeres extrakcid kedvezébb TPC és TFC profilt mutatott, a szerves
oldoszerek koziil, pedig a propanol fejtett ki erdsebb hatést a bioaktiv vegyiiletek kinyerésére,

amelyet sorrendben az etanol (polaritdsi index 4,3), a metanol és a viz kovetett.
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8. abra: Kiilonboz6 sejtfeltarasi és extrakcids technikdk hatdsa az antioxidans kapacitasra
SO _1-SO_4: szerves olddszeres kezelés, SO 5-SO_8: mikrohullammal egybekotott szerves
oldoszeres kezelés, SO 9-SO 12: ultrahanggal egybekotott szerves oldoszeres kezelés



Az antioxidans kapacitds mérésének eredményeit a 8.abra szemlélteti. A gyokfogo
hatast mind a mikrohulldm, mind pedig az ultrahang lényegesen csokkentette. A besugarzasos
technikak valoszinisithetden inaktivalhattdk azon bioaktiv komponensek egy részét, amelyek
a kémiai vegyiilettel (DPPH) képesek reakcioba Iépni. A vizes €s az etanolos extrakcional
tapasztaltam nagyobb hatast, ekkor a gatlas mértéke szdzalékos értékben meghaladta a 30 %-ot
(SO _1 és SO 3). A gyokfogd hatds a propanolos extrakcid esetében 15 %-ot (SO 4), a
metanolos extrakci6 esetében pedig csupan 5 %-ot (SO_2) ért el. Stoica és munkatarsai (2013)
Scenedesmus opoliensis izolatum tanulméanyozéisa sordn hasonldéan a vizes és az etanolos
rendszerben mutattak ki nagyobb antioxidans kapacitast.

Az aldbbi 9. abra a mikroalga kivonatok klorofill tartalmat szemlélteti. Az édesvizi
zbldalga liofilizatum egylépéses, szerves olddszerrel torténd kezelése soran a viz, a metanol és
az etanol a klorofill-b pigmentek, mig a propanol a klorofill-a és klorofill-b pigmentek
kinyerésére kedvezObb hatast fejtett ki. A vizes extrakcid mikrohulldmmal, valamint
ultrahanggal torténd egyiittes alkalmazasa nem novelte a kivonatok klorofill (2,2-4,2 mg
klorofill-a/g algabiomassza, 5,2-10,7 mg klorofill-b/g algabiomassza, SO 1, SO_5, SO _9)

tartalmat.
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9. abra: Kiilonboz6 sejtfeltarasi és extrakcids technikdk hatdsa a pigment tartalomra
(klorofill-a és klorofill-b)
SO 1-SO_4: szerves olddszeres kezelés, SO 5-SO_8: mikrohullammal egybekotott szerves

oldoszeres kezelés, SO 9-SO 12: ultrahanggal egybekotott szerves oldoszeres kezelés



A mikrohullam és az etanol egylittes alkalmazésa a klorofill-a tartalmat ndvelte, amely
elérte a 27,3 mg/g algabiomassza (SO _7) értéket. A mikrohullamu kezelés és a propanol
egylittes alkalmazasa tobb mint kétszer nagyobb klorofill-a (66,7 mg/g algabiomassza) hozamot
eredményezett. Ezzel parhuzamosan a kivonat klorofill-b tartalma (41,6 mg/g algabiomassza)
(SO _8) is nétt. Az ultrahang hatisara, hasonldéan a bioaktiv komponenseknél korabban
tapasztaltakhoz, a klorofill-a és klorofill-b tartalom Iényegesen csokkent, az értékek a fizikai

behatés nélkiili szerves oldoszeres extrakcid értékeit kozelitették.
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10.abra: Kiilonbo6z6 sejtfeltarasi és extrakcios technikéak hatasa a fehérjetartalomra
SO _1-SO_4: szerves olddszeres kezelés, SO 5-SO_8: mikrohullammal egybekotott szerves

oldoszeres kezelés, SO 9-SO 12: ultrahanggal egybekotott szerves oldoszeres kezelés

