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1. Bevezetés

Az Aspergillus terreus az ipar szamara hasznos itakonsav mellett szamos, jo
tulajdonsagokkal rendelkez6 szekunder metabolitot is termel. Kiilonb6zé kutatasok
ravilagitottak arra, hogy ha egy adott mikroorganizmust egyéb mas mikrobaval egyiitt
szaporitunk, vagyis kofermentaciot végziink, akkor olyan vegyiiletek is keletkezhetnek,
amelyek axenikus tenyészet esetében nem megfigyelhetdek, illetve igy nagyobb végso
fotermék koncentracio érhet6 el. Kutatasom soran két Aspergillus terreus torzzsel és két
Bacillus fajjal szilard tapkozegben kompatibilitasi kisérletet végeztem, amely alapjan
meghataroztam, hogy mely mikroorganizmusokkal érdemes tovabb dolgozni. A kivalasztott
mikrobakkal kofermentacids kisérletet inditottam és vizsgaltam az itakonsav, valamint a
keletkez6 szekunder metabolitok mennyiségi valtozasait. A kovetkezékben az elvégzett

kisérleteket és azok eredményeit szeretném bemutatni.



2. Irodalmi attekintés

Az alabbiakban a kutatdomunkahoz kapcsolodod szakirodalom alapjan készitett
elméletiosszefoglald olvashato.
2.1. Aspergillus terreus

Az Aspergillus nemzetség tobb mint 185 fajt foglal magaba. Ezek olyan fonalas
gombak, melyek a természetben mindeniitt megtalalhatoak, tehat kozmopolitanak
tekinthetok. Képviseloi a talajban taldlhatdo elhalt novények és allatok szerves
anyagaibol taplalkoznak, vagyis szaprofitak.

A nemzetséghez tartoz6 fajok megjelenésiikben és egyéb jellemzdikben egyarant
nagyon valtozatosak, egymastol valdo megkiilonboztetésiikhdz ¢€s azonositasukhoz
altalaban az egyes makroszkopikus tulajdonsagokat; a novekedési sebességet, a kolonia
szinét ¢és textirdjat, valamint a hotlird képességet vizsgdljdk. Nem csak a
makroszkopikus, hanem a mikroszkopikus strukturaltsagban is megfigyelhetéek
hasonldosagok és eltérések az egyes fajokkozott. Minden fajra egyarant jellemz6, hogy a
konidioforok a tdmaszt6, hialinszerii hifdkon elhelyezkedd bazalis 1absejtbdl erednek és
a cstcsan holyagocskakban végzédnek, melyek a nemzetség jellegzetes képzoédményei
(1. abra). Ennek ellenére a konidioforok a kiilonb6z6 fajok esetében eltéré morfologiat

és szint vehetnek fel [1]-[3].
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Az Aspergillusok jellegzetes képzodményei

Nemcsak fajok kozott, hanem egy adott fajon beliil is tobbféle megjelenést
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fiiggben, hogy milyen taptalajon és milyen koriilmények kozott tartjuk, kiillonbozo
alakot, szint és textirat vehet fel. Burgonyadextroz agaron, 25 °C-os homérsékleten
példaul a bézst6l kezdve egészen a fahéj szinig kiilonboz6 arnyalatokban jelennek meg
a telepek, mig a gomba hatoldala altalaban sarga szinii. A konidiumok termelésének
elérehaladtaval a gombatelepek szemcséssé alakulhatnak. Az A. terreusra — mint az
Aspergillus nemzetség képviseldjére — altalanosan jellemz6, hogy konidioforjai sima
faltiak és hialinszertiek, tobbnyire gombdlyded holyagocskakban végzddnek. A gomba
kicsi, gdbmbolyded, sima falu konidiumai a levegében megtalalhatéak, konnyen szallnak
¢és ezaltal human megbetegedések forrasai lehetnek. Az Aspergillus terreus afertézés
soran egysejtli, ugynevezett jarulékos konidiumokat termel, melyek szintén gomb
alakuak. Féként azon emberekre jelentenek veszélyt, akik immunrendszerét tudatosan —
példaul valamilyen szervatiiltetés soran — legyengitették; jelentés fert6zést okozhat a
1égz6szervrendszerben, illetve a szemben és a fiilben is. Az Aspergillus terreus az
oxigénigény szempontjabol az aerob gombak kozé sorolhato, vagyis fennmaradasahoz,
anyagcsere folyamataihoz elengedhetetlen a 1égkori oxigén jelenléte, igy, ha a gombat
fermentacios folyamatok soran termék eldallitasara szeretnénk felhasznalni akkor is
biztositanunk kellszamara a megfelel6 mennyiségii oxigént. A fermentlébe beoldddott
oxigén mennyiségét oxigénmérd elektroddal/szondaval lehet meghatarozni és ennek
megfelelden a szilkséges beavatkozast elvégezni, mellyel javithato a rendszer oxigén
ellatottsaga [4]-[7].

Az Aspergillus terreus egyes torzsei kiilonb6zo termékek gyartasara alkalmasak. Az
ipar elsdsorban itakonsav fermentacios titon torténd eldallitasara hasznalja, a gombanak
azonban szamos mas, az ipar szamara hasznos szekunder metabolitja is ismert. llyen
masodlagos anyagcseretermék példaul a lovasztatin, a monakolin L, a geodin és aterrein
is. Szekunder metabolitoknak azokat a molekulakat nevezziik, melyeket az egyes
mikroorganizmusok nem normal ¢életfolyamataik kovetkeztében, hanem specialis
kornyezeti koriilmények kozott termelnek. Ezen vegyiiletek a mikrobak vegetativ
mitkodését illetden nem létfontossaguak, funkciojuk az eldnyszerzés adott megromlott
¢letkoriilmények kozott, mint példaul a lecsokkent élettér és tapanyagmennyiség,
valamint a megvaltozott pH és homérséklet. Az egyes mikroorganizmusok az emlitett
elonyszerzésre kiilonbozo stratégiakat alkalmaznak; a fonalas gombak — mint amilyen
az Aspergillus terreus is — esetében terjeszkedd tipusti ndvekedést figyelhetiink meg. A

gombak megvaltozott életkoriilmények kozott gyors kolonizacios képességiiket
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hasznaljak ki, amennyiben rendelkezésiikre all a megfeleld félnedves szubsztrat,

képesek mindent beboritani a penészfonalaikkal és igy jutnak elényhoz [4].

2.2. Kofermentaciok jelentosége

A fermentaciés folyamat soran valamilyen mikroorganizmus (példaul gomba vagy
baktérium) a megfelel6 koriilmények kozott, szaporodasa révén az ipar szamara hasznos,
intra-vagy extracellularis terméket allit el6, mely a megfelelé technologiakat alkalmazva
kinyerhet6 a fermentlébdl, és felhasznalhatova valik. A kofermentacidé pedig ennek
megfelelden, ketté (vagy tobb) mikroorganizmus, idealis kornyezeti viszonyok melletti
egyiittes szaporitasatjelenti. A kofermentaciok megvalositasanak oka lehet példaul, hogy
egy adott mikroorganizmus egy masik jelenlétében tobbféle terméket képes eldallitani,
mint axenikus tenyészetben, vagy az, hogy a primer anyagcsereterméke mellett szamos
szekunder metabolitot istermel, de csak kis mennyiségben és ezek termelddését egyéb
mikrobak képesek serkenteni, ezaltal tobb hasznos termék kinyerésére van lehetdség.
Ennek alapja, hogy a mikroorganizmusok, példaul az egyes baktériumok és gombak
kiilonb6z6 bonyolult 6koszisztémakban (vizekben, talajban) évmilliok 6ta egyiitt élnek,
tehat evolucidjuk soran kialakultak azon mechanizmusok, hogy érzékeljék egymast és
hatékonyan reagaljanak a kiilonb6z6 mikrobdk jelenlétére. A fermentacidé soran
gyakorlatilag ezeket a természetes mikrobialis koriilményeket probaljuk szimulalni, mely
sordn az €l6lények hatdssal vannak egymadsra, keresztezhetik egymas metabolikus utjait.
A csendes bioszintetikus génklasztereket a kornyezeti ingerek transzkripcionélisan
aktivaljdk. A mas mikrobdk altal kibocsatott kémiai jelzések kiilonbozd védelmi
masodlagos metabolitok szintézisét és az extracellularis enzimek termelését. Valojaban
ezek az aktivalt védekezd anyagcseretermékek kémiai jelzésekként milkddhetnek,
amelyek egy sor transzkripcids aktivaciot indithatnak el. Tehat a keletkez6 vegyiiletek is
indukalhatjak egymast €és igy néhet az elsddleges termék hozama vagy 1) vegyiiletek is

képzddhetnek [8]-[10].

