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1., Bevezetés és célkitiizés

A jelenlegi technologiai fejlédés és iparosodas mellett kdrnyezetiink folyamatosan
akkumulalédik kilonféle szennyez6é agensekkel, tobbek kdzott a nehézfémekkel. Természetes
jelenlétik es széleskort felhasznalasuk miatt a nehézfemek mikro- és makroszennyez6dések
formajaban elkeriilhetetleniil jelen vannak a talajban, a levegében és a természetes vizekben. A
novényekben torténd akkumulacié kdvetkeztében a szennyezddések a taplaléklancba is konnyt
szerrel bekerulhetnek, testiinkben a szennyezett taplalék fogyasztasaval felhalmozddhatnak. Ez
kulénosen gondot jelent a nehézfémek esetén, melyek mar alacsony koncentrdcioban is
citotoxikusak lehetnek, az emberben pedig rakot okozhatnak [1]. Kornyezetiink és egészséglink
veédelmének érdekében sziikségszerli az ember ipari tevékenysége altal érintett teriiletek
rekultivacioja.

A bioremediécio egy hulladékkezelési metddus, mely sokkal kornyezetbaratabb és
koltséghatékonyabb a konvencionalis kémiai és fizikai modszerekkel Gsszevetve, alkalmazasa
soran €16 organizmusok segitségével karmentesitjiik a szennyezett teriiletet. Ezen eljaras
sziikebb teriiletét képezi a fitoremedidcido, mely valamilyen szennyezd agensre
hiperakkumulator novény segitségével teszi lehetévé a kontaminalt terilet helyreallitasat.

A nehézfémeket a mikroorganizmusok és a névények valtozatos moédon és mennyiségben
képesek eltavolitani a talajpdl. Az eljarast kovetden az alkalmazott ndvények, valamint a
biomassza feldolgozéasa elengedhetetlen, hiszen ezek a remediaciot kovetden tartalmazzak a
szennyez0 agenst. A biomassza feldolgozésa az esetek jelentds részében égetéssel torténik, mig
Kutatocsoportunk célul tlizte ki ennek tovabbi feldolgozasara alkalmazhatd, hulladék
keletkezését minimalizal6 és egyben bioetanol elballitasat lehetévé tevo eljaras kidolgozasat.

Arra kerestink valaszt, hogy a kisérletek alapjan meghatarozott nikkel koncentracio
mellett, magas keményit6 tartalm® szintetikus taptalajon mekkora etanol kihozatal érhet6 el a
keményité enzimes el6emésztése nélkiil, savkatalizalt hidrolizist kovetd monokultaras, illetve
kokultarés fermentacio soran.

Ennek megvaldsitasdhoz az eldkisérletek soran szamos tényez6t vizsgalunk meg, tobbek
kozott az altalunk hasznalt torzsgytijteményi Bacillus subtilis, a természeti mintabdl izolalt
Bacillus sp., az ipari Saccharomyces cerevisiae és a vad tipust Saccharomyces sp. SC_NYH_1
sejtvonalak keményit6 hasznositasat és a nikkel(l1)-ion tolerancidjat.

F6 kisérletiinkben Osszehasonlitjuk az ipari €s vad tipusii Saccharomyces cerevisiae

sejtvonalak alkoholkihozatalat szachar6z szénforrasb6l kiindulva, nikkel koncentracio gradiens



mentén. Megvizsgaljuk emellett a nikkel teljes gatlasi koncentracidjat figyelembe véve a vad
tipusu ¢leszt6 alkoholkihozatalat keményitd szénforrasbdl kiindulva monokultdrasan, illetve az

altalunk izolalt Bacillus sp.-szel kokultdrasan.



2., Szakirodalmi attekintés

Jelen fejezetben attekintjik a munkank soran eléforduld kisérletek értelmezésehez
szlikséges minimalis elméleti hatteret. Els6sorban attekintjik a bioremediacidval kapcsolatos
alapismereteket, mely kutatasi témank alapveté motivacioja, valamint ehhez kapcsoléddan
kitértink a nikkel hiperakkumulator névényekre.
sejtciklusat, tapanyag sziikségletiiket, emellett a nikkel felvételével és nehézfém toleranciaval
kapcsolatos korabbi kutatasok kovetkeztetéseit.

Mind ezutdn Kitériink a Saccharomyces cerevisiae-vel, mind monokultdras, mind
kokulturas dsszetételben, kiilonbozé paraméterek mellett torténd alkoholos fermentéciora, mely
a kutatocsoportunk altal kidolgozott eljaras o 1épéséhez szolgal hattérinforméacioval.

Az attekintés soran hasznalt szakirodalomra vonatkozé hivatkozasokat a dolgozatban
szOgletes zarojelbe tett arab szdmokkal jel6ljuk, és a dolgozat vegén talalhato ,, Hivatkozdsok”

c. fejezetben adjuk meg.
2.1., Bio- és fitoremedi&cio

A bioremediacié tdg fogalomként hasznalatos, a természetbe keriilt szennyez6dések
bioldgiai rendszerek felhasznalasaval torténd karmentesitését foglalja magaba, mely sziikség
esetén fizikai és kémiai kezelésekkel is kombinalhatd. A karmentesitésnek gyakran része egy
redoxreakcio, melynek segitségével a szennyezGanyagokat egy artalmatlan vagy kevésbé
toxikus, stabil, kevésbé mobilis vagy inert formaba hozzuk [1].

Szamos el6ényei k6zott szerepel, hogy in situ, azaz a kontaminacio helyén torténéd
remedidciora is alkalmas technologia, igy a karmentesités helyére torténd szallitas kockazatai
és koltségei nem jelentenek problémat. Emellett noninvaziv eljaras lévén az 6koszisztéma
karosodasa is jelent6sen kisebb. Hatranya, hogy a kdrmentesités sikeressége szamos kornyezeti
faktortol fugg [1, 2]. Ezek kdzé sorolhat6 a tapanyagok aranya (mely szennyezett teriileteken
az altalanostol eltérd, jellemzdéen a szénvegyiletek (pl. aromas vegylletek, pl. antracén
vizoldhaté szarmazékai, anilin szarmazékok, nagy szénlancu alkanok) tobbsz6ros
mennyiségben vannak jelen), a szennyezd anyagok anyagi mindsége (halmazéllapot, toxicitas
stb.), talajszerkezet (foként homok, iszap és agyag aranya), pH, nedvességtartalom,

hémérséklet, oxigénszint, mikrobialis diverzitas stb.



Egyarant a bioremediacié részét képzik kilonféle mikroorganizmusok, valamint
ndvenyek (és hozzajuk tarsult mikroorganizmusok) felhasznalasa az emlitett célra. Az el6bbi
kategdriaba sorolhaté esetek mindegyikében mas biologiai rendszer végzi a remediéciot:
bioszorpcid esetén holt mikrobialis és mez6gazdasagi biomassza, biostimulacio esetén él16
mikrobialis populacid, mycoremediacid esetén gombéak, mig cyanoremediicid esetén
cianobaktériumok vegzik a remediéciot [2].