A fehérjék kinyerésénél a fizikai behatds nélkiili vizes extrakci6 alkalmazasanal
szembetlinden magas 17,1 mg/g algabiomassza fehérjetartalmat (SO_1) mértem, amelyet a
propanolos extrakcio (6,5 mg fehérje/g algabiomassza, SO _4) kovetett, mig a metanol (SO _2)
¢s az etanol (SO_3) jelenlétében a kivonatokbdl fehérjéket nem mutattam ki. A fehérjék
polaritasat tekintve, amennyiben a fehérje polaros természetli aminosavakat tartalmaz, ugy az
nagyobb hatékonysaggal oldodik polarosabb oldoszerekben. A propanol polaritasa kisebb, mint
a vizé, tehat a kevésbé polarosabb fehérjékre fejthetett ki Iényegibb hatast. A mikrohulldmmal
¢s ultrahanggal egybekotott szerves oldoszeres kezeléseknél a propanol (14 €és 12 mg fehérje/g
algabiomassza) (SO_8, SO _12) esetében mutatkozott a kivonatokban nagyobb fehérje tartalom,

de ez sem érte el az egyszeriibb, vizes extrakcid hatékonysagat. Phong és munkatarsai (2016)



Chlamydomonas sp. Tai-03 liofilizatum esetében szintén a vizes extrakcid eredményezett

nagyobb fehérje kinyerést, amelyet a propanol, etanol és a viz kovetett.

4.2 Mikrohullaimmal kozvetitett szerves oldoszeres extrakcio hatékonysaganak
novelése

A mikrohulldammal kozvetitett szerves oldoszeres extrakcio részletesebb megismerése €s
az egyes tényezOk hatasainak és kolcsonhatasainak feltérképezése érdekében statisztikai
kisérlettervezést alkalmaztam. A Box-Behnken (BB) részfaktorialis kisérlettervezés (6.
tablazat) soran a mikrohullam teljesitményét (x1) (270 W, 630 W, 1000 W), a szerves olddszer
(propanol) koncentraciot (x2) (propanol és viz aranya 1:3, 2:2, 3:1) és a kezelés idotartamat
(x3) (4*30, 8*30, 12*30 masodperc) harom szinten vizsgéltam. A faktorkombinacidk hatasat a

kivonatok TPC és TFC tartalmara vonatkozoan az alabbi 11.abra szemlélteti.
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11. abra: A BB kisérletterv faktorkombinacidinak hatasa a mikroalga kivonatok polifenol
(TPC) és flavonoid (TFC) tartalmara

Azon mintaknal, ahol 270 W teljesitményen inditottam el a liofilizdtumok kezelését, a
szerves oldoszer aranyanak novelése a kivonatok polifenol tartalmat 1ényegesen novelte. A
propanol és viz 1:3 aranya esetén 876 ug GAE/g algabiomassza (SO_14), mig 3:1 ardnya esetén
3281 pug GAE/g algabiomassza (SO_16) értéket mértem 4 perces kezelést kovetden. A propanol
¢€s viz 2:2 aranyu elegyénél (SO _13) lathatd, hogy a kezelési idétartam csdkkentése (2 perc) az
1:3 ardnyu elegy hatasat kozelitette, mig az idotartam ndvelése (6 perc) mar segitette (2063 ug
GAE/g algabiomassza) (SO_15) a fenolos vegyiiletek kinyerését. A mikrohullamt kezelés