2.3. Szekunder metabolitok
A kofermentaciok soran keletkez6 1j vegyiileteket ,,Natural Products” -oknak (NP),
vagyis ,.természetes termékeknek” nevezik, melyek szamos gyogyszer és egyéb kémiai
hatéanyag fontos forrasai. A keletkezd termékek koziil jelentds szamu vegyiilet jo

biologiai aktivitassal rendelkezik, példaul rakellenes, baktériumellenes, parazitaellenes és
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szabadgyokfogd hatast, so6t, koziilik néhanyat klinikai kutatasok utan gyogyszerként
forgalomba is hoztak. Huigin Chen és munkatarsai az egyiptomi Wadi-t6 tiledékébdl
kinyert Aspergillus terreust szilard, rizs taptalajon egyiitt tenyésztették Bacillus subtilis
illetve Bacillus cereus baktériumtorzsekkel. Azttapasztaltak, hogy az egyiittes tenyésztés
soran a konstitutivan termelt anyagok mennyisége megsokszorozodott a gomba axenikus
modon torténd tenyésztéséhez képest. A keletkez6 matrix tartalmazott két 1)
butirolakton-szarmazékot (izobutirolakton 1l és 4-O- demetilizobutirolakton 1) is az N-
karboximetil-antranilsav ~ mellett, amelyek nem voltak jelen az axenikus
gombatenyészettel, illetve a kétféle Bacillus-szal kiilon-kiilon végzett kontroll
tenyésztések sordn, vagyis ezek a termékek csak a kofermentaciok soran észlelhetoek. A
kisérlet masodik részében az Aspergillus terreust Streptomyces lividans-szal és
Streptomyces coelicolor-ral szaporitottak egyiitt, mely soran azt tapasztaltak, hogy ezek a
mikroorganizmusok nem indukaltdk azoknak a ,természetes termékek” -nek a
képzodését, melyek a Bacillus-okkal torténd egyiittes novesztés soran keletkeztek [9],
[11].

Napjainkban mar rendkiviil sok hasznos masodlagos anyagcseretermék ismert €s ezek
eldallitasara tobb lehetdéség 1is rendelkezésre 4all. A kiilonbozé metabolitok
szintetizalhatdéak kémiai uton vagy izolalhatéak valamilyen természetes forrasbol, de
fermentacids Uton is eldallithatoak €s kinyerhetdek az adott metabolitot termelé mikroba
felhasznalasadval. A fermentdcios eldallitas nagy elénye, hogy a gyartds kiméletes

koriilmények kozott zajlik és veszélyes anyagok nem keriilnek felhasznalasra [4], [12].

2.3.1. Aspergillus terreus szekunder metabolitjai
Az Aspergillus terreus szamos hasznos masodlagos anyagcsereterméket termel, az
Antibase adatbdzisban a gomba nevére rakeresve 165 kiilonb6zd kémiai szerkezetet
kapunk eredményiil (2014-es adat). Az A. terreus szekunder metabolitjai koziil ipari
szempontbdl az egyik legfontosabb lovasztatin (CzsH3s0s), amely hatékony human
koleszterincsokkentd anyag. Megjelenését tekintve fehér szinli, nem higroszkdpos,
kristdlyos por. Vizben nagyon rosszul, acetonban ¢és etanolban gyengén, mig
kloroformban nagyon jol oldodik. A lovasztatin tehat egy lakton metabolit, amely
koleszterinszint csokkentd hatassal rendelkezik. Ezt tigy képes kivaltani, hogy aktiv béta-
hidroxisavva hidrolizalodik, ami kompetitiv modon, reverzibilisen gatolja a koleszterin
bioszintézisében részt vevé 3-hidroxil-3-metil-glutaril-koenzim reduktazt. Ezen kiviil

potencidlis antineoplasztikus hatassal is rendelkezik, ugyanis valdszinisithetd, hogy
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indukalja a tumorsejtek apoptotikus halalat, valamint gatolja ezen sejtek terjedését. A
sejtciklust mar a korai fazisban megallitja, igy a beteg sejtek az ionizalo sugarzasokkal
szemben érzékennyé valnak [13].

A gomba altal termelt tovabbi hasznos metabolitok példaul a geodin, a terrein, a
monakolin L és az aspulvinon E, melyek fizikai-kémiai tulajdonsagai a (1. tablazat)-
ban talalhatok. Azt azonban fontos megemliteni, hogy a szekunder metabolitok
képzddése foként a torzstdl, valamint a tenyésztés koriilményeitdl fligg. Marcin Bizukojc
¢s munkatarsa példaul Aspergillus terreus ATCC 20542-vel végeztek kisérletet, ugy,
hogy magas laktozkoncentraciot biztositottak még a gomba ndvekedésének idiofazisdban
is, mig az élesztOkivonatbol, amely nitrogénforrasként szolgalt, csak kis mennyiség volt
elérheté a mikroba szamara. Ekkor azt figyelték meg, hogy az Aspergillus szokvanyos
modon termelte a lovasztatint, de emellett jelentés mennyiségii geodin is képzdodott [14].

A geodin (C17H12Cl207) fizikai, kémiai tulajdonsagaiban kiilonbozik a lovasztatintol;
természetes klorozott szénvegyiilet, sarga kristdlyos anyag, mely antimikrobidlis ¢és
antivirdlis hatassal bir. Strukturdjat tekintve: a kristalyszerkezete két fliggetlen, de
hasonl6é molekulabol all, melyek aszimmetrikusan helyezkednek el. A két molekula egy
O Cl halogénkdtésen keresztiil kapcsolodik egymashoz [15], [16].

A terrein (CgH1003) szilard halmazallapota, gyliriis szerkezetii anyag. Vizben
oldodik, az oldat tiszta, szintelen. Ezenkiviil jol oldodik dimetil-szulfoxidban is. Fontos
tulajdonsagai kozé tartozik, hogy novényi novekedésgatld €s antibakteridlis hatassal is
rendelkezik. A terrein gatolja a melaninszintézist azaltal, hogy a tirozindz nevil
enzimfehérje termelését csokkenti. Ez az enzim felelds az emldsdkben a tirozin
melaninnd torténd atalakitdsaban, ami pedig dontd szerepet jatszik példaul az emberi
borszin kialakulasaban, valamint a bor fényérzékenységét is meghatarozza [17], [18].