A mikrobialis bioremediacié soran kihasznalhatok a mikrébdkban zajl6 enzimatikus
atalakulasok, melyek egyes fémionokat artalmatlan, kevéshé toxikus vagy inert formaba
hoznak. A bioszorpcié oldott komponensek alacsony koltségii bioldgiai anyagokkal vald
eltavolitasat jelenti. Ez lehet metabolizmus fliggd (pl. membranon keresztiil torténd transzport,
csapadeékképzddés), valamint nem metabolizmus fliggd (pl. csapadékképzddés,
komplexképz6dés, ioncsere, fizikai adszorpcid), mig a sejten beluli helye alapjan lehet
intracellularis ~ adszorpcio  (pl. membréanon  keresztlli  transzport), sejtfelszini
adszorpcio/csapadékképzddés (pl. komplexképzddés, ioncsere, fizikai adszorpcid), valamint
extracellularis adszorpcio (pl. csapadékképzodés). A gombak nehézfém tolerancia kialakitasa
vegett létrejott mechanizmusai kozé tartozik az akkumulacio, intra- és extracellularis
csapadékképzés és a vegyertékvaltas, igy potencialis biokatalizatorok bioremediacios
technologiakhoz [1].

Ha novényeket, valamint rizoférikus mikroorganizmusokat stimulalunk remediaciora,
akkor fitoremediaciorol beszélhetlink, mely egy kérnyezetbarat in situ remediacids technoldgia,
vagyis a szennyezOdés helyén torténik maga a karmentesités is. A novények kuilonféle
mechanizmusok utjan tavolithatjak el a szennyezdanyagokat, tdbbek kozoétt fitoextrakcio,
fitostabilizacio vagy fitoimmobilizacid, fitovolatilizacid, fitodegradacié és rizodegradacio
segitségével [3, 4].

A fitoextrakcio esetén a szennyezoket a gyokeren keresztil veszi fel a néveny, melyet
fitostabilizacio (példaul a hajtasokban torténd akkumulacio) kovet, melynek kdszonhetéen a
szennyezOdések ezentil nem keriilhetnek bele a talajvizekbe és/vagy a téplaléklancba. A
fitovolatilizacio soran az illékony nehézfémek (pl. Se és Hg) g6z formajaban elparologhatnak
a levelek felszinérdl. Fitodegradacio a szovetek belsejében torténd, enzimek altal katalizalt
reakcio, melynek soran torténhet csapadékképzés, komplexképzés vagy atmeneti fémek esetén
vegyertékvaltdsa is. Rizodegradacid esetén a rizoszféraban €16 mikroorganizmusok
akkumulaljak a fémeket.

A talaj szennyezettségének mértéke, valamint az alkalmazott novény fémionfelvételi

képessége meghatarozzak a fitoremediacio sikerességét. Ezen technoldgia soran alkalmazott
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ndvenyek un. hiperakkumulator novények, melyek magas nehézfém akkumulacios potenciallal
rendelkeznek [1]. llyen ndvenyek altaldban hosszu tavon nehézfem szennyezett terileten
talalhatok. A hiperakkumulator ndvényekben a nehézfémek raktarozasa és a komplexképzés
rendszerint jelentOsen eltér a nem-hiperakkumulator novényekétdl. A fémionok jelends része
ligandumokhoz ¢és alacsony molaris tomegli proteinekhez kotédik, igy csak toredékiik van
szabad ionként jelen. A nikkel példaul elsésorban a hisztidinnel képez komplexet az Alyssum
lesbiacum nikkel hiperakkumulator névényben, ahol a nikkel felvételt kdvetéen a szabad
hisztidinszint folytonos novekedése volt megfigyelhetd, mig az Alyssum montanum nem
hiperakkumulator rokonfajndl ez nem volt tapasztalhat. Amint a rokonfajt hisztidinnel
kezelték, a novény nikkel toleranciaja megemelkedett [5].

A nikkel hiperakkumulator ndvényekre nagy hangsuly kerilt nemrégiben, egyrészt a
konnyen elérhetd monitorozasi tesztnek, masrészt a globalis szinten bdséges nikkel szennyezett
teriileteknek koszonhetéen. A legtébb ndévényben bizonyos nehézfémkoncentraciot elérve a
hajtasokban — nikkelt tekintve megkozelitéleg 50-100 pg/g esetén —, a fitoextrakcid kihozatala
csokken a fitotoxicitads miatt [5, 6]. A van der Ent &ltal meghatarozott kdvetelmeény szerint
nikkelre tekintve hiperakkumulator ndvénynek szamit, melynek szaritott levele legalabb 1000
ug/g koncentracioban tartalmaz nikkelt [5, 7, 8]. Csak a kordbban emlitett Alyssum
nemzetségben 48 kiilonbdz6 nikkel hiperakkumulator fajt fedeztek fel, melyek levelének szaraz
biomasszaja 1000-30000 pg/g nikkelt tartalmaz, példaul az Alyssum murale 20000 ug/g nikkelt
képes akkumulalni [6], mig az Alyssum bertolonii megkdozelitéleg 10000 ug/g-ot [8]. Az utdbbi
hiperakkumulator esetén megfigyelték, hogy a talaj nikkeltartalma és a nikkelfelvétel kdzott
jelentés mértékli pozitiv Osszefiiggés allapithatdo meg. Emellett megfigyelték, hogy a
nyomelemek elérhetésége szerpentin talajokban a pH emelkedésével exponencialisan csdkken.
Ezek mellett a Thlaspi goesingense hiperakkumulator novény szaraz témege 9490 ug/g nikkelt

tartalmaz [4], a Streptanthus polygaloides 14800 ng/g-t [8].
2.2., Saccharomyces cerevisiae és rokonfajok habitusa, fobb jellemzd6i [9]

A Saccharomyces cerevisiae a Fungi orszagba, az Ascomycota torzsbe, ezen belil a
Saccharomycetaceae csaldd Saccharomyces nemzetségébe tartozd eukariota egysejtii
mikroorganizmus. Vad tipusa fellelhetd érett gylimolesok feliiletan, rovarok és melegvérii
allatok gyomor- és bélrendszerében és testiik felszinén, valamint a talajban és természetes

vizekben vilagszerte. Igen kedvelt modellszervezet, mivel eukariota Iétére kdnnyen



tenyészthet6 és elemezhetd, akar a baktériumok. Mindemellett mitokondrialis Gtvonalai nem
térnek el 1ényegesen mas eukaridtakétol.

A 10-14 napon at inkubdlt sejtek élesztokre jellemzé morfoldgidju, krémszint, dombord,
kozépen csucsos és €p szélii telepeket hoznak létre. A sejtek szabalytalan alakja tipikusan
¢lesztOkre jellemz6. Gram festés moOdszere adaptalhatd élesztégombakra, ennek soran lilara
festddnek, mivel sejtfaluk egy vastag peptidoglikan réteget tartalmaz, igy hasonlit a Gram-
membrénrendszer teszi lehet6vé.