teljesitményének csupan bizonyos mértékii ndvelése eredményezett kedvezobb hatast. A 630 W
teljesitményen inditott kivonatolas soran, hasonldan az el6zdekben tapasztaltakhoz, a propanol
és viz 1:3 ardnya esetén mértem alacsonyabb TPC tartalmat (1018 pg GAE/g algabiomassza)
(SO _21), mig a propanol ardnyanak novelése (3:1) 4098 nug GAE/g algabiomassza (SO 20)
értéket eredményezett 6 perces kezelést kdvetden. A propanol aranyanak novelése mellett a
kezelési idOtartam novelése is hozzdjarult a kivonatolds hatékonysaganak fokozasahoz. A
mikrohullamu kezelés teljesitményének novelése 1ényegi novekedést nem eredményezett a
kivonatok TPC tartalmaban, ekkor 1000 W teljesitményen a faktorkombinacioknal mérhetd
fenolos vegyliletek mennyisége 1072 ¢és 1466 ng GAE/g algabiomassza érték (SO 22, SO 23,
SO 24, SO 25) kozott ingadoztak. A kivonatok flavonoid tartalma nem mutatott hasonlo
tendenciat. A kivonatok kozott nagyobb flavonoid tartalmat (SO_20) értem el abban az esetben,
ahol a propanol ¢€s viz 3:1 aranyu elegyében 6 percen at 630 W teljesitményen kezeltem a
liofilizatumot. A flavonoid tartalom ekkor elérte 13246 ng QE/g algabiomassza értéket.
A kivonatok antioxidans kapacitasat (DPPH) az alabbi 12. abra szemlélteti.
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12. abra: A BB kisérletterv faktorkombindcidinak hatdsa az antioxidans kapacitas alakuldséara

Kedvezdébb antioxidans kapacitdst azoknal a kivonatoknal mértem, ahol az extrakcid
soran a propanol és viz azonos aranyu elegyét (SO_13, SO _15), valamint csokkentett propanol
tartalmu vizes oldoszert (1:3) (SO_23, SO_24) alkalmaztam. A gatlési érték ekkor meghaladta
a 40 %-ot. A propanol és viz azonos ardnyu elegyénél, 270 W teljesitményen, 2 és 6 perces
kezelést kovetden a gatlasi értek 45 % kortl alakult, mig a propanol és viz azonos aranyu

elegyénél és a propanol csokkentett jelenlétében (1:3), 1000 W teljesitményen, 4 és 6 perces



kezelést kovetden kozelitette az 50 %-ot. Az antioxidans kapacitds (DPPH) mérésénél a
csokkentett propanol tartalmu vizes rendszerek, a magasabb intenzitasu, 1000 W teljesitményen
bizonyultak kedvezdbbnek.

A kivonatok klorofill-a és klorofill-b tartalmat az alabbi 13. abra szemlélteti.
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13. abra: A BB kisérletterv faktorkombinacidinak hatasa a klorofill-a és klorofill-b tartalomra

A faktorkombinaciok tesztelése soran a kivonatokban jellemzden a klorofill-a tartalom
nagyobb értékeket mutatott, mint a klorofill-b, amelyet valdsziniisithetéen — a korabbi kisérlet
tapasztalatai alapjan - a propanol hatasa eredményezett. A klorofill tartalom alakulésa részben
a TPC profilt kovette (11. dbra), ugyanis a propanol és viz 3:1 ardnyu elegye esetén, 270 W
teljesitményen (SO_16) és 630 W teljesitményen (SO_20) értem el nagyobb klorofill-a és
klorofill-b tartalmat. Ezekben az esetekben a kivonatok klorofill-a tartalma 3,11 és 6,94 mg/g
algabiomassza értéket, mig a klorofill-b tartalma 1,97 és 4,06 ng/g algabiomassza értéket
mutatott. Ezt kdvette a propanol és viz 2:2 ardnyu elegyében, 270 W teljesitményen 3 és 6
percen at tarto kezelés (SO_13, SO_15), amely kozel hasonl6 klorofill-a és klorofill-b értékeket
adott. A mikrohullamu kezelés teljesitményének ndvelése Iényegesen csokkentette a
kivonatokban mérhetd pigmentek mennyiségét, amelyet valdsziniisithetden a mikrohullam
kedvez6tlen hatdsa, a rendszer gyors melegedése okozta degradaciod okozott.

