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Tartalmi osszefoglalo

Kulcsszavak

Foszfatmobilizalas, foszfdatmobilizadlo izoldtum - F1 torzs, foszfor, hulladékhasznosités.

A 21. szdzadban a folyamatos népességndvekedés mellett az emberek élelmiszer irdnti
mindségi €s mennyiségi igénye egyre novekvd tendencidt mutat és olyan nagy méreteket 6ltd
problémaét okoz napjainkban, melyre megolddsokat kell keresniink.

Az emberek mindennapi sziikségleteik szempontjabdl fontos, hogy a mezdgazdasagi,
(élelmiszer-, vegyi, stb.) ipari termelés, kozlekedés kielégitéen miikodjon €s mindenkit
kiszolgaljon, azonban nem elhanyagolhaté kérdés, milyen moddon teszi ezt. Nagy a
felelosségiink abban, hogy csokkentsilk az okozott kornyezeti terhelés mértékét é&s
kornyezetkiméld, fenntarthatd stratégidkat dolgozzunk ki, igy biztositva minél jobb
életkoriilményeket sajat magunk és a kdvetkezd generdciok szdmara is.

A novénytermesztés szempontjdbol ez azt jelenti, hogy fenn kell tartani, illetve
lehetéségeinkhez mérten novelni kell a terméshozamot és a termésmindséget, mikozben
mindent megtesziink az emberi egészség, a kornyezeti és a természeti dllapot megdvasa
érdekében. Uj teriiletek korlatozott médon még bevonhatdk a termelésbe, tovabba a jelenleg
is hasznalt novényvédd szerek és miitragyak haszndlatdval novelni tudjuk a terméshozamot.
Foszformiitragyak esetén azonban szdmolnunk kell a nyers foszfordsvanyok banyészataval, a
feldolgozasuk sordn hasznalt vegyszerek, hO ¢és adalékanyagok karos hatésaival,
kijuttatdsukkor pedig az esetleges helytelen, talzott hasznalat kovetkezményeivel, ami
hozzdjarul a vizek eutrofizdloddsdhoz és az ivovizbazis szennyezéséhez. Kiemelkedd
fontossdgu tehat, hogy j megoldasokat keressiink a terméshozam novelésére.

Jelenleg is rendelkezésiinkre &llnak maér alternativ tdpanyag-utdnpotldsi modszerek,
melyekben a miitragyakat mikrobidlis rendszerekkel helyettesitik. Ezen mddszerek kutatdsa és
fejlesztése  nagyban  hozzdjarulhat a  ndvénytermesztés  miitragya-fiiggdségének
csokkentéséhez.

A kisérleteim sordn haszndlt Pseudomonas sp. F1 nem patogén, talajban €16 baktérium,
amely képes foszfitot mobilizalni szervetlen foszfatforrasbol, esetemben egy husipari
melléktermékbdl, csontbdl. Dolgozatom célja azon mechanizmusok kiilonb6zd koriilmények
kozotti részletes vizsgélata és jellemzése, amelyek befolyédsoljak e baktérium torzs foszfat-

mobilizal6 képességét.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Talaj és élovilaga
A talaj és novények kapcsolatdnak és tulajdonsdgainak alapos ismerete elengedhetetlen,

hiszen a kisérletek sordn 4ltalam haszndlt FI rtorzs természetes kozege a talaj, illetve
hosszitdvon a mezdgazdasagi teriileteken termesztett novények mikrobak kézremiikodésével
biztositott foszforutdnpoétldsa a cél.

A talaj Osszetett, haromfazisu rendszer: szerves ¢€s szervetlen Osszetételli szilard fazisbol,
szallitokozegként miikodd folyékony fazisbol és gazfazisbol all. Mint a foldkéreg kiilsd
szilard rétege, él6helyet, vizet és tdpanyagokat biztosit a ndvények szamara, igy segitve a
primer produktum termelddését és a foldi életet. Szoros kapcsolatban 4ll a benne és rajta ¢16
¢s novekvd éldlényekkel és fontos szerepe van az anyagok és energia korforgalmaban,
atalakitasaban. Ha ezek a folyamatok zavartalanul mitkddnek, a talaj megfeleléen funkcional
mint természeti er6forras és bevonhat6 a termelésbe. A minél nagyobb terméshozamot elérd
novénytermesztés érdekében rovid- vagy hosszitavon tragydzassal, ontdzéssel, talajjavitassal,
gyomirtokkal pozitivan vagy negativan is befolyédsolhatjuk tulajdonsdgait (Stefanovits és
mtsai 1999).

A foldtani, éghajlati, domborzati, emberi és bioldgiai tényezOk hatdsara kialakuld talaj
életkozosségének oOsszefoglalé neve edafon. A talajélélények biomasszajat tulnyomo részt a
gyokerek alkotjak, majd ezt koveti a baktériumok tomege, ami hektdronként elérheti az 1-2
tonndt is. A baktériumok oxigénigényiiktdl fiiggden akar 250 cm-es mélységig megtaldlhatok
és részt vesznek szinte minden lebonto és felépitd folyamatban, akar tomegiik 1000-szeresét
atalakitva egy nap alatt. A legfontosabb talajbaktériumok a Bacillus, Clostridium,
Micrococcus, Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter, Arthrobacter, €s Spirochaeta fajok
koziil keriilnek ki, melyek specifikus enzimek segitségével végzik az anyagdtalakitast. Ezek
koziil a Pseudomonas-oknak szerepe van a cellul6z €s lignin bontdsaban, a fehérjék és kitin

ammonifikdciéjdban és a denitrifikdcidban is (Stefanovits és mtsai 1999).

1.2. A talaj és a novények kapcsolata

1.2.1. A talaj, mint tiApanyagforras
A talaj amellett, hogy ¢él6helyet biztosit, tdpanyagokkal is ellatja a ndvényeket. E

képesség alapja, hogy a benne 1év0 agyagdsvanyok ¢s humuszfélék feliiletén ionok
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raktarozodhatnak. Az ionok erdsen kotve; a ndvények szdmara kozvetve felvehetden; a
talajoldatban szabadon, konnyen felvehetéen fordulnak eld és ezek a formak egymadsba
atalakulhatnak. A tapanyagok elérhetdségét szamos tényezd befolyasolja, ugymint a
hémérséklet, talajnedvesség, szervesanyag-tartalom, kémhatds, agyag-, humusz-, karbonat- és
nehézfémtartalom, mikrobdk jelenléte, tomddottség és a novény és talaj kozott lejatszodo
folyamatparok, mint példaul  4svanyosodds/immobilizacid, adszorpcid/deszorpcio,

kicsapddas/feloldédds (Lang 2007).

1.2.2. A névények tapanyagigénye

A novények szamdra a legalapvetobb forras a C, H és O, melyekbdl viz és szén-dioxid
form4jaban, a napfény segitségével tobb millioféle szerves molekuldt képesek szintetizalni €s
végsO soron szarazanyaguk is tilnyomoéan (kb. 95%-ban) ezekbdl az elemekbdl épiil fel. A
novények tdpelemtartalma €s -Osszetétele talajonként, szervenként, szovetenként is véltozhat,
igy funkcioik alapjan célravezetd a sziikséges épitdelemeket 4 csoportba sorolni, melyek a
kovetkezok: 1. C, H, O, N és S — a szerves anyagok f6 felépitéi, melyek a talajoldatbol és
talajlevegdbdl vehetdk fel; 2. P, B és Si, melyek foszfatokbol, boratokbdl, borsavbol és
szilikdtokbdl szdrmazhatnak és észtereket képeznek; 3. K, Na, Mg, Ca, Mn és Cl, melyek
feladata sokrétii — pl. enzimalkoto, toltéskiegyenlitd szerepiik van; 4. Fe, Cu, Zn és Mo, ezek
tobbek kozott az elektrontranszportot segitik (Lang 2007).

Az altalam végzett kisérletek szempontjabol érdemes kiemelni a kalcium ndvényekben
betoltott szerepét, mivel a munkdm sordn hasznalt csontszén nagy mennyiségben tartalmazza.
Nélkiilozhetetlen a novekedés és a fejlddés soran, sziikséges a ndvényi sejtmembranok
struktdrdjanak és funkcidjanak fenntartdsahoz és a sejtfalak stabilizdldsahoz. Ezenkiviil részt
vesz az anyagcsere-forgalomban, fehérjeképzddésben és noveli a nehézfémekkel szembeni
ellendllo képességet. Hidnya esetén a gyokérzet és a hajtasok fejletlenebbek (Hepler 2005).

A kisérletek soran elsddleges fontossagu elem, a foszfor targyaldsara a késObbiekben

keriil sor.