A monakolin L (C19H2803) egy gytiriis szerkezetii poliketid, a masodlagos alkoholok
egyik képvisel6je. Képes gatolni a hidroxi-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reduktaz
enzim milkodését és igy fontos Osszetevdje a kiillonbozd koleszterinszint csokkentd
gyogyszereknek is. Bar az ismert monakolin vegyiiletek koziil a monakolin K-t tartjak a
leghatékonyabbnak a koleszterinszint csokkentésében — mivel a szerkezete rendkiviil
hasonlit a HMG-CoA-hoz, ezért képes a HMG-CoA reduktiz, vagyis a
koleszterinszintézis sebességkorlatozd enzimének gatlasara, kompetitiv modon — a
csoport tobbi képviseldje is képes kivaltani ezt a hatast, amely egyébként szinte teljesen

azonos a lovasztatin hatdsmechanizmusaval. T.-M. Pan és munkatarsa tovabbi

6


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H12Cl2O7

érdekességeket figyeltek meg ¢és jegyeztek le a monakolin vegyliletek kapcsan: egy
stabilitasi kisérlet eredményeképp megallapitottdk, hogy a monakolin K, L és J magas
relativ paratartalom, magas hémérséklet és napfény mellett a megfeleld hidroxilsavva
alakulnak 4t, vagyis a monakolinok érzékenyek a hémérsékletre és a fényre egyarant
[19], [20].

Az aspulvinon E antiviralis hatassal rendelkez6, sarga szinii vegyiilet, amely 400 nm-
en erds abszorbanciat mutat. Ez jol egyezik a szakirodalmi adatokkal, mivel a sarga
anyagok az emlitett hullimhosszon nyelik el a fényt. Az aspulvinonok bioszintetikus
utjanak egyik korai terméke [21], [22].

1. tablazat
Aspergillus terreus szekunder metabolitjai

szekunder .. , , gdznyomds
metabolit molekulatomeg | olvaddspont lobbandspont (25 °C-0n)
-12
lovasztatin 404,54 g/mol 174,5 °C 2,22 x 10
Hgmm
1 o [o] an + 252
geodin 399,2 g/mol 235°C 348,2+31,5°C Hgmm
terrein 154,16 g/mol 125-127 °C
monakolin L 304,4 g/mol
aspulvinon E 294,27 g/mol




3. Anyagok és mddszerek

Az alabbiakban a kutatasom soran felhasznalt anyagok, vegyszerek, valamint az
alkalmazottmodszerek ismertetése kovetkezik.

3.1. Felhasznalt anyagok és vegyszerek

2. tablazat
Felhasznalt anyagok és gyartoik

Név Gyarto Tisztasag
Nutrient broth Biolab Zrt. mikrobiologiai célra
Agar bakterologiai
Tween 80 Reanal analitikai reagens
Natrium-klorid Spektrum 3D analitikai reagens
Kalcium-klorid-dihidrat Scharlab Magyarorszag Kft. | puriss.
Magnézium-szulfat-heptahidrat | Merck puriss.
Ammonium-nitrat Reanal puriss.
Kalium-dihidrogén-foszfat Biolab Zrt. purum
D-gliik6z-monohidrat VWR technikai m.
Vas (I11)-Klorid-hexahidrét Reanal h.a.: 0,169 g/20 ml,
analitikai reagens
Réz-szulfat-heptahidrét Reanal ha.. 33,5 mo/ml,
analitikai reagens
Cink-szulfat-heptahidrat Reanal Qn"’;“ ﬁiarlngé ;"g'éns
desztillalt viz - 41 uS/cm
1,4 uS/cm, sterilre
bidesztill4lt viz i szlirt (0,2 ym
sz{rdn)
HPLC-hez
95%-o0s kénsav VWR analitikai reagens
metanol (eluens) VWR HPLC gradient grade

DNS reagens

Acros Organics

98%

Natrium-kalium-tartarat

Molar Chemicals Kft.

analitikai reagens

laboratoriumi célra

metanol Molar Chemicals Kft. (99,96%)
etil-acetat Scharlau 99,7%
trifluor-ecetsav Sigma-Aldrich szintézis célra




3.2. Vizsgalati mdodszerek

Az aldbbiakban az altalam alkalmazott modszerek keriilnek részletes bemutatasra.

3.2.1. Agarkorongos kompatibilitasi kisérlet

Az egyes Aspergillus terreus torzsek és a kiilonboz6 Bacillus fajok egymasra
gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz tgynevezett agarkorongos kompatibilitasi kisérletet
végeztem. Akisérlethez rendelkezésemre allt kétféle Aspergillus terreus torzs: a DSM
23081 és a DSM 826 ferde agaros tenyészete, valamint két Bacillus faj: Bacillus
megaterium (DSM 3228), Bacillus ssp. spizizeni (DSM 347) szintén ferde agaros
tenyészete. A kompatibilitasi teszt elsé 1épéseként elkészitettem a Nutrient Agart,
amely komplex osszetételdi, altalanos baktériumnevelé kozeg, valamint a Potato
Dextroz Agart, amely pedig egy kozismert gombaneveld kozeg. A kisérlet
elvégzéséhez a gomba- és baktériumtenyészetekbdl sporaszuszpenziokat kell késziteni,
melyekhez fiziologias sooldat sziikséges, melyhez hozzaadtam még 0,100 gramm
homogén Szuszpenzid készitését.

Az igy elkészitett kétféle tapoldatot és a fiziologias sooldatot az A&E Lab dltal
gyartott AE- PB24 tipusu autoklavban 121 °C-on, 20 percig sterilizaltam. A
csiramentesités, valamint a steril korilmények fenntartiasa kulcsfontossagu szerepet
jatszik egészen a kisérlet végéig. Mivel ezen mikroorganizmusok is élélények,
szaporodasukat, viselkedéstliket rengeteg tényezd befolyasolja, ezért rendkiviil fontos,
hogy példaul az adott Petri csészében ténylegesen csak azon mikrobak legyenek jelen,
amelyekkel dolgozni szeretnénk, illetve az ezek szamaraelengedhetetlen tapanyagok.
Annak érdekében tehat hogy a kisérlet kezdetekor semmilyen fertdzés ne legyen az
adott tapoldatban sterilizalast végeztem, majd ezt kvetden minden miiveletet laminaris
box alatt hajtottam végre. A laminaris box milkddésének lényege, hogy a megfeleld
szir6n megtisztitott, steril levegd turbulencia nélkiil, vizszintes irdnyban &aramlik,
ezaltal védi a fiilkében 1évo oldatokat, taptalajokat a kiilonb6zd szennyezddésektol. A
steril koriilmények fenntartasat egyéb intézkedésekkel is el6 tudjuk segiteni, példaul a
fiilkét mindenhasznalat el6tt és utan alkoholos fertétlenitdszerrel attdroltem és néhany
percre bekapcsoltam a germicid lampat, ezaltal a munkafeliiletre keriild esetleges
szennyezbdéséket is eltavolitottam. Tovabba a szuszpenziok készitésekor, az atoltaskor
és a sz€lesztéskor a kémcsovek szdjat és a szélesztObotot leégettem borszeszégd

segitségével, ezaltal az esetleges szennyezddések bekeriilésének esélyét tovabb
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csokkentettem, illetve a Petri csészéket is mindig Gigy nyitottam ki, hogy csak a HEPA
szlirére, steril leveg6 érje 6ket. A 20 perc nedves hovel torténd sterilizalastkovet6en tehat
az immaron steril oldatokat laminaris box ala tessziik. Miutan a teljesen homogén
Nutrient taptalaj egy Kicsit lehiilt, hét darab steril miianyag Petri csészébe Ontdttem Ki
és megvartam mig megszilardul, majd hasonloképpen jartam el a PDA taptalajjal is.
Kozbena ferde agaron taldlhatdo gomba- és baktériumtenyészetek €s a fiziologias sooldat
segitségével elkészitettem a sporaszuszpenziokat. A kémcsovekbe, melyekben a
tenyészetek talalhatdak, 4,5ml fiziologids sooldatot pipettaztam, majd Ovatosan, Ggy,
hogy a taptalaj ne roncsolodjon, vortexeltem, hogy a sporak levaljanak és a sooldattal
szuszpenzidt képezzenek. A baktérium spordi kevésbé ,ragaszkodnak”, ezért
konnyebben szuszpenzidoba vihetdéek, mig a gombdkat tartalmazd kémcsoveket
hosszabb ideig kellett vortexelni.