Az alabbi 14. abra a kivonatok fehérjetartalmat szemlélteti. A fehérje kinyerés
szempontjabol a propanol és viz 3:1 aranyu elegyénél, 630 W teljesitményen inditott, 6 percen
at tartd mikrohulldmu kezelés sordan messzemendleg nagyobb fehérje tartalmat (SO _20) értem

el. A kivonat fehérjetartalma ekkor 16,84 mg/g algabiomassza értéket mutatott, amely



kozelitette az el6z6 kisérletsorozatban (10. abra) mért értéket. A tovabbi faktorkombinacidk a

liofilizatumbol kinyerhetd fehérje mennyiségét nem novelték.
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14. abra: A BB kisérletterv faktorkombindcidinak hatdsa a fehérjetartalom alakulaséara

A statisztikai elemzés soran a bioaktiv komponensek kivonatolasdra a faktorok és
faktorkombindcidk nem mutattak statisztikailag aldtdmaszthatd hatast 95 % szignifikancia
szinten. A mikroalgdk, mint minden mas €16 szervezet esetén is, a kornyezeti hatdsok eltérd

bioszintézis vonalakat erdsithetnek. Ez az algasejtek Osszetételének eltérését okozza, ami a

bioaktiv komponensekben is érzékelheto.
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15.abra: A BB kisérletterv mért fehérjetartalomértékeire illesztett valaszfeliileti abrak

a: a kezelési id0 és a teljesitmény hatasa, b: a kezelési id6 és a propanol aranyanak hatésa,
c¢: a mikrohullam teljesitményének és a propanol aranyanak hatasa a fehérjekinyerésre

A statisztikai elemzésnél a kivonatoldsi technikédk fehérjetartalomra gyakorolt hatasa
esetén tapasztaltam erdsebb Osszefiiggéseket. Ezesetben a felallitott modell is csupan 61 %-ban
irja le a faktorok és faktorkombinaciok fehérjetartalomra kifejtett hatdsat. A propanol aranya és
a kezelési iddotartam novelése 1ényegi hatast mutatott, a kivonatolas hatékonysag novelését
segitette (15. abra). A tovabbi kisérletek soran igy az alga liofilizdtumok kezelési

paramétereinek a propanol és viz 3:1 aranyu elegyét, 630 W teljesitményt és 6 percet
valasztottam.



4.3 Néhany szervetlen nitrogénforras hatasa a mikroalga tenyésztésére a bioaktiv
komponensek termelésére

A kovetkez6 kisérletsorozatban a BG-11 4svanyi sooldat szervetlen nitrogénforrasat, a
1,5 g/L koncentracioban hasznalt NaNOs-ot, azonos mennyiségben valtottam ki KNOs-ra,
NH4NOs-ra, (NH4)2SOs-ra, valamint NH4Cl-ra és hasonlitottam 6ssze azok hatasat az édesvizi
Scenedesmus obtusiusculus zdldalga izolatum sejtszam alakulasara és a 28 napos tenyészetek
liofilizatumainak bioaktiv komponens tartalmdra nézve. Az aldbbi 9. tablazat a tenyészetek

kiindulasi (beoltasi) sejtszamat és a 28. napon mért sejtszamokat szemlélteti.

9.tablazat: A kiillonb6zo szervetlen nitrogénforras (1,5 g/l) hatasa az algasejtszam alakulésara

Szervetlen N-forrds | Kiindulasi sejtszam (sejt/ml) | Tenyészet sejtszama (28. nap) (sejt/ml)
NaNO; 1,53*10° 5,1%10°

KNO; 5,5%10° 3,68*10°

NH4NO3 9*10° 4,18*10°

(NH4)2S04 1,35*10° 4,8%10°

NH4ClI 1,08*10° 2,86*10°

A szakaszosan razatott reaktorokban kezdetben az algasejtek a tenyésztési
koriilményekhez adaptalodtak, az algasejtek fotoautotréf anyagcserefolyamatuk soran energiat
allitottak eld és kezdetét vette az algabiomassza ndvekedése. A szervetlen nitrogénforrasok
eltérd hatast fejtettek ki a sejtszam alakuldsdra a 28 napos tenyésztési iddtartam alatt.
Kedvezdbbnek a KNOs bizonyult, ekkor a sejtszdm tobb, mint hatszorosara emelkedett. A
sorrendben ezt kdvette az NH4NO3 és az (NH4)2SO4, ahol a sejtszam kozel négyszeresére nott,
mig a NaNO; ¢és a NH4Cl esetében kozel haromszoros sejtszam novekedést mértem. Az
algakutatasok korében Coban és munkatarsai (2021) a Scenedesmus acutus mikroalga
szaporodasat kdvették nyomon kiilonbozd nitrogénforrasok jelenlétében, amely soran a KNO3
hasonldan kedvezobb hatast fejtett ki az algasejtszam alakuldsara, mint a NaNOs.