1.2.3. A gyokérzona szerepe a tapanyagfelvételben
A novények maguk is képesek befolyésolni a tdpanyagok felvételét, egyrészt gyokérzetiik
novekedési, morfoldgiai, szerkezeti sajatossdgaival, masrészt kiillonféle vegyiiletek és ionok

szintézisével ¢és kibocsatdsdval, melyek a kornyezd talajrész  tulajdonsdgainak



megviltoztatdsdval segitik a rizoszféra kialakuldsat. Ilyen kibocsétott anyagok a H*, HCO5',
aminosavak, cukrok, szerves savak, enzimek, nydlkaanyagok. Szdmos elem, mint péld4ul a
vas, foszfor, cink, kdlium a felsorolt anyagok hatdsa (pH-csokkenés, redukcid, stb.)
kovetkeztében oldhatobbd, konnyebben felvehetévé valik. Az adott novényre jellemzok a
rizoszféra mikroorganizmusai is, melyek a magas energiatartalmd anyagok (aminosavak,
szerves savak) miatt képesek megtelepedni. Ezek a populdcidk azutin képesek a novényi
tapanyagfelvételre, gyokérfejlodésre hatni és karos hatdsokat kivédeni (Arcand és Schneider
2006). A novényi fejlodést elosegitd rizobaktériumok kozvetett modon, a patogén mikrobak
kdros hatdsainak csokkentésével, vagy kozvetleniil, tobbek kozott fitohormonok termelésével,
N,-fixacidval, a gyokér membranpotencidljanak csokkentésével, enzimszintézissel fejtik ki
jotékony hatdsukat. Ilyen baktériumtorzsek taldlhatok a Pseudomonas, Azospirillum,
Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Serratia, Alcaligenes,

Arthrobacter, Acinetobacter és Flavobacterium fajok kozott (Rodriguez és Fraga 1999).

1.3. Foszfor

1.3.1. Jellemzoi, elofordulasa, atalakulasa, felvétele

A foszfor Foldiink 11. leggyakoribb anyaga, szilard, nem fémes jellegii biogén elem,
mely minden €l6lény felépitésében fontos szerepet jatszik. A természetben szerves (észter,
inozit-foszfat) és szervetlen (Ca-, Al-, Fe-foszfat) formaban taldlhaté (Wisniak 2005). A
szerves foszforvegyiiletek a talaj teljes foszfortartalékanak atlagosan 30-50%-at teszik ki.
Ennek akér fele inozit-foszfat lehet, ami egy stabil, novények és mikrobdk 4ltal termelt fitat.
Tovéabbi, a talajban is el6forduld szerves formdi a foszfomonoészterek, foszfodiészterek
(foszfolipidek €és nukleinsavak) és foszfotriészterek (Rodriguez és Fraga 1999). Savanyu
talajokban a foszfition a humusz, agyagdsvanyok és vas- vagy aluminium-hidroxidok
feliiletén kotddhet meg. Lugos talajokban feliileti kicsapodassal valik oldhatatlanna, kalcium-
foszfatok keletkeznek. Az el6z6ekbdl is latszik, hogy a kémhatds fontos a foszfor
elérhetdsége szempontjabodl. Savas koriilmények kozott AIPO, és FePOy, ligos talajban pedig
Ca3(POy4), formdjaban fordul eld, a novények szdmara felvehetetleniil. Savanyu talajbol
H,POy, semleges és ligos kozegb6l HPO4> formdjaban tudjik felvenni és hasznositani a
novények (Arcand és Schneider 2006).

A talaj szerves foszfortartalmét (nukleinsavak, fitin, stb.) a novények kozvetleniil nem

képesek hasznositani. Egyes baktériumok, sugiargombdk és gombdk viszont hidrolizissel
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bontjdk ezeket a vegyiileteket, igy létrehozva olyan 4svanyos foszforformakat, melyeket a
novények is fel tudnak venni (Zaidi és mtsai 2009).

A felvett szervetlen foszfat akar par perc alatt szervessé alakulhat a gyokérben, de
xilémbe 1épése eldtt ugyanilyen konnyedén valik wjra szervetlenné. Szerves forméaban

konnytliszerrel mozog a névényben mindkét irdnyba (Lang 2007).

1.3.2. A foszfor szerepe a novények fejlodésében

A novények szdmdra a foszfor esszencidlis elem, azaz mds elemmel nem pdétolhatd,
kozvetlen szerepe van a metabolizmusban, hidnya akdr a novény pusztuldsat is okozhatja. A
foszfor a legszélesebb korli makroelem, ami szinte az dsszes biokémiai, élettani folyamatban
részt vesz. Szerepe van a nagy energiatartalmi ATP és mds energiatirol6 molekuldk
felépitésében, igy hatdssal van a poliszacharid- és lipidszintézisre, az energiatdroldsra és -
atalakitasra. Fontos épitdeleme a nukleinsavaknak és foszfolipideknek, ezért nélkiilozhetetlen
a membranok és oOrokitdanyagok létrehozasaban. Sziikséges a ndvekedéshez, osztddashoz,
fotoszintézishez, enzimatikus folyamatok szabdlyozdsidhoz. A magvakban fitinként
raktarozodik, csirdzaskor kiilonbozo tdpionokhoz juttatva a novényt (Ashley 2011).

A novény foszfortartalma nagyrészt szerves vegyliletként, féleg pirofoszfat ¢és
cukorfoszfat formdjaban taldlhat6. Sejten belil Mg-, Ca-, Na-, K-soként, vakuélumokban
anorganikus ionként raktarozodik. Bar a novényi szarazanyagnak kb. 0,1-0,5%-ét teszi ki
foszfor, az egészséges anyagcseréhez a novényeknek a fejlddés kezdetétdl sziikségiik van
megfelel6 mennyiségli foszforra, mert igy biztosithatjdk a cukor-, keményitd- és
fehérjeszintézist, a vegetativ és szaporitdszervek fejlodését tovdbbd szerepe van a
szarazsagtlirés novelésében €s a toxikus hatdsok kivédésében is (Fiileky 1999).

A legtobb mezdgazdasagi talaj teljes foszfortartalma jelentds ugyan, de ennek legnagyobb
része kotott, kicsapddott formdban raktirozodik el, igy a novények szdmdra csekély
mennyiség marad felvehetd allapotban (Zaidi és mtsai 2009).

Hidnya esetén a gyokerek kevésbé fejlettek, a levelek merevebbek, sotétebbek, gyakran
vordses elszinezddéssel. A tiinetek a foszfor konnyli remobilizdlodasa miatt az 1ddsebb
részeken jelentkeznek eldszor. A foszforhidny miatt eltolddik a virdgzds, gabonandvényeknél
pedig csokken a kaldszok szdma és a szemek tomege. Az esetleges foszfor tiladagolds

kovetkeztében pedig bizonyos elemek (pl.: Zn, Mg, Fe) felvétele gétolt (Lang 2007).



Az emlitett okok miatt a megfeleld terméshozam elérése érdekében sziikséges tehat a talaj
felvehet6 foszfortartalmanak ndvelése. Ennek jelenleg legelterjedtebb, hagyomanyos formaja
a mutragyak alkalmazasa, és igéretes, jelenleg is vizsgalt formdja a mikroorganizmusok

segitségével torténd foszfat-felszabaditds (Zaidi €s mtsai 2009).

1.4. A foszforutanpotlas lehetéségei

1.4.1. Miitragyak és hasznalatuk kérdéskore

A novények tdpanyag utdnpotldsdnak egyik lehetséges mddja a miitragydk hasznalata.

A legelsd foszformiitragyat 1840-ben készitették csontlisztbdl, majd a ndvekvd igények
miatt nyersfoszfatokat kezdtek el alapanyagként hasznalni. Ezeket kiilonb6zo apatitok
(fluorapatit, hidroxiapatit, kloérapatit) épitik fel, kozos jellemzdjilk a nehezen bonthatd
szerkezet. Apatitok nagy mennyiségben magmatikus kdzetekben, illetve tengeri iiledékben
lelhetdk fel, a f6 kitermeld orszagok kozott szerepel Marokko, Kina és az USA (Smil 2000).
Becslések szerint azonban a rendelkezésre 4ll6 foszfortartalékok akar 50-100 éven beliil
kimeriilhetnek az emberiség egyre novekvd igényei miatt, melynek 90%-aért a
mezdgazdasagban hasznalt mitragyak eldallitasa tehetd feleldssé (Cordell és mtsai 2009). A
foszfor, mint nem megtjuld erdforrds esetén a lehetd leghatékonyabb felhaszndldsra kell
torekedni, azonban a kézetek kitermelése, feldolgozasa, majd a termékek szdllitdsa és
kezelése sordn jelenleg is mintegy 33-43%-o0s veszteséggel kell szdmolni. Emellett a
leléhelyek kimeritésének kovetkeztében a foszfor tartalmi kdézetek banyaszata mind
koltségesebbé vilik, illetve egyre gyengébb mindségli kdzetek kitermelésére, tisztitdsira és
feldolgozaséara van lehetdség, ami tovabb rontja a foszformiitragya-gyartds gazdasdgossagat
(Schroder 2010).

A foszformiitragydk gyartasa soran a nyers foszforkdzeteket tobbek kozott kénsavas,
foszforsavas kezelésnek vagy hokezelésnek vetik ala. Az egyes eldallitasi modok
végeredményeképp szuperfoszfat, termofoszfat vagy nitrofoszfat mutragyak keletkeznek,
melyek hatéanyagtartalma 4tlagosan 8-24% kozotti (Smil 2000).