Az igy elkészitett gomba- és baktérium-sporaszuszpenziokat a megfeleld
taptalajokra oltottam: a két Aspergillust tartalmazo kémcsébdl 100-100 pl-t a PDA agar
kozepére pipettaztam, majd szélesztobot segitségével a taptalaj teljes feliiletén
sz¢toszlattam a szuszpenziot. Hasonloképpen jartam el a két Bacillussal is: 100-100-
100 pl-t a Nutrient Agart tartalmazo Petri csészék kdzepére pipettaztam és eloszlattam
a taptalajon. Ezt kovetden a kétféle gombaval oltott PDA agarokbol fert6tlenitett, majd
gondosan leégetett, 20 mm-es dugéfurd segitségével Kis koroket vagtam Ki és szintén
leégetett csipesz segitségével a kiilonboz6 Bacillusokat tartalmazo Nutrient Agar
kozepére helyeztem at dket. Ezaltal négy vizsgalando rendszert hoztam létre:

e Aspergillus terreus DSM 23081 + Bacillus megaterium
e Aspergillus terreus DSM 23081 + Bacillus subtilis
e Aspergillus terreus DSM 826 + Bacillus megaterium

e Aspergillus terreus DSM 826 + Bacillus subtilis

Annak érdekében, hogy megvizsgdlhassam, hogy a gomba onmagaban is kind a
Nutrient taptalajon, egy-egy Aspergillust tartalmazo6 agarkorongot athelyeztem egy-egy
olyan Nutrient Agart tartalmazo Petri csészébe, amelyre egyik baktériumtorzset sem

oltottam ra.

3.2.2. Kofermentacio razatott lombikos mdodszerrel
A kompatibilitasi kisérlet eredményét alapul véve az Aspergillus terreus DSM
23081-et és a Bacillus megaterium DSM 3228-t hasznaltam fel a razatott lombikos
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kisérlethez a késdbbiekben ismertetett megfontolasok alapjan. A razatott lombikos
méréshez sziikséges tapoldatot, amely a gomba szamara kedvezd, és az itakonsav
termelésre van optimalizalva, a szakirodalom [23] alapjan allitottam ossze; a 750 ml
tapoldathoz sziikséges mennyiségeket az alabbi (3. tablazat) tartalmazza:

3. tablazat
Tapoldat sszetevok és mennyiségiik

KH2PO4 0,075 g
NH4NO3 2,259
MgSO4 x 7 H20 0,759
CaCl; x 2 H20 3,759
FeCls x 6 H,0 ~130 pl
ZnS04 x 7 H20 ~180 pl
CuSO4 x 7 H20 ~180 pl
D-gliik6z-monohidrat 904¢g
desztillalt viz 750 ml

Miutén a sziikséges hozzavalokat kimértem és homogenizaltam a tapoldatot, 10 %-0s
kénsav cseppenkénti adagolasaval a pH-t 3,0-3,2 koz¢ allitottam, mikdzben az oldatot
folyamatosan kevertettem magneses keverd segitségével. Az elkésziilt oldatbol hét
darab Erlenmeyer lombikba 100-100 cm3-t mértem be méréhengerrel, majd
vattadugdval és natronpapirral lezartam, és 121 °C-on, 20 percig sterilizaltam. Ezt
kovetden lamindris box ald helyeztem a lombikokat és megvartam mig kézmelegre
hiiltek. Ekozben a fentebb emlitett gomba ¢s baktérium torzsek (7)) ferde agaros
tenyészetére 9-9 ml fizioldgias sooldatot pipettaztam, majd vortexeltem; az igy
elkészitett sporaszuszpenziokat hasznaltam fel a tapoldatok beoltasara a
kovetkezoképpen: hat lombikba 1-1 ml gomba- sporaszuszpenzidt pipettaztam, majd
ezek koziil haromba még 100-100 pl baktérium- sporaszuszpenziot IS juttattam. A
bejuttatott baktérium-sporaszuszpenzié mennyisége tehat egy nagységrenddel Kisebb,
melynek oka az, hogy mikroszkop segitségével becsiiltem, hogy koriilbeliil egy

nagysagrenddel tobb spora keriil szuszpenzioba mint a gombaesetében, ezért elegendd
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kevesebb mennyiséggel inokulalni. A maradék egy lombikot pedig 1 ml Bacillus-
sporaszuszpenzioval oltottam. Ezaltal azt vizsgaltam 3-3 parhuzamossal, hogy az
Aspergillus terreus onmagaban, illetve a Bacillus megateriummal valdé ko6zos
tenyészetben miként viselkedik adott tapoldat Gsszetétel és koriilmények mellett. A
hetedik, csak baktériummal oltott rendszer pedig tulajdonképpen kontrollként szolgal,
hogy lassam, hogy a tobbi lombikban keletkezé termékeket ténylegesen a gomba
termeli-e, illetve, hogy a baktérium hogyan fejlédik ezen a tapoldaton. Az igy
Osszeallitott lombikokat New Brunswick Scientific G24 Environmental Incubator
Shaker tipusu razogépbe helyeztem és 200 rpm-esfordulatszamon razattam, mikdzben
33 °C-on termosztaltam 6ket. 48 ora elteltével azt tapasztaltam, hogy a gomba kinétt a
tapoldatban, ami igy rézsaszines arnyalatot vett fel, viszonta baktériumot tartalmazo
lombik nem zavarosodott be, melynek oka az alkalmazott koriilményekben keresendd.
Lehet példaul a tul tomény cukorkoncentracio, és/vagy a 3-as pH,ami miatt a Bacillus
sporak atalakulasa vegetativ sejtekké gatolt volt. Annak ellenérzésére, hogy a
lombikokban ténylegesen csak azok a tenyészetek vannak jelen, amelyeket bejuttattam,
illetve annak érdekében, hogy megbizonyosodjak, hogy a gomba és a baktérium egyiitt
¢letképes-e adott koriilmények kozott, feliileti szélesztést hajtottam végre, valamint
mikroszkop alatt is megvizsgaltam az egyes rendszereket. Laminaris box alatt,
egyszerhasznalatos oltokacs segitségével a lombikokbol 10-10 pl-t Nutrient Agart
tartalmazo Petri csészére juttattam €s szétoszlattam.

A kofermentacios kisérlet kozben 48, 96 és 168 ora elteltével minden lombikbol
mintat vettem, amelyeket fagyasztoba helyeztem és késébb dolgoztam fel. 240 ora
elteltével szintén mintat vettem és ledllitottam a fermentédciot. A mintakat a megfeleld
moédon  eldkészitettem a kiilonbozd analitikai  vizsgélatokhoz. Az itakonsav
mennyiségének meghatarozasahoz a 48 6ras mintdkat 500x-osra, a tobbi mintat pedig
1000x-esre higitottam az eluensként is hasznalt kénsav oldattal. A szekunder
metabolitok mennyiségét csak a fermentacio vagasat kovetéen mértem meg; 7 ml teljes
fermentlevet centrifugacsébe tettem, majd 7 ml HPLC metanolt adtam hozza és egy
¢jszakara alacsony fordulatszamon mikodé razdgépbe helyeztem Oket az intenziv
fazisérintkeztetés érdekében [24]. Ezt kdvetdéen a metanolos extraktumokat 0,2 pm-es
szirdn atsziirtem ¢€s a sziirleteket 5x-re higitottam (a higitds mértéke igy Gsszesen 10x
lett az extrakciot is figyelembe véve) HPLC metanollal. Az igy elkésziilt mintakat

HPLC mintatart6 tivegbe pipettaztam és elvégeztem a megfelelé méréseket.
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A mintdkban 1évd cukortartalom meghatdrozdsdhoz — mivel a kisérlet elején
feltehet6leg még sok cukor van jelen a rendszerben — a 48 és a 96 ora elteltével vett
mintak esetében 150x-es higitast alkalmaztam. A kisérlet végére feltehetdleg csokken a
cukorkoncentracio, ezért a 168 és a 240 ora elteltével vett mintak esetében 50x-es

higitast alkalmaztam.