Haploid és diploid formaban is stabilan ndnek. A ketté kozott az ivaros szaporodas,
valamint a meiozis jelent atmenetet. Az ivartalan szaporodas mind haploid és diploid formaban
lehetséges mitdzissal, azon belul sarjazdassal torténik, melynek soran az anyasejt csucsarol egy
kisebb leanysejt flizodik le, egy anyasejt altalaban nem tébb, mint 20-30 sarjsejtet alkot. A
lefliz6dés helyén keletkez6 heg a Berkeley test, mely a Saccharomyces cerevisiae sejtekre
jellemzd. A Sabouraud-féle dextr6zos vonalon, valamint Yeast Extract-Pepton-Dextrose (YPD)
médiumon jol tenyészthetd.

A Saccharomyces cerevisiae fakultativ anaerob, igy respiracié soran a terminalis elektron
akceptor lehet O, vagy ettél kiilonbozé vegyiilet is. Oxigén jelenlétében a glikéz a
mitokondrialis légzési elektron transzport lanc segitsegével CO»-da és vizzé alakul. Anaerob
koriilmények kozott egyediil a glikolizis soran nyerheté energia, igy a mikroorganizmus nem
nd olyan gyorsan, ekkor alkoholos fermentacidé soran a glikoz etanolla, valamint CO2-da és
egyéb melléktermékekké, példaul glicerolla alakul.

Mivel kemoorganotrof fajrél van szo, igy szénforrasként szerves vegyuleteket hasznal,
melyeket széleskoriien tud hasznositani. Kizardlag 3, 6 és 9 szénatomos cukrokat hasznosit. A
gliikoz a f6 szénforras, melybdl glikolizis és citromsavciklus folyaman nyer ATP-t. A gliikoz,
a frukt6z és a manndz felvételére egy transzportrendszer all rendelkezésre, a galaktoz, az a-
metil-D-gluk6zid, a maltéz és a maltotrioz szdmara indukalhatd transzportrendszerek
elérhetdek. Mig a négy elébbi nem igényel energiat, az utobbi harom aktiv transzportként
jellemezhetd.

A cukorhasznositas soran az els6 1épés egyike a kovetkezdknek: 1) a cukor transzportja a
sejtmembranon keresztil, 2) a cukor extracellularis hidrolizise utan a termékek vagy azok egy
része bejut a sejtbe. A maltdz transzportja példaul fliggetlen, indukalhat6 Gton torténik, majd a
maltdz intracellularisan bontja két glik6zza. A szachar6zt extracellularisan glikdzra és
frukt6zra bontja az invertdz enzim, ezutan keril sor a termékek transzportjara. A két enzim

reakciosémajat lasd az 1. és 2. abran.
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2. dbra Az invertaz enzim reakciésémaja (forrds: BRENDA Enzyme Database nyilt forraskddi
adatbazis, https://www.brenda-
enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.26&Suchword=&reference=& UniProtAcc=&organism%5B%5
D=Saccharomyces+cerevisiae , utolsé hozzaferés: 2022. 11. 17.)

Az ¢lesztOk azonositasara alkalmas auxanografias vizsgéalatok (API 20 C AUX vagy API

Candida tesztsorozat) meghatarozasi tablazatai informaciot adnak arrol, hogy egyedili

szénforrasként mely vegyileteket hasznositja jol (lasd 1. tAblazat), milyen cukrokat fermental,
mindemellett a vizsgalt enzimek kozlil melyeket tartalmazza (lasd 2. tablazat) a

Saccharomyces cerevisiae.

1. tablazat APl 20 C AUX auxanografias tesztsorozat meghatarozasi tablazata. Az eredmények
Saccharomyces cerevisiae-re vonatkoznak, melynek 352-es koraipari torzse és annak tizedgeneracioi
kiilon vannak feltiintetve (1, 2). Fels6 sor, balrol jobbra: gltikdz, glicerol, 2-keto-D-gliikonat, L-
arabindz, D-xil6z, adonitol, xilitol, galakt6z, inozitol, szorbitol hasznositasa. Alsé sor, balrél jobbra:
a-metil-D-glukozid, N-acetil-D-glik6zamin, cellobidz, laktéz, maltz, szachar6z, trehal6z, melezitoz,
raffindz hasznositasa.

GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO SOR
1 + +/- - - - - - + - +/-
2 + + - - - - - + - +
MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HYPH
1 +/- - - - + + + +/- + +-
2 + - - - + + +/- + + +/-
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https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.26&Suchword=&reference=&UniProtAcc=&organism%5B%5D=Saccharomyces+cerevisiae

2. tdblazat: API Candida auxanografias tesztsorozat meghatarozasi tablazata. Az eredmények
Saccharomyces cerevisiaere vonatkoznak. Fels6 sor, balrdl jobbra: glikoz-, galaktdz-, szacharoz-,
trehaldz-, raffin6zbol torténd savtermelés. Also sor, balrol jobbra: B-maltozidaz-, a-amilaz-, -
xylosidaz-, B-gliikoronidaz-, uredz-, N-acetil-b-glikdzaminidaz-, p-galaktozidaz enzimek kimutatésa.
Az alahtizott vizsgalatokat anaerob koriilmények kozott, inokulaciot koveten asvanyi olajjal lefedve
kell végezni.

GLU GAL SAC TRE RAF BPMAL
+ + + +/- + -

oAMY | BXYL | BGUR | URE | BNAG | BGAL

2.3., Saccharomyces cerevisiae nikkel felvételét, transzportjat es nikkel

rezisztenciajat befolyasolo tényezék

A nikkel egy bivalens atmeneti fém, mely a ferromagneses elemek kozé tartozik.
Természetesen jelen van tengerekben, meteoritokban, valamint a foldkéregben, jellemzéen mas
elemekkel, oxidokkal és szulfidokkal egyidejlileg. Biologiai rendszerekben jellemzb6en +2-es
oxidacios szammal fordul eld. Kedvezo fizikai €s kémiai tulajdonsdgainak kdszonhetden az ipar
szamos teriiletén hasznositasra keril, tobbek kdzott a kohaszat, az 6tvozés, a galvanizalas és a
nikkel-kadmium akkumulatorok gyartdsa soran — mely mostanaban hattérbe szorult—. A
gyartasi folyamatok mellett az Gjrahasznositas es az ipari hulladékkezelés altal is a kdrnyezetbe
kertlhet.

Az atmeneti fémek fizikai (példaul oldhatosag) és kémiai (példaul ionok oxidacios
felnasznaldas  szempontjabdl, altaluk  fontos  szerepet jatszhatnak  példaul az
elektrontranszportban.