Mint mas tipusokban, Ugy a foszformiitragyakban is a f6 hatéanyag mellett dtlagosan 50-
60%-ban adalékanyagokat, vivoanyagokat taldlunk, igy tobbek kozott olyan makro- és
mikrodsszetevok mutathatok ki benniik, mint a Ca, S, Mg, Al, Fe, Na, Sr, As, Hg, Ba, Mn,
Zn, Ni, Cd, Cr (Fileky 1999). Kutatdsok bizonyitottdk, hogy ezen elemek egy részének

felvételére jelentds hatast gyakorol a miitragyak talajsavanyitod hatdsa, mely foszformiitragyak
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esetében a szabad savak és gipsz savanyu hidrolizisének koészonhetd (Loch és Nosticzius
2004).

Mivel a foszformitragyadk oldhatdsaga és felvehetosége a talajba keriiléstdl kezdve
gyorsan csokken, a mezOgazdasagban gyakran az igényeket tullépéd mennyiségben
alkalmazzak Oket. Ha azonban a talaj eléri véges pufferkapacitdsat és nem képes tobb
vegyiiletet megkdtni, a felsorolt, esetenként mérgezd vegyliletek, nehézfémek nagyobb
mennyiségben keriilhetnek a tdplaléklancba €s vizkészletbe. Ezéltal a talajok elsavasoddsat, a
talajvizek mindségének romlasat okozhatjak vagy feldusulds kovetkeztében mar az
¢lélényekre nézve veszélyes koncentracioban lehetnek jelen. A kimosddds és erdzié miatt a
tiltragyazas komoly problémat okozhat a felszin alatti és felszini vizekben, ahol a magas
foszfortartalom kezdeti tdpanyag-feldisulast, majd oxigénhidnyt és az él6lények pusztuldsat

okozza, igy 1étrehozva az eutrofizacio jelenségét (Smil 2000).

1.4.2. Mikrobialis foszforutanpotlas

Tekintve, hogy a foszformiitragyak folyamatosan dragulnak és igen alacsony hatasfokkal
miikodnek, tovabba karos hatdssal vannak a kdrnyezetre, nem meglepd, hogy egyre nagyobb
az érdeklddés az olcsobb, kornyezetkiméld megoldéasok irant. Ilyen alternativa a rizoszféraban
€16 foszforoldasra képes mikrobak vizsgélata és miitragya helyett valo alkalmazasa. Kutatasok
szerint az ilyen mikrobdk képesek az oldhatatlan foszfort oldhatéva tenni, ami igy a ndvények
szdmara mar felvehetd formaban lesz jelen a talajoldatban. A legjelentdsebb baktériumok,
melyek képesek erre, a Bacillus-ok és a Pseudomonas-ok koziil keriilnek ki. A foszfort oldo
mikrobdk hatdsfoka fajonként, talajonként kiilonbozik, fiigg a talaj tdpanyag-ellatottsdgatol,
kornyezeti faktoroktdl, in vitro korilmények kozott pedig a szén-, nitrogénforrds, a

homérséklet és a fémion-koncentracid is hatassal van ra (Zaidi és mtsai 2009).

1.4.2.1. A foszformobilizalas alapanyaga

A foszformiitragyak elézdekben targyalt problémdinak ellensilyozdsara ideélis megoldast
kindl a csontszén haszndlata, ami az allatteny€sztésbol és élelmiszeriparbdl szarmazd
csonthulladék pirolizalt és 6rolt forméja (Chen és mtsai 2011). P,Os tartalma magas, 20-25%
is lehet (Riegel és Kent 2003), de jelentds mennyiségili kalciumot, nitrogént és kaliumot is
tartalmaz, haszndlatdval pedig lehetdség nyilik allati eredeti melléktermékek

Ujrahasznositdsdra ¢és a termelés miutragyatol valo fiiggésének bizonyos mértéki
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csokkentésére. Europaban évente tobb millid tonna potencidlisan csontszénné alakithatd
csontliszt keletkezik, amely megfeleld alternativat jelenthet a foszformitragyakkal szemben a

kisléptékii gazdasadgok, biofarmok szdmadra (Chen és mtsai 2011).

1.4.2.2. A foszformobilizalas mechanizmusai

Szamos kutatds eredménye azt mutatja, hogy a foszforolddsra képes mikroorganizmusok
tobb mechanizmus segitségével is képesek lebonyolitani a folyamatot. Ezek koziil a legtobbet
kutatottak a foszforelvonds elmélete, a szerves savak termelése és a kdzeg protonkibocsatés

altali lesavanyitasa (Zaidi és mtsai 2009).

A foszforelvonas elmélete

Az elmélet lényege, hogy a foszfor folyamatos eltavolitisa a talajoldatbdl kozvetett
modon a Ca-P vegyiiletek felolddsat eredményezi, igy ndvelve a szabad foszfor mennyiségét.
Az elmélet magyardzza a szerves foszfortartalmu OsszetevOk asvanyosodasat, mivel a
biomassza foszfortartalma folytonos 0Osszefiiggésben all a foszfortartalmu szerves
szubsztratok lebomlasaval (Zaidi és mtsai 2009). Illmer és Schinner kutatasaik sordn azonban
nem taldltak bizonyitékot arra, hogy a mikrobak erételjes foszforfelvétele segitené a Ca-P
vegyliletek tovabbi olddsat, mivel a felhaszndlt baktériumok foszfortartalma és -felvétele
végig atlagos volt, mig az oldatban gyakorlatilag az Osszes foszfor vizoldékony forméra

alakult (Illmer és Schinner 1995).

Mobilizalas szerves savak termelésével

Az eléz6énél joval elfogadottabb elképzelés szerint a foszforoldast szerves savakkal érik el
a foszfor-mobilizal6o mikrobak. Szerves savak (pl.: gliikonsav, citromsav, oxélsav, propionsav,
ecetsav) kibocsatdsaval keldljadk a foszforhoz kotott szervetlen kationokat, vagy annyira
lecsokkentik a kozeg pH-jat, hogy a foszfor oldatba megy. Ez a mikrobasejtek és kornyezetiik
elsavanyoddsat okozza és azt, hogy a foszfatasvanyban a Ca** ionok protonokra cserélédnek.
A kutaték azonban nem tudtak Osszefiiggést kimutatni a kémhatds és az oldott foszfor
mennyisége kozott, illetve taldltak olyan foszforolddsra képes mikrobatorzset, ahol szerves

savak termelése nem kimutathatd. Az el0zOek miatt a szerves sav altali foszfat-mobilizalas
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mellett més alternativ lehetdségek is felvetddtek, mint példaul a kelatképzé anyagok vagy
szervetlen savak termelése és H' kibocsétds (Zaidi és mtsai 2009).

A szerves savak termelésének vizsgalatdbol az is kideriilt, hogy a kibocsétott savak fajtaja
és mennyisége fiigg a haszndlt foszfat szubsztrattdl és fajonként is véltozik, tekintet nélkiil az
adott torzs genetikai hatterére (Vyas és Gulati 2009). Kutatdsok szerint (Rodriguez és Fraga
1999) néhdny Gram-negativ baktériumtorzs foszfatoldd képességének alapja a gliikéz
glilkonsavva és ketogliikonsavva vald oxidalasa. E két domindns szerves sav mellett
kimutattak olyanokat is, mint az ecetsav, glikolsav, almasav, oxalsav, borostyankdsav, tejsav,
izovaleridnsav és izovajsav is (Rodriguez és Fraga 1999).

A talaj foszfortartalmanak akédr 29-65%-a szerves formdban, kationokhoz kapcsolva
fititként raktarozédhat. A fitdt foszfomonoészter kotései a novények szdmara
felbonthatatlanok, igy ezt a jelentds mennyiségli foszfort nem képesek felhasznalni. Egy
indiai kisérlet sordn olyan mikrobdkat teszteltek, amik szerves savak €s fitdz termelésére is
képesek. Az eredmények alapjan a szerves savak novelték a fitdz enzim fitinbont6 hatdsat, igy

novelve a novények altal felvehetd foszfor mennyiségét (Patel és mtsai 2010).

Protonkibocsatas

A H' kivélasztdsa magyarazza az olyan foszforoldé mikrobak hatdsossdgat, amik szerves
savakat nem termelnek, jelenlétikben mégis lesavanyodik a kozeg és foszfor-felszabadulés
figyelhetd meg. Kutatasok szerint a protonkibocsatas folyamatat kationok (féleg NHy4")

asszimilécidja kiséri (Zaidi és mtsai 2009).

Foszfatdzok

A talajok jelentds szerves foszfortartalmat eldszor szervetlen foszforrd kell hidrolizdlni,
ahhoz, hogy felhaszndlhaté legyen a nOvények szdmdra. A szerves foszforvegyiiletek
dsvanyositdsa foszfatdz enzimek segitségével torténik. A talaj foszfatdz-aktivitdsanak
tulnyomo6 része mikrobialis eredeti és fokozottan mutathaté ki a rizoszférdban. Kutatdsok
alapjan (Rodriguez és Fraga 1999) a talajban és gyokérzonaban €16 mikroorganizmusok 30-
48%-a képes a fitat hasznositdsara, ami a szerves foszforvegyiiletek mintegy felét adja.

A foszfatizok két nagy csoportja az alkalikus és a savas foszfatdzok, ezen beliil
szubsztratspecifitdsuk alapjan elkiilonithetiink specifikus és nem-specifikus foszfatdzokat.