3.3. Analitikai modszerek

Az alabbiakban az altalam alkalmazott analitikai modszereket mutatom be részletesen.

3.3.1. Gliik6zkoncentracio meghatarozasa

A gliikoztartalom meghatdrozashoz dinitro-szalicilsav moédszert alkalmaztam. A
DNS modszer azon alapszik, hogy a 3,5-dinitro-szalicilsav lagos kozegben, redukalo
cukor jelenlétében 3-amino-5-nitro-szalicilsavva alakul, amely az 540-590 nm-es
tartomanyban fotometralhat6. A redukald cukor olyan mono- vagy diszacharid cukor,
amely képes elektronokat adni mas molekulaknak és ezaltal redukalo agensként fejti ki
hatasat. Ezt szabad keton- vagy aldehid csoport jelenléte teszi lehetdvé. A modszer
hatranya, hogy 0-1 g/l-es tartomanyba esé redukalé cukor koncentracidé esetén
megbizhatd, ezért a megfeleld higitasokkal kell dolgozni. El6szor a kalibrald egyenes
felvételéhez kémcsovekbe higitasi sort készitettem standard, 1,00 g/l-es gliikkdzoldat és
desztillalt viz felhasznalasaval az alabbi (4. tablazat) szerint.

4. tablazat
Kalibralo sor a gliikozkoncentrdcio meghatarozasahoz

gliikozoldat desztillalt viy
vak 0ml 3ml
1/3 g/l 1ml 2ml
2/3 g/l 2ml 1ml
19/l 3ml 0ml

Az igy elkésziilt oldatokhoz, és késébb, a meghatarozandé mintakhoz is 1-1 ml 40 %-0s
Na-K-tartarat oldatot adtam hozza, amely azért sziikséges, hogy a reakcid soran
kialakulo szint fixaljuk; igy az oldat megdrzi szinét és a fotometrids meghatarozas soran
megfeleld, valos eredményeket kapunk. Tovabba 3-3 ml DNS reagenst is adagoltam
minden kémcsdbe. Ezutan a kémcsoveket 90 °C-os vizfiirdébe helyeztem 10 percre,
majd folyd hidegvizzel, koriilbeliill 20 °C-osra hiitdttem Oket és spektrofotométer

segitségével megmértem az abszorbancidjukat 575 nm-en.
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3.3.2. Itakonsav koncentracidjanak meghatarozasa

Az itakonsav meghatarozasra hasznalt HPLC rendszer az YL9100 HPLC System
volt. A késziilékben a Hamilton altal gyartott, PRP-X300 tipusi kolonna talalhato,
jellemezhetd. A mérés soran a kovetkezd kromatografias bedllitdsokat alkalmaztam: 100
ul-es injektalasi térfogat, 2 ml/perc-es aramléasi sebesség, 210 nm-es detektalasi
hullamhossz. Mozgo6fazisként 1 mM-os kénsavat (1000 ml-es mérélombikba 54 pl 95
%-o0s kénsav + kétszer desztillalt viz) és HPLC mindségli metanolt hasznaltam. A
HPLC rendszer gradiens pumpaval rendelkezik, ami tudja program szerint keverni a
kiilonb6z6 eluenseket, és az altalam hasznalt metddus egy gradiens-modszer volt, amely
soran az (5. tablazat)-ban leirtak szerint valtozik az eluens Gsszetétele.

A HPLC-s elvalasztds azon alapul, hogy a gyenge savak a pH fiiggvényében
protonalt, illetve deprotonalt formaban vannak jelen az oldatban, toltésiik hatarozza
meg, hogy az allofazis pordzus szemcséibe be tudnak-e hatolni; mindségik és
protonaltsaguk fiiggvényében kiilonbozd sebességgel haladnak az oszlopon A pH-t az
alkalmazott mozgofazis hatdrozza meg. Az eljards soran ioncsere kromatografias

oszlopot hasznaltam. A kromatografids csiicsok mindsé€gi azonositasara a retencios idot,

cre

crer

itakonsav torzsoldatbol készitettem el. A torzsoldathoz 130,1 mg itakonsav standardot
oldunk 100 ml 1 mM-os kénsavban, majd ebb6l 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM ¢és
0,5 mM oldatot készitettem higitassal: rendre 100, 200, 300, 400 és 500 pl torzsoldatot
10 ml-es mérélombikba pipettaztam, majd 1 mM-os kénsavval jelre toltdttem. Az igy

crer

5. tablazat
Gradiens program itakonsav meghatdrozashoz

kezdeti 100% 1 mM-o0s kénsav

1 perc 70% 1 mM-o0s kénsav 30% metanol
6 perc 70% 1 mM-os kénsav 30% metanol
8 perc 100% 1 mM-o0s kénsav

8 perc stop

3.3.3. Szekunder metabolitok vizsgalata

A keletkez6 masodlagos anyagcsere termékek kimutatasdhoz tobbféle kolonnat,
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HPLC modszert, beallitast és eluenst is kiprobaltam. Végiil a szekunder metabolitok
vizsgalatdhoz a COSMOSIL altal gyartott 5SC18-MS-Il 4,6 ID x 250 mm tipust
kolonnat alkalmaztam. A mérés soran a YL9100 HPLC System-et hasznaltam, a 6
termék azonositdsdhoz hasonloan.

A vizsgalat sordn a kovetkezd kromatografias beallitasokat alkalmaztam: 10 pl-es
injektalasi térfogat, 1 ml/perc-es aramlasi sebesség, 240 nm-es detektalasi hullimhossz.
Mozgofazisként HPLC mindségii metanolt és 0,1%-0s trifluor-ecetsavat hasznaltam. A
triflour-ecetsav a szakirodalom szerint [25] a kromatografias csucsok jobb elvalasat
segiti eld, ezért volt sziikség ra. Az analizis soran gradiens programot (6. tablazat)
alkalmaztam, vagyis az eluens Osszetétele a mérés kozben bizonyos id6koézonként
valtozott. Ennek oka, hogy a kiilonb6zd polaritdssal rendelkezd anyagokat a lehetd
legjobban szerettem volna szeparalni egymastol.

6. tablazat
Gradiens program a szekunder metabolitok vizsgadlatdra

kezdeti 90 % trifluor-ecetsav 10 % metanol
15 perc 20 % trifluor-ecetsav 80 % metanol
20 perc 20 % trifluor-ecetsav 80 % metanol
22 perc 90 % trifluor-ecetsav 10 % metanol
27 perc 90 % trifluor-ecetsav 10 % metanol
45 perc stop
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4. Eredmények és Kiértékelésiik

Az aldbbiakban az elvégzett mérések eredményeit ¢és az azokbol levont
kovetkeztetéseket szeretném ismertetni.

4.1. Agarkorongos kompatibilitasi kisérlet eredménye

Az elkészitett rendszereket 1 nap és 6 nap elteltével is megvizsgaltam és az
alabbiakat tapasztaltam: Az Aspergillus terreus DSM 23081 mar 1 nap elteltével is jol
lathatdéan kindtt a PDA agarlemezbdl kivagott és athelyezett agarkorongon, tehat a
Nutrient Agar komponensei nem gatoljak a gomba novekedését. Ezt tamasztja ala az is,
hogy 6 nap elteltével azt tapasztaltam, hogy a gomba tovabb novekedett, mar nem csak
a PDA korongon, hanem koriilotte, a Nutrient Agaron is jol latszik a gombatenyészet
(2. abra).