Ugyanezek a tulajdonsagok azonban lehetdséget adnak a citotoxicitasra is, mely szdmos
formdban megnyilvanulhat fémiontol és fajtol fliggden. Lehetséges tobbek kozott enzimek
inaktivalasa (konforméacidéjuk megvaltoztatasa, denaturalasuk), membran transzporterek
szerkezetének megvaltoztatasa, egyéb biologiailag jelentds molekulak funkcios csoportjanak
vagy transzportitvonalanak blokkolasa, szerkezetiik megvaltoztatasa [1, 10]. A Ni?*-rél ismert,
hogy magasabb koncentraciéban szerves savakkal, nukleotidokkal, aminosavakkal és
foszfolipidekkel kdlcsonhatasba Iép, valamint potencialisan gatolja a makromolekulak példaul
proteinek vagy nukleinsavak szintézisét, igy zavarva a sejt biokémiai folyamatait [11]. A

bivalens kationok kozott raadasul a nikkel az egyik legstabilabb komplexeket képezi [12].
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2.3.1., Nikkel felvétele, transzportja és az ezt befolyasol6 tényezék

Egy fémion toxicitasat nagyban befolyasolja, hogy milyen médon képes bejutni a sejtbe.
Kisérleti tapasztalatok alapjan a Saccharomyces cerevisiae fémionfelvétele szamos tényez6t6l
flgg, koztlk a pH-tol, a kezdeti fémionkoncentraciotol, egyéb fémionok jelenlététdl, valamint
kis mértékben a hémérséklettdl [13]. A mikroorganizmusok sejtmembrénja vagy sejtfala
fiziologiasan negativ toltési a jelen 1évé funkcios csoportoknak (karboxil-, hidroxil-, amino-,
és foszfatcsoport) koszonhetéen [14]. Ennek kdvetkeztében a kationok és a sejtfal kozott
elektrosztatikus vonzoerd van jelen, mely serkenti az emlitett ionok kdtddését a sejt felszinéhez,
mely egy reverzibilis folyamat. A fémionkoncentracié emelkedésével a sejt felszine egyre
kevésbé lesz negativ toltésii, ezt bizonyitja, hogy a Chen és mtsai. altal végzett mérések soran
a Ni** és Cu?" koncentréacidjat 107 M-r6l lépcsézetesen 103 M-ra novelve csokkent a sejtek
elektroforetikus mozgékonysaga [14].

A Dbivalens kationok azonban keépesek bejutni a sejt belsejébe, rdadasul tobb
tanulmanyozott mikroorganizmus, kéztiik a Saccharomyces cerevisiae eseteben a sejt felszinén
kotott fémionok mennyisége elenyész6, ahhoz a mennyiséghez képest, amit a sejt
energiaigényes folyamatok soran kepes felvenni [15]. A féemionfelvételt azonban megfeleld
mennyiségl anion felvételével vagy kation kiaramlasaval kompenzalni kell, hogy a sejt toltése
kifele tovabbra is semleges maradjon. Bivalens kationok felvétele soran, tapanyagelvonasi
stressz mellett a H* kidramlasaban nem volt megfigyelheté valtozas, a K™ kidramlas, mely
altalaban alacsony, viszont jelentésen megnétt [16]. Fuhrmann és Rothstein megallapitottak,
hogy a Saccharomyces cerevisiae-ben a Ni?*, Zn?* és a Co?*, Rothstein és mtsai. altal korabban
lefrt Mg?* és Mn?* transzportttvonalat hasznaljak [16, 17]. Az emlitett Gtvonal még kevéssé
ismert, azonban az aktiv transzportrendszerek szamos tulajdonsdgaival rendelkezik. Miikodése
csokkent tapanyagelvonasi stressz mellett, inorganikus foszfat jelenlétében viszont képes volt
regeneralédni.

A kezdeti fémionkoncentracid, valamint a jelen 1évd egyéb ionok egyardnt hatdssal
vannak a fémionfelvételre. Chen és mtsai. a korabban emlitett kisérletiik soran megallapitottak,
hogy a pillanatnyi fémionfelvétel egyenesen aranyos a kezdetben hozzaadott fémion
koncentracioval [14]. Szintén megfigyelhet6 volt, hogy a rézfelvételt egyértelmiien serkentette
a nikkel jelenléte, forditott helyzetben viszont nem volt hasonld hatas megfigyelhetd.
oldatban. A toxicitas szempontjabdl donté fontossagu a pH, minden mikroorganizmusnal mas

pH tartomanyon figyelheté meg toxicitas. Ezek mellett megfigyelhetd, hogy az élesztok
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bioszorpcios képessége a pH novelésevel, bar nem lineéris 6sszefliggés szerint, de alapvetéen
n6 [13]. Padmavathy és mtsai. megallapitottadk egy nikkellel és Saccharomyces cerevisiae-vel
végzett kisérlet folyaman, hogy a fémionok adszorpcidja a sejtfelszinen 1évé negativ toltésii
funkcios csoportok ionizalasaval torténik, ezaltal a pH hatasa feltehetéen abban nyilvanul meg,
hogy a hidroxidionok versengenek a fémionokkal az aktiv kotési helyekért [18]. Tovabb4,
alacsony pH esetén az oxéniumionok mennyisege magasan meghaladta a nikkel ionokét, igy az
utobbi nem tudott kotédni a sejtfalnoz. A pH ndvekedésével az oxdniumionok affinitasa
csokkent, igy n6tt a nikkel adszorpcios képessége. Tul magas pH értékeken nem végezték el a
kisérletet, hogy elkeriiljék a nikkel kivalasat csapadék formajaban. A nikkel adszorpcios
kapacitasanak maximumat pH 6,75 értéken érte el, mely 11,4 mg/g volt. A tdl alacsony pH a
Saccharomyces cerevisiae esetében példaul pH 5 alatt jelentés csokkenés tapasztalhato a
nikkelfelvételben [16].

2.3.2., Nikkel okozta valtozasok a sejtfelszinen és az intracellularis térben

A fémion bejutasanak sejt belsd terébe szamos kovetkezménye lehet, beleértve a sejt
feluletének toltésében, a sejtmembran integritasaban, az intracellularis aminosavkészletben
vagy az ion homeosztazisban megfigyelt valtozasokat. Egy korabban emlitett kutatas soran a
cerevisiae sejtek felszinének toltése egyre pozitivabb lett, mindemellett a nikkel kot6dése a
sejtfalhoz valtoztatott a sejtfelszin integritasan [14]. Joho és mtsai. a Saccharomyces cerevisiae
0605-S6 vad tipusu és NO8 Ni-rezisztens mutans sejtvonalait vizsgalva a szabad
aminosavkészlet kapcsan tapasztaltak dsszefliggéseket. A legtdbb aminosav szintje mindkét
sejtvonal esetén csokkent nikkellel kiegészitett tapoldatban, mig a hisztidinszint a nikkel
koncentracidjanak emelkedésével nétt, ezzel fenntartva egy allandé hisztidin-nikkel molaris
aranyt, mely megkozelitéleg 1,4-1,8 [19]. A Saccharomyces cerevisiae-ben az aminosavak
jelent6s része a vakudlumokban talalhato [20], tehat feltehetdleg az NO8 nikkel-rezisztens
sejtvonal esetén a nikkel a citoszolbdl egy vakudlumba keril és hisztidinnel komplexet képez
[21].

A nehézfémrezisztenciahoz kothetd mechanizmusok Joho és mtsai. szerint két csoportba
sorolhatok:

1) az akkumuldcio csokkentése kelatképzé dagensek vagy a transzportutvonal
elégtelensége altal, vagy

2) a fémion intracellularis eloszlasanak megvaltoztatasa intracellularis molekulakhoz
valo kotédéssel [11]. Nikkel rezisztens Saccharomyces cerevisiae mutansok példaul az 1.
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kategorianak megfeleléen csokkentik a nikkelfelvételt a magnézium transzportrendszerén
keresztll. Ezek a mutansok gyakran a kobaltra is rezisztensek, mivel a kobalt ugyanazt a
transzportrendszert hasznalja, mint a nikkel. A vaku6lumok az intracellularis pH, az ionok és a
metabolitok szabalyozasaban betoltott szerepiiknek koszonhetéen a 2. kategoria kapcsan nagy
jelent6ségilk van. Hibas vakuolaris funkcioval rendelkezé Saccharomyces cerevisiae mutansok
esetén befejezetlen morfologiai fejlédést és a H'-ATPaz aktivitasban valod valtozasokat
tapasztaltak. Ezek a mutansok stresszes korilmények kdzott, példaul alapvet6 aminosavak
tobblete esetén, vagy nehézfémionok jelenléte mellett nem tudtak noni. Ez alatamasztja, hogy
a vaku6lumoknak fontos szerepe van a fémionokkal szembeni rezisztenciaban.