Mivel a legtobb talaj kémhatdsa savas vagy semleges, feltételezték, hogy a savas

12



foszfatdzoknak van nagyobb szerepiik és ki is mutattdk ezen enzimek aktivitdsat tobbek
kozott Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, Serratia és Proteus fajok torzseiben
(Rodriguez és Fraga 1999). A foszfatdzok termelddése és aktivitasa valtozatos, komplex
szabalyozasi rendszerektdl fiigg. Az Enterobacteriaceae csalad esetén példaul az alkalikus
foszfatdzokat jelentdsen, a savas foszfatdzokat pedig nem gédtolta a magas foszfor
koncentrici6. A Pseudomonas fluorescens esetében a tenyésztési homérsékleté volt a
szabalyoz6 szerep. Egy Escherichia coli torzs vizsgalatakor azt taldltdk (Rodriguez és Fraga
1999), hogy a szénforrds a meghatarozo, mivel gliikéz jelenlétében kikapcsolt, mds szénforrds
esetében pedig bekapcsolt a torzs savas foszfatdza. A Salmonella typhimuriumndl pedig a

cAMP és receptorfehérjéje pozitivan szabalyozott két foszfatazt (Rodriguez és Fraga 1999).

1.5. A foszfatmobilizalok legjelentésebb képvisel6i: a Pseudomonas nemzetség

A jelentds fajszdmua Pseudomonas nemzetség a Pseudomonadaceae csaldd tobbi tagjdval
egyiitt a baktériumok Gracilicutes divizigjdba tartozik. Gram-negativ, obligit aerob
baktériumok, egyenes vagy kissé gorbiilt palcika alakdak. Atlagosan 0,5-1 pm az atméréjiik
és 1,5-5 pum hosszuak. Mozgékonysagukat a poléarisan elhelyezked6 egy vagy tobb
flagellumnak koszonhetik. A sejteket vastag polimer tok védi (pl. alginat), savérzékenyek.
Tobbségiik kemoorganotrof, szaprofita, de vannak fakultativ kemolitotrof képviselok is. Sok
faj human, allati (pl.: P. aeruginosa) vagy novényi (pl.: P. syringae) korokozo, altalaban erds
antibiotikum rezisztencidval. Bizonyos Pseudomonas fajok képesek kiilonb6z6 anyagokat
termelni, példaul a pyoverdint, ami egy sargds, fluoreszkdlé pigment vagy az antibiotikus

hatasu pyocianint (Kevei és Kucsera 2010).

1.5.1. A foszfat mobilizalasara kivalasztott baktériumtorzs

A foszfat mobilizaldsat kisérleteim sordn a Biotechnoldgiai Tanszék torzsgylijteményében
megtaldlhaté Pseudomonas sp. F1 segitségével végeztem. E talajizoldtum nagy hasonldsdgot
mutat egy Koredban izoldlt, és jellemzett torzzsel.

A Pseudomonas-ok ezen képviseldje aerob, Gram-negativ, pdlcika alakd, spdérdt nem
képzo talajbaktérium. A sejtek 1-2 um nagysaguiak, poldris flagellumaik segitségével képesek
mozogni. Luria-Bertani agaron fehéres-sargds kor alaku telepeket képeznek. A sejtek

optimélis novekedéséhez a kultirdnak sziiksége van 5% NaCl-ra, viszont ha a sétartalom a
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7%-ot is meghaladja, a sejtek elpusztulnak. A kultira 4°C-on képes a szaporodasra, 37°C-on
viszont mar nem (Kwon és mtsai 2003).

A faj eddig is szerepelt bioldgiai kutatdsokban, mivel olyan feliiletaktiv anyagot termel,
ami az eredmények alapjan jelentés mértékben képes visszaszoritani bizonyos, széles kdrben
elterjedt petespérds gombdk dltal okozott novénybetegségeket (Hultberg és mtsai 2010).
Mindekozben a gyokér eredeti mikroflérajat nem véltoztatja meg, a novény novekedésére
sincs negativ hatdssal és a régebb 6ta haszndlt opportunista humdénpatogén P. aeruginosa
karos hatdsa is megeldzhetd hasznalataval. A termelt feliiletaktiv anyag természetes udton

lebomlik, karos melléktermékeket nem hagy hatra.
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2. Célkituzések

A gyarapodd népesség megnovekedett €lelmiszerigénye miatt sziikkséges a mezogazdasagi
termelés hatékonysdgdnak maximalizdldsa. Ezt jelenleg legnagyobbrészt 1j terméteriiletek
bevonasaval és mitragyak, novényvéddszerek hasznalataval érik el. Ezek koziil hossza tavon
egyik sem megfeleld megoldas, hiszen a kemikalidk hasznalata veszélyeztetheti az €16 vildgot,
az emberi egészséget, eldallitasuk nagy kornyezeti terhelést jelent és szamolnunk kell a
nyersanyagokat szolgdltaté forrdsok kimeriilésével is. Foszformiitragyak esetében fennall a
nem megfeleld hasznalat miatti egyenetlen foszforellatds és —tiladagolds is, ami a vizbazis
foszforszennyezéséhez és eutrofiziciohoz vezethet. Ennek kikiiszobolésére mds, haladobb
szemléletli és fenntarthatobb modszereket kell kidolgoznunk a foszforpotlas biztositasara.

Kisérleteim sordn arra kerestem valaszt, hogy az FI torzs alkalmas-e ilyen célok
megvalésitdsara. Vizsgalatom elsédleges célja volt, hogy csonthulladékbol eléallitott
csontszén vizoldhatatlan foszfétjaibdl (hidroxiapatit) a baktérium segitségével vizoldékony
formdva alakitsam a foszfatot és, hogy e folyamat koriilményeit megismerjem. A keletkezd
ortofoszfat forma mar alkalmas arra, hogy a novények kozvetleniil felvegyék a talajoldatbdl,
biztositva szdmukra a foszfor utdnpétlast. A relevans szakirodalom attekintését kovetden
kutatdsaim a szerves szubsztritok és a foszfat-felszabadulds kapcsolata koré 6sszpontosult.
Feltételezéseink szerint ugyanis a foszfat-felszabadulds kétféle uton mehet végbe. A
baktérium irodalmi adatok szerint (Rodriguez €s Fraga 1999) gliikkdz szénforrasbol a gliikoz-
dehidrogenaz enzime segitségével gliikonsavat 4llit eld, melynek kovetkeztében csokken a
kozeg pH-ja, és a foszfat az alacsony pH miatt oldatba megy. Egyes szénforrdsok esetén a
kozeg pH-ja nem tolddik el savas irdnyba, ekkor a foszfat olddsdban a sejt foszfatdz enzimei
jatszanak szerepet (Rodriguez €s Fraga 1999). Utobbi feltételezés alatamasztasaul célom volt
megvizsgdlni a szénforrdsok és a kultdra kémhatdsanak foszfat mobilizdldsara gyakorolt
hatdsidt. Az eredményekbdl levont kovetkeztetések alapjan tovabbhaladva elvégeztem a
mintdk szerves savtartalmanak meghatdrozasat, tovabba vizsgaltam a mintdk foszfataz-
aktivitasat is. Kutatdsaim kiterjedtek a sejtek feltarasat kovetdéen a foszformobilizald

baktérium fehérje mintdzatanak elemzésére is.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

3.1.1. A felhasznalt baktérium torzs

Kisérleteim sordn a Pseudomonas nemzetségbe tartozé F1 torzzsel dolgoztam, melyet a
Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnoldgiai Tanszék munkatérsai izoldltak szénhidrogénnel
szennyezett talajmintdb6l, majd a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH fajmeghatarozo részleg kdzremiikddésével azonositottak.

3.1.2. Felhasznalt anyagok, vegyszerek és tapoldatok
A vegyszereket és anyagokat, amelyeket a kisérletek sordn hasznéltam, a Merck, Reanal,

Sigma és Spektrum 3D cégek forgalmazzak.

A baktérium novesztéséhez hasznalt taptalajok €s tapoldatok

Luria-Bertani (LB) tdpoldat (pH=7,0): 10g/L tripton, 5g/L ¢élesztokivonat, 10g/L NaCl

LB taplemez: LB tapoldat 15g/L Bacto agarral kiegészitve

A foszfat felszabaduldsdnak vizsgdlatahoz hasznalt tdpoldat

Foszfidt mentes minimdl tédpoldat: 0,58 g/LL NaCl, 0,125 g/L. MgSO4 x 7H,0, 0,044 g/L
CaCl, x 2H,0, 0,0012 g/LL NH4NOs3, 0,014 g/LL FeSO4, 2 ml SL 6 mikroelem torzsoldat:
2975mg/L. Na,-EDTA, 300mg/L H3zBO,4, 200mg/L. CaCl,-6 H,O, 100mg/L. ZnSO47H,0,
30mg/L MnCl,-4H,0, 30mg/L Na,MoQO4-2H,0, 20mg/L. NiCl,-6H,0, 10mg/L CuCl,-2H,0.

A sejtek szén és energiaforrasa kisérletektdl fliggden valtozé volt, tobbek kozott gliikoz,

citrat szervesanyagokat haszndltam.