2. dbra
Aspergillus terreus DSM 23081 (kontroll) a: 1 nap, b: 6 nap elteltével

Az Aspergillus terreus DSM 826 esetében is hasonloak a tapasztalatok; ez a torzs is
mar 1 nap elteltével megjelenik a PDA korongon, majd az idé el6rehaladtaval egyre
inkabb szaporodik és 6nap elteltével mar ez is nagymértékben atterjedt a Nutrient-re is
(3. abra).
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3. dbra
Aspergillus terreus DSM 826 (kontroll) a: 1 nap, b: 6 nap elteltével

A gombak novekedését folyamatosan nyomon kovettem és azt tapasztaltam, hogy a
DSM23081 kis mértékben bar, de gyorsabban ndvekedett és ezaltal a 6 nap alatt jobban
elterjedt a taptalajon. Az azonban kijelenthetd, hogy mindkét gombatorzs axenikus
tenyészete életképes és néhany nap alatt el tud szaporodni a Nutrient Agaron.

Az Aspergillus terreus DSM 23081 ¢s a Bacillus megaterium kozos tenyészete
esetén 1 nap elteltével azt tapasztaltam, hogy a baktérium kifejlodott és a tenyészete
beboritotta a teljes agarfeliiletet, valamint a gomba is kin6tt a PDA korongon. Ha
azonban kozelebbrél megfigyeljiik ezt a rendszert, 1athatd, hogy a gombat tartalmazo
agarkorong koriil egy nagyon keskeny, szabad szemmel alig észrevehet6 savban elhalt a
baktérium. Az id6 eldrehaladtaval ez a sav egyre szélesebbé valik és 6 nap elteltével
mar nagyon jol lathatd, hogy az agarkorong koriil kialakult egy adott szélességii
ugynevezett gatlasi zona, ahol sem a Bacillus tenyészet, sem a mikrogomba nincs jelen
(4. abra). Ez azt jelenti, hogy a Bacillus megaterium és az A. terreus DSM 826 hatassal
vannak egymas szaporodasara, interakcioba lépnek egymassal, kolcsonosen gatoljak

egymast.
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4. dabra
A. terreus DSM 23081 és Bacillus megaterium tenyészet a: 1 nap, b: 6 nap elteltével

Ezzel szemben az Aspergillus terreus DSM 23081 ¢és a Bacillus subtilis egyiittes
tenyésztése soran azt tapasztaltam, hogy a baktérium beboritotta a taptalaj teljes
feliiletét, azonban a gomba alig nétt ki a PDA korongon. (5. abra). Ennek oka, hogy az
emlitett baktérium faj teljes mértékbengatolja a gomba szaporodasat. Ez a hatas mar 1

nap elteltével is jol megfigyelhetd, 6 nap elteltével pedig tovabb fokozodik.

5. dbra
A. terreus DSM 23081 ¢és Bacillus subtilis tenyészet a: 1 nap, b: 6 nap elteltével

Erdekes tovabba, hogy a Bacillus subtilis Aspergillus terreus DSM 826-tal valo kozos
tenyészete esetében is gyakorlatilag ugyanezek a tapasztalatok; a baktérium mar 1 nap
elteltévela taptalaj egészén megjelenik, viszont a gomba csak kis mértékben képes

elszaporodni az agarkorongon, hiszen a baktérium nagy mértékii gatlo hatassal van a
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szaporodasara. Ez a 6 napelteltével egyre inkabb megmutatkozik. Megallapithato tehat,
hogy a Bacillus subtilistaz emlitett gombatorzsek egyikével sem érdemes kofermentalni,
hiszen a baktérium szinte teljesmértékben gatolja a gombatorzseket szaporodasukban.

Ezzel ellentétben az Aspergillus terreus DSM 826 és a Bacillus megaterium ko-
kultiurdja esetén mar az elsé nap elteltével azt tapasztaltam, hogy a gomba kifejlodott
PDA korongon és koriilotte jol lathatéan elkezdett kialakulni a gatlasi zona, amely az
eltelt 6 nap folyaman egyreinkabb kiszélesedett. Elmondhaté tehat, hogy ezen mikrobak
interakcioba léptek egymassal, melynek kovetkeztében a gomba koril a
baktériumtelepek nem voltak életképesek.

A megfigyelések alapjan tehat elmondhatd, hogy a Bacillus subtilis DSM 347
tenyészet mindkét rendelkezésemre allo Aspergillus terreus torzset szinte teljes
mértékben visszaszoritotta, ezzel tehat nem érdemes kofermentacids kisérletekbe
kezdeni, hiszen a tavlati célom az A. terreus itakonsav termelése mellett fokozni a
szekunder metabolitok termel6dését. Ezzel szemben a Bacillus megaterium DSM 3228
jelenléte bar hatassal volt mindkét gombatdrzsre és mindkét esetben megjelent a gatlasi
z6na, de az Aspergillust nem olte el, az képes volt elszaporodni az agarkorongon, és
metabolikusan reagalni. Tehat érdemes kiprobalni, hogy a Bacillus megaterium-ot
valamely Aspergillus torzzsel kofermentaljuk, hiszen a mikroorganizmusok hatast
fejtenek ki egymasra, a baktérium jelenléte a 6 napos inkubacio alattmegvaltoztathatta a
gomba viselkedését, ezaltal befolyasolhatja a termékképzését is. A razatott lombikos
modszerrel végzett kofermentacios kisérletet Bacillus megaterium és Aspergillus
terreus DSM 23081 torzzsel inditottam el, mivel azon tal, hogy kialakult a gatlasi zona,

ez a gombatdrzs novekedett gyorsabban.

4.2. Feliileti szélesztés eredménye

A razatott lombikokbol 48 ora elteltével tehat feliileti szélesztést hajtottam végre. A
gomba jol lathatéan elszaporodott az Nutrient Agaron az axenikus és a kofermentacios
rendszerbdl vett mintdk esetén egyarant. A kozOs tenyészet esetén azt vartam, hogy a
baktériumtelepek i1s megjelenjenek a tiptalajon, ez azonban nem kdovetkezett be. A
baktérium 6nalld tenyészetébdl vett minta esetén azonban azt tapasztaltam, hogy bar a
vartnal kisebb szamban, de a telepek megjelentek az agaron, tehat a csirdk egy része
¢letképes maradt. EbbOl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy — mivel a koriilmények
azonosak voltak — a gomba jelenléte miatt vesztették el a baktériumspoérak teljesen az

¢letképességiiket.
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A feliileti szélesztés eredménye tehat megmutatta, hogy a kofermentéciods
lombikokban a Bacillus megaterium nem képes kifejlédni. A kofermentacios kisérletet
azonban érdemes folytatni, hiszen az agarkorongos kompatibilitasi kisérlet azt mutatta
meg, hogy a két mikroorganizmus hatassal van egymasra, tehat feltételezhetd, hogy a
bejuttatott baktérium sporak mar a kezdeti szakaszban kivaltottak valamilyen hatast,
melynek kovetkeztében befolyasoltak a gomba viselkedését, szaporodasat,

termékképzeését.