A tovabbiakban a BB kisérletterv eredményeinek analizise soran az algasejtek feltarasara
¢és a bioaktiv komponensek kinyerésére kedvezObb hatast kifejtett paramétereket (propanol és
viz ardnya 3:1, 630 W, 6 perc) alkalmaztam a 28 napos tenyészetek liofilizatumainak

mikrohullammal egybekotott propanolos kezelése soran.



Az alabbi 16. abra a kivonatok TPC és TFC tartalmat szemlélteti. Lathato, hogy a vizes
rendszerekben jellemzden nagyobb TPC ¢és TFC tartalmat mértem, mint propanol és viz 3:1
aranyu elegyében, amelyet valosziniisithetden az okozhatott, hogy az algasejtek a tenyésztési
koriilmények hatasara (szervetlen nitrogénforrdsok hatasara), esetleg a kiilsé behatasok,
stresszfaktorok hatdsara (homérséklet ingadozasa, egyenletlen megvilagitas) eltérd
Osszetételben termeltek fenolos vegytileteket, valamint flavonoidokat. A bioaktiv komponensek
a korabbiaktol eltéréen a polarosabb oldoszerben, tehdt a vizben olddédtak ki nagyobb
mértékben. Ettd] fliggetleniil azonban igen jol kivehetd, hogy a KNOs-tal és az (NH4)2SO4-tal
dusitott asvanyi sooldatban tenyésztett algabiomassza nagyobb TPC tartalmat (4393 és 4279
ng GAE/g algabiomassza) eredményezett, mint az NaNQOs, ahol csupan kozel a felét mértem a

korébbi kivonatolasi eredményeknek (11. dbra).
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16. abra: A kiilonb6z0 szervetlen nitrogénforrasok hatasa az algabiomassza polifenol (TPC)
¢s a flavonoid (TFC) tartalmara
Balrol az els6 5 kivonat sima desztillalt vizben (kontroll), a kdvetkezd S kivonat propanol és viz 3:1
aranyu elegyében tortént a mikrohullammal kozvetitett extrakcio.

A NaNOs-tal dusitott asvanyi sooldatban tenyésztett algabiomassza esetén tapasztaltam
egyediil, hogy a propanol és viz 3:1 ardanyu elegyénél a TPC tartalom (2696 pg GAE/g
algabiomassza) magasabb értéket ért el, mint azt a vizes extrakcid esetében mértem. A TFC
tartalom kivétel nélkiill a vizes rendszerekben mutatott nagyobb értékeket. A szervetlen
nitrogénforrasok korében a NaNOs3 ¢€s a KNO3 esetében értem el 11405 és 10531 ug QE/g
algabiomassza értéket, amelyet sorrendben az (NH4)>SO4, NH4Cl, és az NH4NO3 kovetett.



A 17. ébra a kivonatokban mért antioxiddns kapacitdsokat szemlélteti. A vizes és a
propanolos algakivonatokban mért antioxidans kapacitds értékek kozel hasonld profilt
mutattak. Mind a két esetben a KNOs-tal dusitott 4svanyi sooldatban tenyésztett algabiomassza
esetén értem el kedvezObb antioxidans kapacitast, amely a vizes extrakcio6 esetében 13,7 %, mig
a propanolos extrakcional 15,5 % volt. Az antioxidans kapacitds szempontjabol a propanol €s
viz 3:1 ardnyu elegye részben ndvelte a mikrohulldmu kezelés hatékonyséagat. A gatlasi értékben

a KNOs-ot a NaNOs3 (14,2 %), az (NH4)2SO4 és az NH4NO3 (11,8 %), a NH4Cl (8,8 %) kovette.
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17. abra: A kiilonb6z0 szervetlen nitrogénforrasok hatasa az antioxidans kapacitas (DPPH)
alakulasara.
Balrol az els6 5 kivonat sima desztillalt vizben (kontroll), a kdvetkezd S kivonat propanol és viz 3:1
aranyu elegyében tortént a mikrohullammal kozvetitett extrakcio.