Csontszén
A magas foszfattartalmu csontszenet a TERRENEUM Teriilet-rekultivicidos és
Kornyezetvédelmi Bt. biztositotta. A csontszén foszfattartalma a P,Os tartalom szerint

megadva: 28%.
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A foszfat tartalom méréshez hasznalt Gsszetevok

VMR-reagens, melynek Osszetétele:
1. oldat: 1,25 g ammonium-heptamolibdat-tetrahidrat 15 ml desztilldlt vizben feloldva,
2. oldat: 0,0625 g amménium-metavanadat 15 ml desztillalt vizben feloldva.
A két oldat Osszemérése utan 3,5 ml desztillalt viz és 16,5 ml tomény sésav hozzdadasa

sziikséges.

A Ca* tartalomméréshez hasznilt reagens

A Merck cég altal forgalmazott Ca**-teszt (1.00049.0001).

A sejtfeltarashoz felhasznalt anvagok

5 mM Trisz(hidroximetil)-aminometan (Tris) oldat

SET-puffer: 40 mM EDTA pH=8,0, 50 mM Tris-HCI pH=8,0, 0,75 M szukréz oldat.

A Micro-Lowry médszerrel torténd fehérjemennyiség meghatarozasdhoz hasznélt anyagok
0,25 M NaOH
"A’ reagens — 6% NaCOs3
"B’ reagens — 1,5% CuSOg és 3% Na-citrat

’C’ reagens — 1 ml "A’ és 20 pl B’ reagens elegye. A reagenst frissen kell késziteni!

"D’ reagens — 72%-os Folin reagens

A fehérjék gélelektroforéziséhez haszndlt 10%-os poliakrilamid gél dsszetétele

Szeparal6 gél: 1,9 ml H,O, 1,7 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) keverék, 1,3 ml
1,5 M Tris-HCI puffer (pH = 8,8); 0,05 ml 10 % SDS; 0,05 ml 10 % ammodnium-perszulfat;
0,003 ml TEMED.

Gytjté gél: 2,1 ml HyO, 0,5 ml 30 % akrilamid - biszakrilamid (29:1) keverék; 0,38 ml 1
M Tris-HCI puffer (pH = 6,8), 0,03 ml 10 % SDS; 0,03 ml 10 % ammonium-perszulfét; 0,003
ml TEMED.
A géleket Tris-glicin (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS - pH = 8,3) pufferben futtattam.
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Gélfestés eziist-nitrattal

Festék: 2 g/l eziist nitrat

Fixal6 folyadék: 30% etanol, 10% ecetsav

Mosashoz: 20% etanol és desztillalt viz

Erzékenyl’téshez: natrium-tioszulfat (0,2 g/1)

El6hivo folyadék: natrium-karbonat (30 g/1), natrium-tioszulfat (10 mg/1) és formaldehid
(0,7 ml/T) 1 liter desztillalt vizben feloldva,

Elohivas leallitasara: 5% ecetsav

Enzimaktivitas méréshez hasznalt anyagok
Alkalikus foszfatdz aktivitds mérése esetén: 0,1M Tris-HCl (pH=7,5); 0,005M para-
nitrofenil foszfat (0,1M Tris-HCl-ben feloldva); 1 M NaOH

Savas foszfatdizok mérése esetén: 10mM Tris-citrdt (pH=5,3), 10mM para-nitrofenil

foszfat (25mM-os Tris-citratban oldva); 1M NaOH

3.2. Modszerek

3.2.1. Sejttenyészet létrehozasa, fenntartasa, elokultara készitése

A kisérletek sordn hasznalt FI torzs novesztésére és fenntartisara LB tdplemezt
hasznaltam, amely elegendd mennyiségli szerves anyagot €s 4svanyi tapelemet biztosit a
sejtek szaporodasahoz. A lemezen szélesztett tenyészetet egy napig szobahOmérsékleten
hagytam noni, majd felhasznélasig 4°C-on téroltam.

A Kkisérletek Osszedllitasat megel6zéen errél a lemezrdl vettem steril fiilke alatt
inokulumot. Ezt egy 100 ml-es Erlenmeyer lombikban 1évé LB tapoldatba helyezve
inditottam starter kulturat, melyet szobahémérséekleten egy napig 150 rpm sebességgel razatva
novesztettem.

Egy nap inkubdcids id6t kdvetden spektrofotométerrel, 600 nm-en megmértem a starter
kultara optikai denzitasdt (OD), melyhez referenciaként a sejtmentes LB oldat szolgélt. A
kultirdk optikai denzitdsdt ODgg=1,0 értékre allitottam, felhasznaldsuk el6tt. (Ehhez a
sejteket 10 percig, 4°C-on és 13.000 rpm sebességgel centrifugdltam majd a feliilisz6
ledntése utdn a sejteket annyi foszfatmentes minimél tapoldatban szuszpenddltam fel, hogy

optikai denzitdsuk ODgpo=1,0 legyen). Ebbdl a sejtszuszpenzidbdl a késdbbiekben a kisérleti
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elegyekbe 1% (v/v)-ban mértem be. Ezzel biztositottam, hogy minden fiiggetlen

kisérletemhez és parhuzamos mintdimhoz azonos mennyiségii sejtet hasznaljak fel.

3.2.2. A Kkisérleti elegy osszeallitasa, a tapoldatok vizsgalata

A mintdk 6sszedllitdsa sordn 100 ml Erlenmeyer lombikokba 0,28%(m/V) csontszenet
mértem, majd ezeket kuktazassal sterilizadltam. Ezt kovetden a lombikokba belemértem 20 ml
foszfadtmentes minimal tdpoldatot, tovabba 1% (V/V) sejtszuszpenziét. Szénforrasként 1%
(m/V) gliik6ézt vagy citratot haszndltam.

A mintdkat egy napig szobahOmérsékleten, 150 rpm sebességgel rdzattam, majd
vizsgaltam a tapoldat foszfat és kalcium tartalmat, a mintak kémhatdsat, valamint a tdpoldatok

szerves savtartalmat.

A foszfat mennyiségének mérése

A foszfét tartalom meghatdrozast standard mddszer alapjan végeztem (Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 1992).

A foszfatmérés eldtt ismert koncentracioji torzsoldatbol kalibracids egyenest készitettem.
A kalibracio elkészitéséhez 1 M KH,PO, oldatot haszndltam. A kalibraciés pontokat ugy
vettem fel, hogy 0 — 10 — 20 — 40 — 60 pg/ml koncentracidban tartalmazzanak foszfort. A
mintdk foszfat tartalmdnak meghatdrozdsahoz a kalibracidés egyenes egyenletét haszndltam
fel.

Foszfat mérés sordn a mintaimbol egyenként 1200 ul-t mértem centrifugacsdvekbe, majd
5 percig 13.000 rpm sebességgel centrifugéltam, hogy a sejtek és a csontszén nem zavarja a
mérést. A feliiliszokbol 900 ul-t eppendorf csovekbe pipettdztam, majd kiegészitettem 256 ul
VMR-reagenssel, 128 pl desztilldlt vizzel valamint 10 pl kénsavval. Az Osszedllitott
reakcidelegyeket alaposan elkevertem (kémcsOkeverdn), majd 10 perc vdrakozds utdn
spektrofotométerrel 405 nm-en mértem a felszabadult foszfat mennyiségét. A hattér alapként

szolgalo vak elegy 900 pl desztillalt vizbdl és a fenti harom reagensbdl allt.

A kalcium mennyviségének mérése

A kalcium mérés esetén szinténkalibraciés egyenest készitettem ismert koncentracidju
torzsoldatbol. A kalibracid elkészitéséhez 100 mM CaCl, torzsoldatot hasznaltam. A

mérésekhez hasznalt kalciumteszt érzékenysége 0-4 pg/ml. Ezt figyelembe véve a
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kalibraciohoz a kovetkezé Ca®* koncentraci6jd pontokat vettem fel: 0,5 — 1 — 2 — 3 — 4 ug/ml.

A mintdk kalcium tartalmat a kalibraciés egyenes egyenletébdl szamoltam ki.

A kalcium tartalom meghatdrozdsdhoz a mintdkbol 1200 pl-t pipettdztam eppendorf
csovekbe, majd 5 percig 13.000 rpm sebességgel centrifugdltam. A sejt- és csontszénmentes
feliiliszokbol 1000 pl-t kimértem és a Merck kalciumteszt els6, majd mésodik reagensébdl is
100-100 pl-t adtam hozza. Alapos keverés és 5 perc varakozds utdn a mintdk fényelnyelését
565 nm-en mértem a spektrofotométerrel. Vak oldat esetén a mintat desztilldlt vizzel

helyettesitettem.

A tapoldatok kémhatdsanak mérése

A mintdk kémhatdsdt pHenomenal 110 (ECN: 662-1156) tipusu késziilékkel hatdroztam

meg.

A tapoldatok szerves savtartalmanak meghatirozasa

A mintdk (sejt- €és csontszénmentes) feliiliszdjdnak  szerves savtartalmat
folyadékkromatograf (HPLC) segitségével hataroztam meg.