4.3. A gliikkoz- és az itakonsav-tartalom alakulasa

A kiilonb6z6 rendszerek gliikoz tartalmanak idébeli alakulasat DNS moddszer segitségével
kovettem nyomon. A lombikokban 1év6é cukorkoncentraci6 meghatdrozasahoz kalibrald
egyenest (6. abra) készitettem, majd az egyenes egyenlete alapjan kiszamoltam az

abszorbancia értékekhez tartoz6 koncentracio értékeket és a megfeleld higitast figyelembe
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6. dbra
Kalibradlo egyenes a gliikozkoncentracio meghatarozasahoz

Az adott iddpillanatokhoz tartozo6 itakonsav-koncentraciot HPLC mddszer segitségével
hataroztam meg. A HPLC berendezéshez tartozo szamitogépes szoftver a mérést kovetden
megjeleniti a kromatogramokat, amelyeket rogton ki is tudunk értékelni. A megjelend
csucsoknak kijeloltem a kezdd €s a végpontjat, vagyis azokat a pontokat, ahol a felfutas
elkezdddik, illetve ahol a gdrbe az alapvonalhoz ,,simul”. Ezutan a rendszer integralést
végez és kiszamolja a csucs alatti teriilet nagysagat. A kiértékelést kovetden az abra alatt

talalhato tablazat mutatja a kromatografids cstics(ok) adatait; a retencids id6t €s a csucs alatti
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teriiletet. Az ismert koncentracidju standard-ek felhasznéldséval a cukorméréshez hasonloan
itt is kalibralo egyenest vettem fel, mely segitségével a koncentracié értékek
meghatarozhatdak, amelyekbdl pedig a megfeleld higitasokat figyelembe véve az eredeti
koncentracié visszaszdmolhato. Az R? értéke azt mutatja meg, hogy a mért pontok mennyire
illeszkednek az adott egyenesre, mivel ez jelen esetben 0,9998 és 0,9996, a kalibrald
egyeneseket elfogadhatonak tekintjiik és ez alapjan pontosan meghatarozhatok a
koncentraci6 értékek. Az axenikus gombatenyészetet tartalmazé lombikok, valamint a
kofermentacids rendszerek gliikdz- és itakonsav-tartalmanak értékét az egyes mintavételi
pontokban atlagoltam, majd kiszdmoltam a szdrasokat is és ezt egy kozods diagramon

abrazoltam (7. abra).

Atlagos itakonsav- és gliikdzkoncentracio alakulds
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7. abra

Itakonsav- és gliikozkoncentracio atlagos alakuldsa a két kiilonbozé rendszerben

Ez alapjan elmondhatd, hogy ha az 4tlagokat nézziik, akkor a gliikéz lefutdsdban
tulajdonképpen nincs kiilonbség az axenikus gombatenyészet €s a kofermentacios
rendszerek kozott, mivel minden mérési pontban atfednek a szérasok. Ezzel szemben az

itakonsav koncentracio idébeli lefutasaban tapasztalunk eltérést, az utolsé pontban (240 6ra)
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a szorasok egyaltalan nem fednek at, de a gorbék mar a 168 6rds mintavételi pontnal
kezdenek szétagazni. Fontos megemliteni, hogy bar a sejttomeg alakuldsat nem kovettem
nyomon a mintazasi térfogat korlatozott mennyisége miatt, de valdszintsithetd, hogy 168
ora elteltével a mikroba, ndvekedését illetden, mar a hanyatl6d fazisban van és a szekunder
anyagcseretermékek ekkor kezdenek megjelenni.

Az itakonsav atlagos végsO koncentracioja axenikus tenyészet esetén 0,444 molos, mig a
kofermentacios rendszerben ez az érték csak 0,352, igy a visszaesés kozel 21%. Tehat, ha
csak a fO termék keletkezését tekintjiik, akkor gazdasagilag nem kifizetddé kofermentaciot

végrehajtani, hiszen a baktérium jelenléte negativan hat az itakonsav termelddésére.

4.4. Szekunder metabolitok vizsgalatanak eredménye

A fermentacié végén tehat megvizsgéltam, hogy az axenikus gombatenyészetekben,
valamint a kofermentacios rendszerekben milyen szekunder metabolitok keletkeztek és az
eredményeket Osszehasonlitottam. A kapott kromatogramokon kiintegraltam minden
lehetséges csucsot, majd egy tablazatba kigy(jtottem ezeket, valamint a retencios idoket és a
csucs alatti teriilet értékeit is.

A kontroll rendszerek esetében rendre 12, 14 és 16 db csucsot talaltam, mig a
kofermentacidés mintakban 18, 18 és 19 cstics volt kiintegralhatd. Ezt kdvetden a retencios
1d6t figyelembe véve megnéztem, hogy melyek azok a csiicsok, amelyek az axenikus
(kontroll) tenyészetekben ¢és a kofermentaciés rendszerben is megjelennek, majd
STATISTICA program segitségével megvizsgaltam, hogy van-e szignifikans kiilonbség az
egyes csucsok teriileteiben a két kiilonb6zo rendszer esetében.

11 olyan csucsot talaltam, amely mind a hat lombikbdl vett minta esetén megjelenik.
Ezen csucsok adatait (retencios id6, cstcs alatti teriilet) vittem be a STATISTICA-ba, amely
2-t0l 12-ig szdmozta ezeket a csucsokat. Az itakonsav csucsot standard segitségével
azonositottam a HPLC-n, azonban itt ezt nem értékeltem, hiszen a kis mértékli higitds miatt
a minta — itakonsavra nézve — nagyon koncentralt, ennek kovetkeztében az értéke a nem
linedris tartomanyba esett. Ennek megfeleldlen a 3-as szaml csucsot kivettem az
elemzésbdl. A HPLC-re ezen kivill lovasztatin standard-et is injektaltam, azonban a
mintakban nem jelent meg cstics a lovasztatin retencids idejének megfeleld iddpillanatban,
tehat megallapithato, hogy ezt az anyagot nem termelte a torzs. A szakirodalom egyébirant
eddig még nem vizsgalta az itakonsav tultermeld torzsek lovasztatin termelését, ezért nagy
elérelépés lett volna, ha valamelyik fermentacios rendszerben ez az anyag is megjelenik.

A program az adatokbol atlagot és szorast szamolt, majd ,,boxplot” dbran meg is
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jelenitette ezeket (8. abra), (9. abra), (10. abra).
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8. dbra
2,4, 5, 6 csucsok dobozdiagramjai
0 = kontroll, 1 = kofermentdcio
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Categ. Box & Whisker Plot:  Var7

Categ. Box & Whisker Plot:  Var8
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11, 12 csucsok dobozdiagramjai
0 = kontroll, 1 = kofermentacio

A dobozdiagramokon a kozépso kis négyzet az atlag értékét, a nagyobb ,,doboz” az atlag és a
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szoras Osszegét, a kis vonal pedig a kiugro értékeket jelolik. Ez alapjan elmondhat6, hogy
azon szekunder metabolitokat vizsgdlva, amelyek mindkét fermentacids rendszerben
megjelentek, nincs szignifikans kiilonbség a kontroll és a kofermentacios tenyészetek kozott,
hiszen minden cstcs esetében atfedést tapasztaltam. Azt azonban fontos megjegyezni, hogy
mindkét matrixbol csak 3-3 minta allt rendelkezésemre — hiszen 3-3 lombikkal dolgoztam — a

statisztikai elemzés pontosabb lenne, ha legaldbb 5 adatpontot hasznaltam volna.
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5. Osszefoglalas