Kiclikgdze és mtsai. egy nikkel-hiperrezisztens Saccharomyces cerevisiae populaciébdl,
mely 5,3 mM NiClz-dal szemben is képes ellendllni, 12 egyedilalld mutanst (M1-M12)
vizsgaltak, melyek kozil az M9 nikkelre kiemelten rezisztens volt és emellett kobaltnak,
vasnak, cinknek és mangannak is ellenallt [22]. Gliikk6zon torténé anaerob ndvekedés soran
0,15 mM NICly jelenléte semmilyen jelentds hatassal nem birt a maximalis specifikus
ndvekedesi ratara az M9 mutans esetén, mig a referenciaként hasznalt sejtvonalnal 40%-os
csokkentést tapasztaltak. Az etanol-, a glicerol- és az ecetsavtermelésre a nikkel csak a
referencia sejtvonal esetén volt hatassal. Ezek mellett szintén tapasztaltak, hogy a trehaldzszint,
mely nikkel hianyaban megkozelitéleg egyezik az M9-ben és a referencia sejtvonalban, nikkel
stressz esetén az M9-ben haromszorosara, mig a referencia sejtvonal esetén csupan
masfélszeresére noétt. Az egész genomot érintd transzkriptomikai elemzeés alapjan
megallapitottak, hogy a vas-homeosztazishoz, a stresszvalaszhoz és az oxidativ karosodashoz
kapcsolodo gének expresszidja erételjesebbe valt. A nikkel kémiailag hasonlit a rézhez, a
kobalthoz és a cinkhez, igy képes kiszoritani ezeket a sejtbol, mindemellett beavatkozik a
vasfelvételbe, valdsziniileg a vas-homeosztdzishoz kothetd gének talzott expresszidjat

eredményezve.
2.4., Alkoholos fermentécié Saccharomyces cerevisiae felhasznalasaval

A Saccharomyces cerevisiae fakultativ anaerob mikroorganizmus Iévén oxigén
hianyaban a glikolizis végtermékét, a piruvatot hasznositja, mint termindlis elektron akceptort.
Ezt a folyamatot a piruvat dekarboxilaz enzim katalizalja és acetaldehid mellett szén-dioxidot
eredményez. Az acetaldehid tovabb alakul enzimatikus Uton alkoholla, igy etanol keletkezik. A

redukcio soran a hidrogénforras a NADH redukalt kofaktor.
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2.4.1., A nikkel hatdsa a Saccharomyces cerevisiae alkoholos fermentécidjara

Az élesztésejtek altal felvett kationok két kategdriaba sorolhatok. Egy részik a
sejtfelszinen 1évé anionos helyekhez kotddnek. Ezek konnyen helyettesithetoek mas
kationokkal, igy az allapotuk reverzibilis. Mésik résziik a sejt belsejébe transzportalddnak és
csak nehezen, vagy egyaltalan nem tavolithatdak el.

Fuhrmann és Rothstein kutatasuk soran azt vizsgaltak, hogy kizardlag a sejt belsejében
1évé nikkel ionok milyen hatassal vannak az alkoholos fermentaciora [23]. Kutatasuk soran
megallapitottak, hogy a fermentacio gatlasaban tobbféle mechanizmus is szerepet jatszhat.

Azt feltételezték, hogy a nikkel fermentéciot gatl6 mechanizmusa glikolitikus enzimek
gatlasaban valosul meg, igy a 12 6réja tapanyagelvonasi stressz alatt 1év6 élesztéket haromszor
atmostak desztillalt vizzel, ezzel eltavolitva a sejtfelszinhez kotott nikkel ionokat. Méréseik
soran megfigyelték, hogy az anaerob korilmenyek kozo6tt hozzaadott nikkel gatlo hatéasa figg
attol, hogy a glukdéz hozzdadasédhoz kepest mikor adtak nikkelt a szuszpenziéhoz. A gatlas
akkor volt a legmagasabb, ha a nikkelt 30 perccel a gliik6z el6tt adtak hozza, és akkor volt a
legkisebb, ha 5 perccel a glilk6z hozzaadasa utan kerilt a szuszpenzidba. Végkovetkeztetésik
az volt, hogy a nikkel az alkohol dehidrogenaz enzim miitkodését gatolja.

Mindemellett megfigyelték, hogy a pH csokkentése jelentds hatassal volt a nikkel
fermentacidt gatld hatasara, pH 5,5 esetén ugyanis a gatlas jelent6s volt, mig pH 3,3 esetén a
fermentacié nagyrészt ugyanugy zajlott, mint a kontrollban. Az eredetileg hasznalt 0,5 mM
koncentraciot 100 mM-ra emelve sem tapasztaltak jelent0s gatlast pH 3,3 esetén, ezzel
bizonyitva, hogy a kiilonbséget nem a sejtfelszinhez kot6do nikkel mennyisége jelenti, hiszen
ilyen magas koncentracional feltehet6leg minden lehetséges aktiv helyre kotédott mar nikkel.
Bar a géatlas helye nem elérhetéek az extracellularis pH szamara, de a nikkel transzportja pH-
tol fliggd folyamat.

Ugyanezen kutatas folyaman Fuhrmann és Rothstein arra lettek figyelmesek, hogy ha a
fermentacio légterét nitrogénnel, CO2-dal vagy levegével folyamatosan mostak, a nikkel
cukorfelvételt gatlo hatasa csokkenésnek indult, azonban az 6blités megallitasaval a gatlé hatas
ismét jelentkezett. Egy parhuzamosan zajlo fermentacid légterét csupan megtoltotték
nitrogéngazzal, majd lezartak, ekkor a 73 %-os gatld hatas valtozatlanul megfigyelhet6 volt.

A légtér mosasanak hatasa az egyik illékony reakcidtermék eltavolitasdhoz volt kothetd.
Mivel a CO2-dal val6 mosés soran hasonlé megfigyeléseik voltak, mint nitrogénnel valé mosas
soréan, igy valosziniitlen volt, hogy ennek hianya hatott volna a nikkel géatlo hatasara. Az

acetaldehidnek ¢és az etanolnak a nikkel jelenléte nélkiil nem volt észlelhetd hatasa a
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fermentaciora, azonban nikkel jelenlétében az acetaldehid a gatlo hatas csokkenését
eredményezte, mig az etanol novelte azt. Ennek ismeretében arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy az etanol eltdvolitasa all 6sszefuggesben a légtér mosédsaval. Az acetaldehid és az etanol
forditott hatasa azt feltételezte, hogy a gatlas az alkohol dehidrogenaz enzimet érinti, mely a
két szubsztrat kozotti egyensulyt tartja fenn.