A HPLC tipusa Hitachi Chromaster 5450. Paraméterei: 5110-es gradiens pumpa, 5210
automata mintaadagold, 5450 RI detektor, L2350 kolonna termosztat, Transgenomic IC Sep
64H kolonna, 50 °C-os kolonnatér, 0,8 ml/min dramldsi sebesség, 41 °C-os detektorcella, 70
bar nyomds. A haszndlt eluens H,SO4 volt, a rendszerhez tartoz6 program neve EZChrom

Elite Enterprise.

3.2.3. A sejtek fehérjemintazatanak vizsgalata

A kisérletek sordn nem csak a mintdk feliiliszdjanak paramétereit, hanem a foszfatmobilizald
sejtek fehérjemintdzatat is vizsgaltam.

Sejtfeltarast megelozo kezelés:

A mintdk csontszéntartalmat sziirépapir segitségével eltavolitottam majd a tapoldatot
13.000 rpm (10 perc, 4 °C) centrifugdltam elvélasztva ezzel a sejteket a tépoldattl. A
feliiliszo6 leontése utdn a sejteket 6 ml SET pufferben felszuszpendaltam. A szuszpenzidt 5
percig 13.000 rpm sebességgel centrifugédltam, majd a feliilisz6 ledntése utdn a sejteket 1,5
ml 5 mM Tris-HCI pufferben (pH=8,0) vettem fel. Utobbi 1épést kétszer megismételtem, a

sejteket végezetiil 1ml Tris-HCI pufferben vettem fel a sejtfeltarast megelézden.
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Sejtfeltards:

Az elokezelt sejteket szonikaldssal tartam fel. Ehhez Bandelin Sonoplus tipust
ultrahangos szonikétort hasznédltam MS 72 szonikél6 fejjel, 4 perc 10 masodperces ciklusokat
alkalmazva. A gliik6z szubsztritot tartalmazé mintdkat kétszer, mig a nétrium-citrat
tartalmadakat egyszer szonikdltam. A szuszpenzid tulmelegedését megeldzendd a csoveket
tortjégbe allitva stabilizdltam, igy védve a fehérjéket.

Szonikalas utdn a mintdkat 20 percig 4°C-on és 13.000 rpm sebességgel centrifugdltam

letilepitve ezzel a sejttormeléket.

Citoplazma- és membranfrakciok szétvalasztasa:

A szonikdldssal feltart mintdk feliiliszo6jat ultracentrifuga csovekbe toltottem és Sorvall
WX Ultra Series 90 tipusu ultracentrifugajaval (TFT 80.4 rotor, 4°C, 90 perc, 38.000 rpm)

szétvalasztottam a citoplazma és membran frakciot.

Fehérje mennviségi meghatarozisa Micro-Lowry modszerrel:

Az egyes frakciok fehérjetartalmanak mérését megel6zéen O - 5 - 10 - 25 - és 50 pg/ul
koncentraci6ju borju szérum albumin (BSA) oldatbol kalibraciot készitettem.

A fehérjetartalom meghatarozasa sordn a mintdkbol 10 pl-t 190 pl desztillalt vizzel
egészitettem ki, majd 800 pl 0,25 M NaOH-ot adtam hozzajuk és 20 percig
szobahOmeérsékleten inkubaltam. Az inkubaci6 utan a frissen elkészitett *C’ reagensbdl adtam
a mintdkhoz 300 pl-t igy, hogy minden pipettizds kozott 30 médsodpercet vartam és a 15
perces inkubalasi id6 a *C’ reagens elsé mintahoz vald hozzaadaskor indult. Ennek a preciz és
pontos hozzdadasnak kulcsfontossagl szerepe van. Az inkubacids id6 lejartakor 100 pl °D’
reagenst adtam a mintdkhoz €s hasonld6 modon, mint a ’C’ reagens esetén €és a reagens
hozzaadéasat kovetéen 30 percig inkubaltam a mintdkat. A reakcidelegyek fényelnyelését

spektrofotométerrel, 750 nm-en mértem. A vak minta desztillalt viz volt.

Denaturalé poliakrilamid gélelektroforézis

Az ismert fehérje koncentraci6ji mintdkat egységes koncentracidra higitottam, majd
futtatas el6tt 30 ul mintat 10 pl felvivé pufferrel egészitettem ki, mely elegyet 5 percig 95°C-
on inkubdltam, hogy az alegységek disszocidljanak. A fehérjék molekulatomeg szerinti

elvdlasztasanak céljabol natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-
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PAGE) végeztem, melyhez 1,5 mm-es, 10%-os géleket készitettem a gélontéssel kapcsolatos
biztonsagi eldirasokat betartva. Az elektroforézist TGS pufferben végeztem 60 V-on kezdve,
majd miutdn a mintdk atjutottak a szeparald gélbe és egy sorba rendezddtek, 120 V-on

folytattam. A futtatds sordn Prosieve Unstained Protein Marker II-t haszndltam markerként.

Gélfestés eziist-nitrattal

A gélben 1évo fehérjéket az elektroforézist kovetden eziist nitrat festéssel tettem
lathatova. Elészor fixalo oldatba helyeztem masfél orara, majd 20%-os etanollal és desztillalt
vizzel mostam 10-10 percig. A gélt mosds utdn 2 percre érzékenyité folyadékba tettem, majd
ezt is lemostam rola desztillélt vizzel (2x20 mp). 30 percre eziist-nitrdt oldatba helyeztem a
gélt, és 10 masodperces desztilllt vizes Oblités utan, frissen készitett elohivo folyadékkal
kezeltem, amig a gélkép elérte a kivant intenzitast. Ha ez megtortént, 5%-0s ecetsavval
leallitottam az el6hivast, 2 perc utan desztillalt vizre cseréltem az ecetsavat, és ebben taroltam

a gélt.

Enzimaktivitds mérése

A mérés elve azon alapszik, hogy a foszfatdz enzimek megfelelé kémhatdsi kornyezetben
képesek bontani a para-nitrofenil-foszfatot (pNPP), mikozben anorganikus foszfat és para-
nitrofenol (pNP) keletkezik. Ez a pNP ligos kozegben sarga szinii, fényelnyelési maximuma
410 nm.

Kisérleteim sordn mind savas, mind alkalikus foszfatizok mérését elvégeztem. A
kisérletek kivitelezését megel6zOen azonban kalibraciokat készitettem mind a savas, mind az
alkalikus foszfatazok késdbbi mennyiségi meghatarozdsa miatt.

A kalibracidk elkészitése soran alkalikus foszfataz esetén 0,1 M Tris-HCI torzsoldattal,
mig savas foszfatdz esetén 10 mM Tris-citrét oldattal dolgoztam. A torzsoldat O - 0,004 - 0,01
- 0,02 - 0,03 - 0,04 - 0,05 - 0,06 mM koncentracidban tartalmazta a pNP-ot. A késdbbiekben
az éles mintdk foszfatdz tartalmdra a kapott kalibracios egyenesekbdl tudtam kovetkeztetni. A
szonikdldssal €s ultracentrifugéldssal szétvalasztott citoplazma- és membréanfrakciok mellett
az eredeti mintdk feliiliszdjanak enzimaktivitasat is mértem. Ezt megel6zden a feliiliszobdl a

fehérjéket Amicon Ultra 4 10K ultrasziird segitségével koncentraltam.
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A mintdkban jelenlevé foszfatdz enzimek aktivitdsanak mérése, a reakcioelegyek
Osszeallitasa:
Savas foszfatdz enzimek esetén: 250 ml enzimet tartalmaz6 minta; 250 ml 10mM-os pNPP
(25mM Tris-citratban feloldva); 250 ml 25 mM Tris-citrat (pH=5,3)
Alkalikus foszfatdaz enzimek esetén: 150 ml enzimet tartalmaz6 minta; 480 ml 0,1M Tris-HCl
(pH=7,5); 120 ml 0,005M pNPP (0,1M Tris-HCl-ben feloldva)

Mindkét mérés esetén a mintdkat 1 6rdn 4t 37°C-on inkubdltam és ezt kovetéen 1M-os

NaOH-dal allitottam le a reakciot.
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4. Eredmények és értékelésiik

Céljaimnak megfeleléen olyan élelemiszeripari hulladékot (csont pirolizdlt formadja)
védlasztottam foszforforrdsként, melyben a foszfor vegyiiletei a novények szdmara
felvehetetlen, nem vizoldékony formdban vannak jelen. A mikrobidlis foszformobilizalds
bizonyitdsa érdekében elvégeztem néhany alapvetd kisérletet. Ahhoz, hogy a sejtek aktivan
részt vegyenek a foszfor vizoldékony formdra alakitdsdban, sziikséges a tdpoldatot szerves
szén- és energiaforrdssal kiegésziteni, mely esetemben a gliikkéz, illetve a Na-citrat volt.
Eldzetes kisérletek sordn bebizonyosodott, hogy az FI térzs mindkét komponenst képes jé
hatékonysdggal hasznositani szén-, és energiaforrdsként. A két szubsztrat hasznositdsa, a
sejtek anyagcseréje és ennek eredményeként a kornyezet paraméterei is tobb ponton
eltérhetnek egymdstol. Az ismertetett kisérletekben ezen eltérések okait igyekeztem

felderiteni.