Az alabbi 18. abra a kivonatok klorofill-a és klorofill-b tartalmat szemlélteti. A pigment
kinyerés szempontjabol a propanolos extrakcidé 1ényegesen nagyobb értékeket adott, mint a
vizes extrakcid. A klorofill-a tartalom a KNOs-tal dusitott tenyésztés esetén elérte a 9,27 mg/g
algabiomassza értéket, a klorofill-b tartalom pedig a 7,04 mg/g algabiomassza értéket. Ezt a
kivonatok klorofill-a tartalménak sorrendjében az NH4Cl 6,31 mg/g algabiomassza értékkel,
NaNOs 4,02 mg/g algabiomassza értékkel, az (NH4)2SO4 3,09 mg/g algabiomassza értékkel és
az NH4NO3 1,85 mg/g algabiomassza értékkel kovette.
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18. abra: A kiilonb6z0 szervetlen nitrogénforrasok hatasa a pigmentek
(klorofill-a és klorofill-b) termelésére
Balrol az els6 5 kivonat sima desztillalt vizben (kontroll), a kdvetkezd 5 kivonat propanol és viz 3:1
aranyu elegyében tortént a mikrohullammal kozvetitett extrakcio.
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19. abra: A kiilonb6z0 szervetlen nitrogénforrasok hatasa az algabiomassza fehérjetartalmara

Balrol az elso 5 kivonat sima desztillalt vizben (kontroll), a kdvetkezd 5 kivonat propanol és viz 3:1
aranyu elegyében tortént a mikrohullammal kozvetitett extrakcio.

A 19. 4bra a kivonatok fehérjetartalmat szemlélteti. Az algakivonatok fehérjetartalma, a
korabban tapasztaltakkal megegyezden a polarosabb oldoszerben, a vizes rendszerekben adott

nagyobb értékeket. A szervetlen nitrogénforrasok koziil a KNO3z emelkedett ki, amely vizes



rendszerben 9,52 mg fehérje/g algabiomassza értéket, mig a propanol és viz 3:1 aranyu

elegyében 5,96 mg fehérje/ g algabiomassza értéket kaptam.

4.4 Kiilonbozo KNOs koncentraciok hatasa a bioaktiv komponensek termelésére

A kutatdomunkam sordn végezetiil a kiilonb6z6 KNOs3 tartalmu (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 és 5 g/l)
asvanyi sooldatban tenyésztett Scenedesmus obtusiusculus izolatum liofilizatumainak bioaktiv
komponens tartalmat vizsgaltam. A tenyésztés az el6zo kisérlettel azonos modon, 28 napon at
tortént. A tenyészetek liofilizatumainak kezelése mikrohullammal egybekotott propanolos

extrakcioval (propanol és viz 3:1 aranyu elegyében) tortént, 630 W teljesitményen, 6 percen at.
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20. abra: A kiilonb6zé KNO3 koncentracié hatdsa az algabiomassza polifenol (TPC) és
flavonoid (TFC) tartalméara

A 20. 4bra a kivonatokban mért TPC és TFC tartalmat szemlélteti. A mikroalga kiilonb6z6
komponensek sejten beliili termelésére. A kivonatokban mért TPC és TFC tartalom csokkentett
N-tartalom mellett, a 0,5 g/l és 1 g/l koncentracibban KNOs-ot tartalmazé oldatokban torténd
tenyésztés esetén, nagyobb értékeket mutatott, mint ndvelt (1,5 g/l koncentracional nagyobb)
N-tartalom rendszerben. A N-forrds limitalt alkalmazasa stresszfaktorként hatott az
algasejtekre, amely bizonyos anyagcseretermékek sejten beliili felhalmozddasat eredményezte.
A kivonat TPC tartalma 0,5 g/l és 1 g/l KNO3 4193 és 4296 ng GAE/g algabiomassza értéket