2.4.2., Keményit6 szénforras alkalmazasa alkoholos fermentacié soran

A keményitd szamos novény altal szintetizalt gliikoz biopolimer, mely amilopektinbdl és
amilozbol épiil fel. Az el6bbi egy elagazd polimer, mely nagy mennyiségli rovidebb szalat
tartalmaz, mig az utobbi kevesebb, hosszabb lancbol all. A keményitd szerkezete tobb szintre
oszthato, melyek kdzott a molekuléris méret tesz kiillonbséget, ezek a kovetkezok: a lanchossz-
eloszlas (1. szint), a teljes elagazé molekulaméret (2. szint), a kristalyos és amorf lamellak (3.
szint), a blokkok (4. szint), a n6vekedési gyiirii (5. szint) és a szemcseszerkezet (6. szint) [24].

A makromolekula lebontasa gliikéz monomerekre savkatalizalt hidrolizis segitségével
megvalosithatd. Ennek mechanizmusa tobb 1épést foglal magaba. Elséként az oxodniumion
elektrofil tamadasa megy végbe az a(1-4) glikozidos kotés oxigenjére, mely igy parcialisan
pozitiv t6ltésii lesz. Ennek kovetkeztében a C-O kotés o-elektronjai az oxigénre kerilnek, és
kialakul egy nagy energidju, reaktiv karbokation intermedier, mely egy Lewis-sav, a vizzel
(mely Lewis-bazis) reakcioba lépve regeneralodik a hidroxil csoportja [25]. A savhidrolizalt
keményitd szerkezete ¢és tulajdonsdgai valtozhatnak az alkalmazott sav mindségével,
mennyisegével és a hidrolizis idejével [24].

A keményit6 bontasat bioldgiai rendszerekben két enzim - a-amilaz és glikoamilaz -
egylttmiikodése eredményezi [24]. A glikoamildz a keményitd szemcsék felszinén aprod
lyukakat hoz létre, ahol az a-amilaz be tud jutni a granuldk belsejébe és a keményitd gliikoz
monomerei kozott 1évé a-1-4 glikozidos kotéseket hasitja véletlenszertien.

A keményité szénforrasbdl kiindulo etanol eléallitasra konvencionalis modszer négy
1épésbol all: 1., a keményitd eldfdzése 105 °C-on, 2., a keményitd elfolydsitasa termostabilis
a-amildz segitsegével 80-90 °C-on, 3., elcukrositas glikoamilaz segitségével 65 °C-on pH 4,5
mellett, mely cukrot eredmeényez, 4., ennek fermentécidja 30-37 °C-on az utolso lépés [24].

A modszer hatranya, hogy az egyes lépések kozotti homérsékletkiilonbséget a
reakciokdzeg lehiitésével lehet megsziintetni, mely a bioetanol eldallitas kdltségeinek 10-20%-
at teszi ki, emellett az Gzemeltetési koltség 40-50%-at jelenti, ezzel jelentésen rontva a
koltséghatékonysagot [24]. Ennek a modszernek egy alternativaja az un. hideg médszer, mely
nyers keményit6t lebontani képes enzimeket hasznal alacsonyabb homérsekleten. Ma mar
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terveznek olyan rekombindns élesztoket, melyekbe klonozas segitségével bejuttatjadk a nyers
keményitd bonté enzimeket kodold géneket, melyek expresszalddva lehetové teszik a
keményit6 direkt fermentaciojat egyetlen organizmus segitségével [24].

Abouzied és Reddy kutatasuk soran 6sszehasonlitottak az amilolitikus Aspergillus niger
monokultiras, valamint az A. niger és a S. cerevisiae kokulturas fermentéaciokat, melyek soran
keményit6bdl allitottak el etanolt direkt modon [26]. Méréseik soran megfigyelték, hogy mind
a keményité hasznositas, az amilolitikus aktivitas és az etanol kihozatal jelentdsen magasabb
volt a kokulturas fermentécio soran, a két faj egyiittmiik6d6é metabolizmusanak kdszonhetden.

A monokulturéas fermentacié soran nagyobb biomasszatémeget tapasztaltak, mely azt
feltételezi, lényegesen tobb szénforras forditddott a sejttomeg eldallitdsira, mint a
fermentaciora. A kisérlet sordn az etanoltermelés optimuma pH 5 és 6 kdzott volt, mig a
keményit6 hidrolizisnek pH 5 és 8 kozé esett. A Kisérlet soran aerob inkubéacids korilmények
esetén az alkoholkihozatal minimalis volt, ellenben a biomassza kihozatal magasabb volt, mint
barmilyen mas korilmény kozott. A keményitd koncentracido valtoztatasaval (5-10%) az
alkoholkihozatal jelentdsen nem valtozott, igy a tovabbiakban a lehetd legmagasabb, 10%
keményitd koncentracioval végezték a kisérleteket. A kiinduldsi inokulum mennyiségének a
sziikséges fermentécios id6 jelentdsen csokkent. Az alkoholkihozatal két napon beliil elérte az
elméleti maximum 96%-at.

Miah és mtsai. kutatasuk folyaman a konvencionalis szeparalt hidrolizis és fermentacio
hatranyainak kikiszobolesére dolgoztak ki egy eljarast [27]. Munkajuk soran altaluk izolalt
Bacillus amyloliquefaciens és Saccharomyces cerevisiae fajokkal dolgoztak, melyek kozil az
utobbit 37 °C-rol indulva 42 °C-os hémérsékletre adaptaltak. Ennek oka, hogy a keményit6
elfolyositasanak és a gliikoz fermentalasanak hoémérsékleti optimuma nem egyezik meg, igy a
probléma kikuszobolésenek céljabol a fermentaciéhoz hasznalni kivant sejtvonalat
kondicionaltak a keményité elfolydsitasanak magasabb hémérsékleti optimuméhoz. A
fermentacié soran nyert alkoholkihozatal novelésének érdekében a szubsztrat koncentraciot
2%-r6l fokozatosan 10%-ra novelték az inkubacio soran, mely kokultaras fermentacio soran
3,86 (V/V)% alkoholkihozatalt eredményezett.

2.5., Bacillus subtilis és rokonfajok habitusa, fobb jellemz6i

A Bacillus subtilis a Bacteria doménbe, az Firmicutes phylumba, ezen beliil a Bacillaceae

csalad Bacillus nemzetsegébe tartozo prokariota egysejtii mikroorganizmus. A sejtek Gram-

17



pozitiv fest6désii palcak, melyek sejtfala egy vastag peptidoglikan réteget tartalmaz. A peritrich
ostoroknak kdszonhetden aktiv mozgésra képesek.