4.1 Az F1 torzs foszfat és kalciummobilizal6 képességének igazolasa

A Kkisérletek sordn arra kerestem valaszt, hogy a foszfatmentes tapoldatban a
Pseudomonas sp. FI1 1 nap szobahOmérsékletli inkubaci6 sordn képes-e az dltalam haszndlt
csontszénbdl a foszfat és a kalcium felszabaditdsdra. Az eredményeket az 1. és 2. szamu
diagram mutatja.

Azokban a mintdkban, melyekben gliik6z volt a szénforrds (1. diagram), sokkal nagyobb
mértékll foszfat-felszabadulas volt mérhetd, mint a Na-citrdtot tartalmazé tdpoldatok esetén.
Ennek oka feltehetéen a gliikoz szerves savva torténd atalakitdsa, mely megjelenik a
tdpoldatban, és a kozeg kémhatdsanak csokkenését okozza, igy segiti a foszfor oldodésat.
Alacsony foszfattartalmat mértem Na-citrat esetén, ami arra utal, hogy a tdpoldat ligosodott,
igy az apatitbdl nem tudott a vizes fazisba oldédni annak foszfattartalma. A sejtek a foszfat
sziikségletiik biztositdsdra valoszinlileg alternativ megoldast vdlasztva, enzimkatalizalta

reakcidk révén, csak az életfolyamataikhoz sziikséges mennyiségli foszfatot mobilizaltak.
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1. diagram: Az F1 torzs altal a csontszénbol felszabaditott foszfor mennyisége egy nap

inkubacios ido utan

Az 1. diagram eredményeivel Osszhangban gliikkéz szénforrds esetén jelentds kalcium-
felszabadulas figyelheté meg a sejtmentes kontroll mintdhoz képest, mig Na-citrit szénforras

esetén csak csekély mértekii felszabadulas detektalhato.
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2. diagram: Az F1 torzs altal a csontszénbdl felszabaditott kalcium mennyisége egy nap

inkubacios ido utan

Annak igazolaséra, hogy Na-citrat szubsztridton a sejtek szaporoddsa a tapoldat alacsony

foszfattartalméanak ellenére jelentds, a kalcium- és a foszfatméréssel parhuzamosan mértem a
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mintdk optikai denzitdsat is 600 nm-en. Na-citrat szénforrds esetén a kultira nagyon zavaros,
ODgo=1,6 volt, mig gliikkéz szénforrds esetén alacsonyabb, ODgy=1,2. Az eredmények
aldtdmasztjak korabbi feltételezéseinket, miszerint a sejtek Na-citrat szénforrds esetén is aktiv

anyagcserét folytatnak nem vizoldékony foszfat forrds biztositdsa esetén is.

4.2 A tapoldat kémhatasanak vizsgalata kiilonb6zo szubsztratok jelenlétében

A fenti kisérletben kapott eredmények aldtdmasztasira egy napos inkubacids idot
kovetden mértem a gliikozt és Na-citrdtot tartalmazé tdpoldatok kémhatédsit. A pH-méréseket
az indokolta, hogy a foszfor a gliilkdzos mintdkban vélhetden az elsavasodott kozeg miatt
tudott nagyobb mértékben felszabadulni a csontszénbdl. A 3. diagram eredményein lathato,
hogy a kiindulési allapothoz képest milyen mértékli pH-kiilonbségek alakultak ki az egyes
tapoldatok kozott. Na-citrdtot tartalmazé mintdk kémhatdsa alkalikus irdnyba tolédott el, amit
a szénforrdsbol felszabadult és sejtek dltal fel nem haszndlt natrium jelenléte okozhatott.
Gliikéz esetén a tdpoldat pH-ja lecsokkent, ami megkonnyitette a kalcium- és foszfat
oldédédsat. Az eredmények tehdt bizonyitjdk korabbi felvetést, miszerint a pH nagyban

befolydsolja a foszfatoldast.
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3. diagram: A tapoldatok kémhatasanak valtozasa Na-citrat és gliikoz szénforras esetén
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4.3 A tapoldatok szerves savtartalmanak alakulasa

Irodalmi adatok alapjan (Rodriguez és Fraga 1999) tudjuk, hogy a foszfatot mobilizal6
mikrobdk kozott dltaldnos mechanizmus a szerves savak kibocsdtdsa és ezdltal a kémhatds
olyan mértékii megvaltoztatdsa, ami kedvez a fosztat oldodasanak.

A 4.2. pontban bemutatott eredményeim alapjan lathat6, hogy a pH savas tartomédnyba
tolodott gliikkdz szénforrds esetén, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy a csontszénbdl a
foszfat olddsa valamilyen szerves savtermelés segitségével torténik. Tudoményos kutatdsok
bizonyitjdk tovadbbd, hogy gliik6z jelenlétében a sejtek a gliikk6z-dehidrogendz enzim
segitségével gliikkonsavat képesek eldallitani (Rodriguez és Fraga 1999).

Ezen ismeretek birtokdban jelen kisérlet sordn célom volt a mintdk szerves
savtartalmanak elemzése. Egy nap inkubécids id0 utdn a gliikoz-gliikkonsav 4talakulds a
tapoldatban a varttal ellentétben nem volt jelentds (1. dbra). A kromatogrammon a glitkkonsav
csucs elott megfigyelhetd egy markans csics is, melynek azonositisa folyamatban van.
Feltételezhetéen egy rovid szénlanch szerves sav. Az eredmények alapjan valdszintisitheto,

hogy tulnyomo részt ez utdbbi komponens felelds a tdpoldat kémhatésanak valtozasaért.

| | Ismeretlen komponens

Fesziiltségjel

Glikonsav

Retencios id6 (perc)

1. abra: Gliikéz szubsztraton nevelt F1 torzs tapoldatanak kromatogramja
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A Na-citratot tartalmazé kultirdban (Idsd 2. dbra) még jelentds mennyiségli citromsav
volt detektdlhat6 egy nap inkubaciot kovetden. Ez nem meglepd, hiszen a Na-citrit a
tdpoldatban. Egyéb szerves sav jelenlétére utald csicsot nem tapasztaltunk, ami aldtdmasztja
azt a hipotézisiinket, hogy citromsav szén- és energiaforrds esetén a sejtek mas médon segitik

el6 a foszfat apatitbdl torténd felszabadulasat.
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2. abra: Na-citratot tartalmaz6 minta kromatogramja

4.4 A foszformobilizalas és a szervessav-termelédés kapcsolata

A foszfat mobilizdlas folyamatdnak nyomonkovetése céljabol a kiilonboz6 szubsztratokat
tartalmaz6 mintdk végpontanalizise mellett gyakoribb mintavételt is végeztem, mely
eredményeképp a felszabadult foszfor, a kémhatas és gliikk6z szénforrds esetén a kordbban
kimutatott ismeretlen komponens mennyiségének valtozasa Osszehasonlithatova valt az 1d6

fliggvényében.
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4. diagram: A foszforfelszabadulas és kémhatas kapcsolata gliikoz szénforras esetén

7000000
6000000 4

5000000 /
-4000000 }/
/

E3000000
2000000 r
1000000
. Vi

0 2 4 6 8 1012141618 202224 2628
Eltelt id& (6ra)

5. diagram: Az ismeretlen komponens relativ mennyiségének valtozasa

A 4. és 5. diagram eredményei szemléletesen mutatjdk be a kémhatas nagymértékii
csOkkenésének hatdsara bekovetkezd foszformobilizalodas novekvd litemét és az ismeretlen
komponens ezzel parhuzamosan emelkedd mennyiségét. Az oldott foszfat mennyisége a
tdpoldatban akkor ugrott meg, amikor annak kémhatdsa pH<5,0 csokkent. A kozeg
savanyodasaért a korabban targyalt mechanizmusok lehetnek feleldsek, melyek sordn az oldat
gliik6éztartalma gliikonsavva alakul €s ezzel egyidoben a beazonositatlan komponens is

megjelenik a tdpoldatban, majd mennyisége az oldott foszforral pAirhuzamosan emelkedik.
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6. diagram: A tapoldat foszfor tartalmanak és kémhatasanak alakulasa Na-citrat

jelenlétében

A 6. diagramon megfigyelhetd a Na-citrattal ellatott mintakra jellemzd, kisebb mértékii és
egyenletes tliteml pH valtozas és foszformobilizalas. E folyamat hatterében a mar szintén
emlitett kiillonbozd foszfatdzok aktivaloddsa allhat, amik segitségével a sejtek képesek a
szamukra sziikséges mennyiségli foszfor felszabaditdsdra. A kismértékli pH emelkedésért
feltehetden a tdpoldatban maradé natrium ionok felelések, melyeket a szénforrds

metabolizdldsa sordn a sejtek nem hasznositanak.