ért el, mig 1,5 g/l és annél nagyobb KNOs koncentracié esetén a TPC tartalom kozel a felére



csokkent. A kivonatok TFC tartalma a 0,5 g/l KNO3 esetén tet6zott, ekkor 7487 pug QE/g

algabiomassza értéket mértem. A KNO3 tovabbi ndvelése a TFC tartalmat csokkentette.
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21. abra: A kiilonb6zé KNO3 koncentracié hatdsa az algabiomassza pigment tartalmara

A kivonatok pigment tartalmaban 0,5 g/ és 1,5 g/l KNO; koncentracié alkalmazasa esetén
Iényegi valtozast nem tapasztaltam, ekkor a klorofill-a tartalom elérte a 10 mg/ g algabiomassza
értéket, mig a klorofill-b tartalom pedig 6,85 és 8,07 mg/g algabiomassza kozott alakult (21.
abra). Lathatd, hogy 2 g/l KNOs koncentraci6 felett, a kivonatokban a mért klorofill-b tartalom
elkezdett névekedni, amely 2,5 g/l KNO3 koncentracional mar elérte 11,53 mg/g algabiomassza
érteket. Az 5 g/l KNO; koncentracid esetén pedig mind a klorofill-a, mind a klorofill-b értéke
nagyobb mértékben csokkent.

A 22. abra a kivonatok antioxidans kapacitasat szemlélteti. Az antioxidans kapacitas
kinyerése szempontjabol is a 0,5 g/l és 1 g/l KNOs3 koncentracio esetén értem el nagyobb gatlasi
szazalékot, amely 22,7 % és 26,8 % kozott alakult. A KNO3 koncentracidé novelése a DPPH
gyokfogo hatasat csokkentette, amely a kivonatokban taldlhaté antioxidans hatasa vegytiletek

kisebb mértékii jelenlétére utalt.
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22. abra: A kiilonb6zé KNO3 koncentracié hatdsa az antioxidans kapacitasra
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23. abra: A kiilonb6zé KNO; koncentracio hatdsa az algabiomassza fehérjetartalmara

A 23. abra a kivonatok fehérjetartalmat szemlélteti. A fehérje kinyerés szempontjabol,
hasonl6an az el6zéekben tapasztaltakhoz, a tenyésztés soran alkalmazott N-forras csokkentés
eredményezett (0,5 g/l KNO;3; koncentracid) nagyobb fehérjetartalmat. Ekkor a kivonatban 9,2
mg fehérje/g algabiomassza értéket mértem. Az ennél nagyobb KNO;3; koncentracid az

algasejtekben a fehérje termelést és felhalmozodast csokkentette.



5 OSSZEFOGLALAS

A TDK munkam az algakutatdsokhoz kapcsolddott, amely soran célul tiiztem ki az
¢desvizi Scenedesmus obtusiusculus zoldalga izolatum sejtfeltarasi €s a bioaktiv komponensek
kivonatolasi technikainak 6sszehasonlitasat és optimaldsat, valamint a tenyésztés soran hasznalt
asvanyi sooldat szervetlen nitrogénforrds tartalmanak bioaktiv komponensekre kifejtett
hatasanak elemzését. A bioaktiv alga-komponensek korében a kivonatok fehérjetartalmat, teljes
polifenol (TPC) és teljes flavonoid (TFC) tartalmat, valamint pigment tartalmat (klorofill-a és

klorofill-b) kovettem nyomon. A kisérleteim soran az alabbi f6 eredményeket értem el.