A Bacillus genus képvisel6i fellelhetok a talajban és természetes vizekben. Tagjai
¢l6helyiik valtozatos tapanyagtartalmanak koszonhetéen szdmos metabolikus Gtvonalat
fejlesztettek ki, emellett konnyen tenyészthetd baktériumok, melyek nagy mennyiségii proteint
képesek a taplevesbe szekretalni. Ezen tulajdonsagainak koészonhetéen a Bacillus subtilis az
iparban széles korben hasznalatos, tobbek kdzétt hidrolitikus enzimek (elsé sorban amilaz és
protedz), antibiotikumok, rovarirtoszerek, detergensek, ételek és tiditGitalok el6allitasara.
Utobbi terlileteken torténd bevett alkalmazasanak koszonheten elnyerte az Amerikai Egyesiilt
Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (US FDA) altal kibocsatott GRAS (generally
regarded as safe) statuszt [28]. Ezek mellett eldszeretettel hasznalt modellszervezet a biokémia,
genetika és fiziologia teruleten.

A Bacillus subtilis obligat anaerob, igy respiracié soran a terminalis elektron akceptor
csak O lehet, melynek jelenlétében a glikkoz a légzesi elektron transzport lanc segitségevel
CO,-da és vizzé alakul.

A Bacillus subtilis szaporodésa bipolaros osztddassal torténik. Kedvezétlen kornyezeti
paraméterek (példaul pH, hdmérseklet, kevés tapanyag stb.) hatdsara endosporat képez.

Telepmorfoldgiaja a kornyezettel valtozik [29]. Szilard taptalajon vertikalis és lateralis
irdnyban is terjeszkedve hoznak létre telepeket. A Bacillus subtilis kdnnyen beszaradd, krém
szinl telepeket hoz létre, melyek széle az aktiv mozgasnak koszonhet6en szakadozo. Félszilard
taptalajon baktériumsejtek iranyitott mozgasa (taxis) figyelheté meg a tapanyagforras iranyaba,
igy egy novekvo gyiirti alakul ki a telepek koriil. Folyékony tapoldatban a sejtek dnalldan
Usznak, igy példaul az aerob Bacillus subtilis a sejtek ndvekedését az oxigénben gazdag

helyeken folytatjak, igy egy vékony filmréteget Iétrehozva a folyadék-gaz hatarfellleten.

2.6., Bacillus subtilis nikkel felvételét, transzportjat és nikkel rezisztencigjat

befolyasolo tényezok

A baktériumok nehézfém felvételét a kornyezet paraméterei, az élesztok esetéhez
hasonloan jelentds mértékben befolyasoljdk. Egy-egy sejtvonal fémion felvételének
vizsgalatahoz érdemes jol megvalasztani a pH tartomanyt. Tal alacsony pH-n a magas HsO"
koncentracio kovetkeztében nagy a verseny a kation-kotd helyekért a sejtfelszinen, igy
maganak a vizsgalt nehézfémnek kevéssé jut lehetdsége megkotddni a sejtfelszinen vagy

bejutni az intracellularis térbe, hogy kifejtse esetleges toxikus vagy serkentd hatasat [15].
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A tul magas pH eredménye, hogy a legtobb kation — igy a nikkel is — fém-hidroxid
formajaban kicsapodik, ezzel a sejtek szamara elérhetd tapoldatban csdkken a koncentracioja.

Az optimalis vizsgalandd tartomany tehat a pH skdla kozépsd részén helyezkedik el,
melyet Wierzba szintén megéllapitott az &ltala végzett kutatas soran, amikor 6lom, cink és
nikkel bioszorpcidjat vizsgalta ipari szennyvizb6l Stenotrophomonas maltophilia, valamint
Bacillus subtilis fajok felhasznalasaval [30]. Azt tapasztalta, hogy mindharom fémion esetén
pH 5,00-6,00 kdzé esett a bioszorpcié maximuma, mely Bacillus subtilis és nikkel esetén 40,1
mg/ 1 g sejt volt. Ezek mellett figyelembe vette a reakciokdzegek érintkezésének idejét,
melynek sorén arra lett figyelmes, hogy a Bacillus subtilis 20 perc elteltével elérte a nikkelre
vonatkoztatott bioszorpciés maximumanak 63,9-78,9 %-at, melynek oka nagy valosziniiséggel
a sejt felszinén talalhato fémionkotd helyek telitddése.

Szamottevé paraméter mindemellett a tapkozegben jelen 1évO ionok mennyisége és
mindsége - mint arra mar oxéniumion koncentracié jelentdségénél is kitértiink -.

Rezisztenciat eredményez6 mechanizmusok kozott tudhato, emellett a kénhidrogén
képzés (mivel ez a legtobb fémmel csapadékot eredményez), kelatképz6 anyagok szekretalasa
(példaul citromsav), akkumulaciét eredményez0 mechanizmusok, valamint a fémionok
biologiai transzforméacidja [15].

Egyes mikroorganizmusok nehézfém rezisztenciaja mogott allhat, hogy a fém bioldgiai
transzformacid soran vegyerteket valt és/vagy fémorganikus vegyiilette alakul. Ezen jelenseg
vizsgalatat rendszerint higany segitségével vizsgaljadk. A kation elemi higannya torténd
redukcioja esetén ugyanis a termék illékony, igy az eredmeény jol vizsgalhatd. A reakcid
visszafelé is miikodik, egyes mikrobdk az elemi higanyt képesek kationna alakitani, ezt a

tulajdonsagot a Bacillus subtilis esetén is megfigyelték.
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3., Anyagok es modszerek

Jelen fejezetben kifejtésre keriil, hogy milyen keretrendszerben értelmezenddek a
mérések sordn nyert eredmények. A reprodukalhatosag érdekében részletesen rogzitettik a
hasznalt anyagokat és modszereket. Az oldatok és szuszpenziok elkészitéséhez mindvégig
analitikai tisztasdgl anyagokat hasznaltunk.

A keresztkontaminacio elkeruilése végett a steril koriilményekre mindvégig gondosan
ugyeltiink, meglétét kontrollok alkalmazéasaval, Gram festéssel (esetenként KOH-teszttel)

rendszeresen ellendriztuk.
3.1., Higito folyadékok és taptalajok eldallitasa

A higito folyadékok és a taptalajok készitese soran a 3. tablazatban megadott szilard es
folyékony 6sszetevoket kimértuk [31], majd tisztitott vizzel 950 mL-re allitottuk a térfogatot.

3. tablazat Higito folyadékok és taptalajok elkészitéséhez sziikséges bemérési rend és sterilezési

eljaras.
Higito folyadék/tapleves neve Raovidités Osszetevik pH Sterilezési eljaras Megjegyzés
o . Sejtszuszpenzidk készitésénél, well
0, -
0,85%(w/w) glsd;‘ft“um Klorid |~ 8596 NaC 8,50 g natrium-klorid 7,040,2 plate -es eljarasok soran
alkalmaztuk.

3,60 g kalium-dihidrogén-foszfat;

Tween-es natrium-klorid-pepton- 7,20 g dinatrium-hidrogén-foszfat- A Bacillus spp . sejtvonal izolalasa

+ -+
tompitéoldat TWEeIHPePION | .1 drat: 4,30 g natrium-Klorid, | 002 soran alkalmaztuk.
1,00 g pepton, 10,00 g tween

4l 0/ ,

Sabouraud felle 2%-0s dextrozos SDB 10,00 g pepton; 20,00 g dextroz | 5,6+0,2 Térzsfenntartas, illetve a well plate
eves es eljarasok soran alkalmaztuk a

-féle ké : Saccharomyces sejtvonalak esetén.