4.5 Enzimaktivitas mérése az egyes frakciokban

A kordbbi kisérleti eredményeim alapjan lathat6 volt, hogy a Na-citratot tartalmazo
mintadkban egy nap inkubacids id6t kdvetden alacsony koncentracidban jelent meg foszfat a
tdpoldatban. A kultira zavarossidga azonban igazolta, hogy a sejtek képesek szaporodni és
aktiv anyagcserét folytatni e szénforrds esetén is. A szakirodalmi adatok (Rodriguez és Fraga
1999) arra engednek kovetkeztetni, hogy ebben az esetben mds mechanizmus, vélhetéen a
foszfatazok jelenléte és aktivitdsa sejten beliil vagy a sejten kiviili térben eredményezte a
foszfat felszabaduldsit. Ennek bizonyitdsa érdekében mértem a mintdk feliiliszéjanak,
valamint a sejtek citoplazma- és membranfrakcidjanak foszfataz aktivitasat. Méréseimet mind
alkalikus, mind savas foszfatizokra elvégeztem, melyhez para-nitrofenil-foszfat szubsztratot
hasznaltam.

A 7. diagramon a gliik6zt és Na-citrdtot tartalmazé mintdk egyes frakcidinak alkalikus

foszfatdz aktivitdsa kovetkeztében felszabadul6 para-nitrofenol (pNP) mennyisége lathat6. Az
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eredményekrdl elmondhatd, hogy Na-citrat szénforrdson nevelt sejtek frakcidiban jéval tobb
az enzimaktivitds kovetkeztében felszabadulé6 pNP az egyes frakciokban, mint gliik6z
szénforrds esetén. A legnagyobb aktivitdst a varttal ellentétben a citoplazma frakcidban
detektaltam. Koncentrdldst (Amicon Ultra 4 10K ultrasziird) kovetéen a sejtkultira
feliiliszoban is kimutathaté foszfataz-aktivitas, mely egyértelmiien extracellularis foszfataz
jelenlétére enged kovetkeztetni. Glikkozzal kiegészitett mintdk esetén csak a

membranfrakcioban volt tapasztalhat6 az alkalikus foszfataz aktivitas.

0,03

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005

0 T T

citoplazma membran feldluszo

Felszabadult para-nitrofenol {(mM)

B Glikoz mNa-citrat

7. diagram: Alkalikus foszfataz aktivitas kiilonb6z6 szénforrasokon nevelt kultara

frakcioiban

A 8. diagram 4brazolja a mintdk savas foszfataz aktivitasa kovetkeztében felszabadul6
pNP mennyiségeket. A gliik6zt tartalmazé mintdk esetén a para-nitrofenil-foszfat bontds a
membranfrakcioban €s a citoplazma frakciéban is kimutathat6é volt. A Na-citraton szaporitott
sejtek savas foszfataz aktivitasa az alkalikushoz képest jelentdsen nagyobb, kivéve a feliiluszo
frakciot, amiben savas foszfatizok aktivitdsa mindkét minta esetén nagyon alacsonynak

mutatkozott.
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8. diagram: F1 torzs savas foszfataz aktivita kiilonb6z6 szénforrasok esetén

Osszességében elmondhaté, hogy a Na-citraton nevelt kultiirak esetén magasabb foszfatdz
aktivitds volt detektdlhat6. Az alkalikus és savas foszfatdzok aktivitdsat Osszehasonlitva jol
latszik, hogy a savas foszfatdzok nagyobb mennyiségben bontottdk a pNPP-ot. Megdllapithat6
tovabbd, hogy (a vdrttal ellentétben) a citoplazma frakcié mutatta a legnagyobb aktivitdst,
amivel megmagyardzhat6 az a megfigyelésem, miszerint nem szabadult fel feleslegben foszfat
a citraton nevelt kultirdkban. A gliikk6zos mintdk esetében savas foszfatdzok aktivitdsa volt
kimutathat6 a sejten beliili térben, ami egyéb anyagcsere folyamatokban jitszhat fontos

szerepet.
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4.6 A sejtek fehérjemintazatanak vizsgalata

Az eléz0 alfejezetekben részletezett eredmények alapjan célom volt az egyes
szubsztratokon nevelt sejtek fehérjemintdzatdnak vizsgélata, €s tavolabbi célként tliztem ki a
feltételezett enzimatikus udtvonalon torténd foszfatmobilizaldsban résztvevd foszfatdzok
kimutatésat és jellemzését (mely ennek a dolgozatnak nem része). A gélkép kiértékelése sordn
a mintdk kozott elsésorban a fehérjesivok megjelenésében, valamint azok intenzitdsdban
vartam markans kiilonbségeket. Ezek a kiilonbségek kiillonbozd kornyezetben aktivalodo
fehérjéket jelezhetnek, melyek a savtermelésért vagy egyéb enzimatikus aktivitdsért (pl.

foszfataz) lehetnek felelosek.

Marker Na-citrat Gliikéz Na-citrat Gliikoz
cp. cp. m. m.

200KDa|
120KDa

70KDa

50KDa

3. abra: Gliikéz és Na-citrat jelenlétében novesztett sejtek fehérjemintazata

cp: citoplazma frakciét, m: membranfrakcid

A mintdk kozotti kiilonbségeket nyilakkal jeloltem (3. dbra). Az egyes szubsztratokon
nevelt kultardk citoplazma frakcioja kozott nem lathatd jelentds eltérés, ellentétben a
membranfrakciokkal. Az eltérd koriilmények kdzott ndvesztett kultardk membranfrakciojaban
egyértelmi kiilonbségek figyelhetdk meg, melyek alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezek
a fehérjék sokkal nagyobb mennyiségben expresszalodtak, vagy az adott siv magassagidban
tobbféle fehérje dusult fel.

A fehérjék pontos azonositdsdhoz tovabbi vizsgélatok elvégzése sziikséges.
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5. Osszefoglalas

Kisérleteim sordn bebizonyosodott, hogy az FI torzs képes husipari melléktermékbdl — a
csont szenesitett formdjabol - a foszfor mobilizdldsdra, igy a folyamat pontosabb
megismerését kovetden a jovoben alkalmazhatd lehet a ndvények foszfatutanpotlasara.
Vizsgalataim kiterjedtek a szubsztratok és a foszfat-felszabadulds kapcsolatdnak
tanulmanyozdsdra. A mérések sordn megéllapitottam, hogy gliikéz szénforrds esetén
nagymennyiségli foszfat szabadul fel, ezzel ellentétben Na-citrat szénforrds esetén a
tapoldatban megjelend foszfat mennyisége kicsi. Irodalmi adatokra (Rodriguez és Fraga
1999) tdmaszkodva feltételezem, hogy gliik6z szénforrds esetén a gliikdz bontdsa sordn
felszabadul6 szerves sav oly mértékben csokkenti a kozeg pH-jat, melynek kovetkeztében
a foszfat oldatba megy. Ennek igazoldsa érdekében vizsgélataim a tdpoldatok szerves
savtartalmanak elemzésére is kiterjedtek.

A szerves savak kimutatdsdra irdnyulé kromatografids vizsgdlat eredményei a
feltételezéseimet nem igazoltdk egyértelmilen, mert ugyan sikeriilt gliikkonsavat
kimutatnom a gliikdzt tartalmaz6 tapoldatban, azonban egy egyelére azonositatlan,
markdns csucs is megjelent. Feltételezhetden ez egy rovid szénldnci szerves sav, mely
felelds lehet a kozeg alacsony pH értékéért. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen allitas
alatdmasztasahoz, igy jovObeni terveim kozott szerepel az ismeretlen komponens
azonositdsa majd ezt kdvetden mennyiségi meghatarozasa is.

Na-citrat szénforrds esetén az eredmények alapjan feltételeztem, hogy a foszfat-
felszabaduldst enzimatikus folyamatok, foszfatizok aktivitdsa befolydsolja. Ennek
bizonyitdsa érdekében vizsgdltam a tdpoldat feliilusz6janak-, valamint a sejtek citoplazma
és membranfrakcidjanak foszfatdz-aktivitasit. A vizsgalat sordn kideriilt, hogy a Na-citrat
jelenlétében novesztett sejtek foszfatdz aktivitdsa nagyobb, mint gliik6z szénforrds esetén.
A legjobb aktivitdst a savas foszfatdzok mutattdk a citoplazma frakciéban, noha a
kornyezet (tdpoldat) kémhatdsa a lagos tartomdnyba tolédott el a citrat felvétele
kovetkeztében.

Vizsgdlataim kiterjedtek a sejtek fehérjemintdzatanak vizsgélatara is. Az SDS-PAGE
gélkép alapjan megéllapithatd, hogy a mintdk membranfrakciojaban jelentds intenzitasbeli

kiilonbségek vannak, melyek az eltérd kisérleti koriilmények miatt eltéré mennyiségben
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expresszalodd fehérjékre, vagy tobbféle azonos méretli fehérjére utalhatnak. A
folyamatban résztvevo enzimek azonositdsdra tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A vizsgalatok eredményei alapjan levonhat6 a kovetkeztetés, hogy a csontszén alternativ
foszfor forrasként szolgdlhat a novények szdmadra, igy alkalmazdsa hozzdjarulhat a
foszformiitragyak altal okozott kornyezeti terhelés mérsékléséhez.

Az eltér6 szubsztratokon elvégzett kisérletek alapjan tovabbi kovetkeztetéseket vonhatunk
le aszerint, hogy milyen kémbhatdsi talajban kivanjuk felhaszndlni baktériumot és a
csontszenet. Az eredmények alapjan mind savas, mind ldgos koriilmények kozott sikeres

lehet a foszfor utanpétlasa.
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