A kutatomunkam Soran agarkorongos kompatibilitasi teszt segitségével
megvizsgaltam, hogy a rendelkezésemre allo kétféle Aspergillus terreus torzs és a két
kiilonboz6é Bacillus faj szilard tapkozegben milyen hatassal vannak egymas
szaporodasara. Azt tapasztaltam, hogy a Bacillussubtilis olyannyira antagonista, hogy
mindkét mikrogombat megoli, mig a Bacillus megateriumnem 6li el egyik Aspergillus
terreus torzset sem, de az adott mikrobak mindkét esetben hatassal vannak egymasra és
a gombat tartalmazd agarkorong koriil megjelenik az tigynevezett gatlasi zona. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy ezen két mikroorganizmussal érdemes lehet
kofermentaciot végezni, igy tehat a gyorsabb novekedést mutatd gombaval Aspergillus
terreus DSM 23081-el és a Bacillus megateriummal razatott lombikos moédszerrel
kofermentaciét inditottam. Ezen kiviil harom lombikot axenikus gombatenyészettel
inokulaltam, hogy 0ssze tudjam hasonlitania két kiilonb6z0 rendszer viselkedését. 48
ora elteltével a lombikokbol feliileti szélesztést hajtottam végre, amely sordn azt
tapasztaltam, hogy a gomba és a baktérium kozos tenyészete esetén a bejuttatott
Bacillus sporak mar nem életképesek, ¢és az itakonsav termeltetésre optimalizalt
tapoldat alkalmazasa onmagaban is jelent6s életképesség csokkenéshez vezet. Ennek
ellenére, a kompatibilitasi teszt eredménye alapjan feltételezhet6, hogy a
baktériumsporak jelenléte 1s kivaltott valamilyen metabolikus valaszt, és
befolyasolhatta a gomba termékképzését, ezért a kofermentaciot tovabb folytattam. 96
¢és 168 ora elteltével mintat vettem, majd 240 ora elteltével leéllitottam a fermentaciot
¢és ekkor is mintat vettem. A gliikdzkoncentracidé iddbeli alakuldsat DNS modszer
modszerrel kovettem nyomon. Az axenikus gombatenyészet és a kofermentacios
rendszerek Osszehasonlitdsdhoz a cukortartalom és az itakonsav-koncentracid idébeli
lefutasat abrazoltam, ami alapjdn elmondhatd, hogy van eltérés a kétféle fermentacio
kozott. Megallapithato, hogy a Bacillus jelenlétében a gomba kevesebb itakonsavat
termelt.

A végsd mintat egy masik HPLC moddszerrel is analizaltam, annak érdekében, hogy
megvizsgaljam, a szekunder metabolitok termelodését figyelembe véve van-e
kiilonbség a két rendszer kozott. Tovabba a rendelkezésemre 4ll6 lovasztatin standardet
haszndlva vizsgéltam, hogy valamelyik fermentaciés kozegben megjelenik-e a

lovasztatin. A keletkez6 szekunder metabolitokat attekintve azt tapasztaltam, hogy azon
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anyagcseretermékeknél, melyek mindkét matrixban megjelentek, nincs szignifikéns
kiilonbség a metabolitok mennyiségét illetden, valamint az is megallapithatd, hogy a
gombatdrzs nem termelt lovasztatint (egyik rendszerben sem). Osszességében tehat
elmondhat6, hogy ebben a formaban nem érdemes kofermentacidt végezni, hiszen a
baktérium jelenléte nem indukalta a szekunder metabolitok tovabbi termelddését,

emellett viszont negativ hatassal volt az itakonsav, mint f6 termék keletkezésére.
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Mellékletek

Az alabbi két &bran a szekunder metabolitok vizsgadlatinak kromatografias

eredményei lathatdak egy kontroll és egy kofermentacios lombik esetében.
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Result Table (Uncal - kontrol 2 SX022.09.29. 10 33 09 2 1 - Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Heght wos Compound
[min] [miv.5) [miv) (%] %) {min] Name
1 7,007 208,554 23,009 61 531 0,15
b 7,650 2542, 166 370,387, 86,0 B8] 0,15;
3 8,700 9,830 1,738 03 03] 0,13]
T 10,483 116,187 18,278 34 437 0,10
P i 10,633 7,968 1,352 0.2 0,3 0,12
3 12,367 26,455 4,047 0,7 0,51 0,121
7 15,350 11,502 1,481 03 0,3! 0,13!
g 16,217 2,551 0,461 01 0,1 6,12}
9 16,550 46,681 7,915 14 18; 0,12
10 17,433 10,070 2,118 02 0,5 0,08
11 18,550 5,300 0,847 0.2} 02; 0127
i2 18,850 5,656 1,060! 02! 0,37 010!
13 19,633 3,600 0,722 0,1} 0,2! 0,10!
i1 14,883 18,486 2,603 [X3] 0.6 0,131
15 20,267 1,542 0,286 0,01 0,1 0,101
6 : 20,757 §,74 0,527 0.3: 0,2; 0,12
TN ok 5 3a2L4% 436,558 100,0} 00,0} f

M-1. abra
Kontroll rendszer
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Result Table (Uncal - koferm_1 $2022.09.29. 12 21 31 4 1 - Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height wos Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] Name
1 6,967 315,747 34,500 9,0 7,7 0,15
2 7,800 2821,628 357,576 80,9 79,8 0,15
3 8,617 9,866 1,263 0,3 0,3 0,13
4 10,433 120,577 18,869 3,5 4,2 0,10
5 10,767 5,373 0,929 0,2 0,2 0,10
6 12,100 57,780 9,525 1,7 2,1 0,12
7 15,267 27,469 3,163 08 0,7 0,12
8 15,650 4,491 0,841 0,1 0,2 0,12
9 15,950 3,836 0,705 0,1 0,2 0,10
10 16,167 3,903 0,706 0,1 0,2 0,12
11 16,500 25,346 4,153 0,7 0,9 0,10
12 16,833 22,197 4,519 0,6 1,0 0,10
13 17,383 21,808 4,106 0,6 0,9 0,10
14 18,167 1,061 0,230 0,0 0,1 0,10
15 18,317 2,024 0,460 0,1 0,1 0,10
16 18,533 13,900 2,590 04 0,6 0,10
17 19,350 27,124 3,058 08 0,7 0,17
M-2. abra

Kofermentacios rendszer
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A kovetkez6 két abran az itakonsav-, illetve a lovasztatin-standard kromatogramja lathat6. Ezek
alapjan az itakonsav cstcs egyértelmiien beazonosithatd a fermentacidos mintdkban, mig az is

megfigyelhetd, hogy lovasztatin nincs egyik rendszerben sem.

[mv] %o
— 1 mM itakonsav st $S2022.10.06.13_07_08_02_1 - Channel 1
400 — 1 mMitakonsav st S2022.10.06. 13_07_08_02_1 - Channel 2
~80
300+
200 Leo
> g
=) 3
£ 100 8
2 %
Al ta0 @
| N = — —
| ~ d
n 7
-100+ /
e ‘/ =20
~_ /
-200+ S __.rxf«"’/
T T T T 0
0 10 20 30 40
Time [min.]
Result Table (Uncal - 1 mM itakonsav st 52022.10.06. 13 07 08 02 1 - Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] Name
No peak to report
Result Table (Uncal - 1 mM itakonsav st $2022.10.06. 13 07 08 02_1 - Channel 2)
Reten. Time Area Height Area Height wos Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] Name
1 7,867 3134,213 441,086 100,0 100,0 0,13
Total 3134,213 441,086 100,0 100,0
,
M-3. dbra

1 mM itakonsav standard
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o)

1,57

1,0

Voltage

0,0

— 1 mg ml lovasztatin st S2022.10.06.10_31_34_01_1 - Channel1
~80
—60
o~
o —40
™
o~
* -20
T T T 0
10 20 40
Time [nin.]
Result Table (Uncal - 1 mg ml lovasztatin st S2022.10.06. 10 31_34 01_1- Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height w05 Compound
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min] Name
21,600 23656,380 1449,109 85,2 85,1 0,25
23,850 4120,274 253,902 14,8 14,9 0,27
Total 27776,654 1703,011 100,0 100,0
M-4. abra

1 mg/mL lovasztatin standard
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