1. Az egylépéses szerves oldoszeres, valamint a besugarzassal (ultrahang, mikrohullam)
egybekdtott  szerves olddszeres sejtfeltarasi és  kivonatolasi technikak koziil
eredményesebbnek a mikrohullammal egybekotott propanolos kezelés bizonyult, ahol
a mikroalga liofilizatum kezelése propanol és viz 3:1 aranyu elegyében, 1000 W
teljesitményen, 2 percen at (jégagyon) tortént. A kivonatok TPC tartalma 2530 ng GAE/g
algabiomassza, a TFC tartalma 9704 QE/g algabiomassza értéket, az antioxidans
kapacitasa (DPPH) 12,6 %-ot, a klorofill-a tartalma 66,7 mg/g algabiomassza értéket, a
klorofill-b tartalma 41,6 mg/g algabiomassza értéket, a fehérje tartalma pedig 14 mg/g

algabiomassza értéket mutatott.

2. A mikroalga liofilizatum mikrohullammal egybekotott propanolos kezelésének
optimaldsanal a Box-Behnken (BB) részfaktorialis Kkisérlettervezés és valaszfeliilet
analizis a faktorokra (x1: mikrohullam teljesitménye, W, x2: propanol €s viz ardnya, x3:
mikrohullamia kezelés idOtartama, perc) ¢és faktorkombinaciokra nem mutatott
statisztikailag alatdmaszthato hatdst 95 % szignifikancia szinten. Egyes beallitdsoknal
azonban lényegi hatdst megallapitottam, ugyanis a faktorkombinaciok koziil jellemzben a
630 W teljesitményen, propanol és viz 3:1 ardnyu elegyében inditott, 6 percen at
(jégagyon) tartd kezelés eredményezett kedvezdbb kivonatolasi hatékonysagot. A TPC
tartalom 4098 ug GAE/g algabiomassza értéket, a TFC tartalom 13246 QE/g
algabiomassza értéket, a fehérjetartalom 16,8 mg/g algabiomassza értéket ért el, mig az
antioxidans kapacitas (DPPH) (8,6 %), valamint a klorofill-a (6,94 mg/g algabiomassza)

¢s klorofill-b (4,1 mg/g algabiomassza) tartalom esetében novekedést nem értem el.

3. A Kkiilonb6z6 szervetlen nitrogénforrasok koziil a KNOs, mind a mikroalga izoldtum
tenyésztésre, mind a bioaktiv komponensek termelésére kedvezdbb hatést fejtett ki, mint

a gyakorlatban elterjedtebben hasznalt NaNOs, Feltételezhetden a kornyezeti hatasok



(hdmérseklet ingadozasa, egyenletlen megvilagitas, eltérd nitrogénforras) okozhattak az
algasejtek Osszetételének eltérését, ugyanis a liofilizatumok jellemzden a TPC (4393 ng
GAE/g algabiomassza) és TFC tartalom (10531 pg QE/g algabiomassza), az antioxidans
kapacitas (DPPH) (13,7 %) és a fehérjetartalom (9,5 mg/g algabiomassza) tekintetében a
polarosabb természetii vizes rendszerben adott kedvezdbb értéket, mint a propanol és viz
3:1 ardnyu elegye esetén. A propanol és viz 3:1 aranyu elegyében csupan a klorofill-a
tartalom (9,3 mg/g algabiomassza) és a klorofill-b (7,04 mg/g algabiomassza) mutatott
nagyobb értéket.

4. A mikroalga szakaszosan razatott tenyésztése soran a KNOj3 csokkentett jelenléte (0,5 g/l
¢s 1 g/l kozott) a bioaktiv komponensek mennyiségét részben novelte. Az alga
liofilizatumok kezelését kovetden a kivonatokban a TPC tartalom 4296 ng GAE/g
algabiomassza értéket, a TFC tartalom 7487 pg QE/g algabiomassza értéket, az
antioxidans kapacitas (DPPH) 26,8 %-ot, a klorofill-a tartalom 10,1 mg/g algabiomassza
értéket, a klorofill-b tartalom 8,07 mg/g algabiomassza értéket, a fehérjetartalom pedig 9,2

mg/g algabiomassza értéket mutatott.

A kisérletek soran elért eredmények a mikroalgak értékes komponenseirdl és a
kivonatolasi technikékrol szerzett ismereteket bdvithetik és ezen a téren alapot adhatnak a

tovabbi algakutatasok tervezéséhez.
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