Sabouraud-féle kétszerszabalyos SDB2x 20,00 g pepton; 40,00 g dextréz | 5,6£0.2 yces sejtvonalak esetén,

dextrézos leves

Az igy késziilt -
Sabouraud-féle 2%-os dextrozos 10,00 g pepton; 20,00 g dextroz; 218y kesz A Saccharomyces sejtvonalak
. SDB+C K 5,6+0,2 oldatot minden L g
leves chloramphenicol -lal 500 mg chloramphenicol esetben 250 mi- izolalasa soran alkalmaztuk.

Sabouraud-féle modositott 5,00 g pepton; 150,00 g szachardz; ként GLA5-0s A Saccharomyces sejtvonalakkal

tapleves SDB150 167 g MgCI2 -6 H20 5,6+0,2 fejelésil iivegekbe végzett fc@cnta01os kisérletek
e s soran alkalmaztuk.
toltjiik és validalt
17,00 g kazein pepton; 3,00 g szoja ciklus szerint, 2
. . pepton; 2,50 g gliikdz monohidrat; atm nyomason,
- + .
Tripton-szoja tépleves TsB 5,00 g natriumklorid2,50 g | /=02 {121°C-on 15 percig
dikalium-hidrogénfoszfat autoklavozzuk. | Torzsfenntartas, illetve a well plate
es eljarasok soran alkalmaztuk a
34,00 g kazein pepton; 6,00 g szdja Bacillus sejtvonalak esetén.
Kétszerszabalyos tripton-szdja pepton; 5,00 g glilkdz monohidrat;
+
tapleves TSB2x 10,00 g natrium-klorid; 5,00 g 7,302
dikalium-hidrogénfoszfat
1,50 g vizoldhaté keményits; 5,00 A keményitd hasznositasi teszt
Keményito leves - g pepton; 2,50 g huéklvonat, 2,50 g| 7,2+0,2 sorén alkalmaztuk.
dextroz
L A keményité szénforrast tartalmazo
Tapleves 10,00 g hiiskivonat, 40,00 g 7,0+0,2 fermentacios kisérlet soran

szojapepton alkalmaztuk.

Ezt kovetden kalibralt pH méré alkalmazasa mellett 6 N sosav vagy 10 N natrium-

hidroxid segitségével a pH-t tablazatban megadott értékre allitottuk, majd a végtérfogatot 1000
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mL-re egeszitettlk ki. Az igy készilt oldatot palackoztuk, majd a tabldzatban megtaldlhato
eljarast kovetve sterileztlik. Hasonld eljarassal késziltek szilard taptalajaink, azzal az eltéréssel,
hogy 20,00 g agar bemérését kovetéen 30 perc duzzadasi id6t hagytunk, a tovabbiakat a

tablazatnak megfelel6en végeztik.
3.2., Felhasznélt organizmusok és izolalasuk

Az ,, Anyagok és modszerek” c. fejezetben leirt kisérleteket ezen fejezetben ismertetett
mikroorganizmusok felhasznaldsaval végeztiik el. Mind a Saccharomyces, mind a Bacillus
nemzetségbdl az ipari vagy a torzskonyvtari sejtvonalak mellett &ltalunk izolalt, vad tipusu

sejtvonalakkal is elvégeztiik a méréseket, igy lehetdve téve ezek dsszehasonlitasat.
3.2.1., Saccharomyces cerevisiae

Az Unikén Kft. 4ltal forgalmazott, szabad kereskedelemben beszerezhetd ipari
borélesztd. A sejtvonalra jellemz6 12-34 °C-os optimalis hdmérséklet, alacsony nitrogén- és
oxigeénigény, gyors erjesztesi képesseg, valamint alkohol tiirés 14% (V/V)-ig.

A tiszta sejtvonalat a fent leirt ipari éleszté granulatumboél izolaltuk, mivel annak
mikrobioldgiai tisztasaga nem biztositott. 100 mg granulatumot 100 ml 2%-0s SDB+C-ben
szuszpendaltuk fel, majd 22,5 °C-on 24 oran at inkubaltuk 250 rpm-en razatott kultraban
(Sartorius Certomat 1S). Decimalis léptékhigitast kovetden egysejtkolonidk létrehozasanak
céljabol Petri-csészékben 1év6 4%-0s SDA+C-re pazsitos szélesztéssel 50 uL 104, 10°, 10°

higitasu szuszpenziét oltottunk, majd ezeket 22,5 °C-on, 3 napon at inkubaltuk.
3.2.2., Saccharomyces sp. (SC_NYH_1)

Kutatdcsoportunk altal izolalt Saccharomyces sp. Az izolalas folyamata megegyezik a
Saccharomyces cerevisiae esetén leirtakkal, azzal a kilonbséggel, hogy 100 g granulatum
helyett SDB+C-ben eclodusitott természetes mintadkbol alkalmaztunk 100 pL-t. lzolalast

kovetden biokémiai identifikacioval erdsitettilk meg az organizmus rendszertani besorolasat.
3.2.3., Bacillus subtilis

A Mez0gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (1118, Budapest,
Somléi at 14-16.) altal kibocsatott, az American Type Culture Collection-ben ATCC 6633

gyljteményi szammal rendelkez6 ipari mikroorganizmus.
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3.2.4., Bacillus sp.

Kutatocsoportunk altal izolalt Bacillus sp. tiszta sejtvonaldt szabad kereskedelemben
beszerezhet arpa, zab és hantolt arpa felhasznalasaval izolaltuk, melyeknek 10,00-10,00 g-jat
literenként 4,00 g natrium-lauril-szulfatot 100 ml hypo-t tartalmaz¢ sterilez6 oldatban (7,0£0,2)
kétszer 10 percig 250 rpm-en razattuk.

Ezt kovetéen a mintakrol a sterilezé oldatot 20-30 ml Tween 80-as pepton tompitd-
oldattal mostuk le, melynek elkészitését lasd a ,, Higito folyadékok és taptalajok eléallitasa” C.
fejezetben, majd 100 ml TSB dusit6 oldatba helyeztiik, majd 36 °C-on 24 6ran at dusitottuk.
Ahol a dusité oldat opélos lett, decimalis léptékhigitast kovetéen 100 pl-t TSA agarra
szélesztettlink, tovabbiakban az izolalas folyamata megegyezik a Saccharomyces cerevisiae
esetén leirtakkal, azzal a kilonbséggel, hogy 100 g granulatum helyett a TSB-ben elédusitott
természetes mintakbol alkalmaztunk 100 pL-t. Izolalast kovetden biokémiai identifikacioval

erdsitettiik meg az organizmus rendszertani besorolasat.
3.3., Inokulacios sejtszuszpenzio eloallitasa

Az inokuléciés szuszpenzio (tovabbiakban inokulatum) ugy készilt, hogy steril
kémcsébe 13 ml 0,85%-0s NaCl oldatot mértiink be, majd a tiszta 24 oras sejtvonalbdl steril
fapalcas mintavételez6 tampon segitségével levettlink egy telepet, melyet a bemért sooldatban
feloldottunk, majd az oldatot homogenizaltuk. Az oldat abszorbanciajat spektrofotométerrel
600 nm-en megmértik (SHIMADZU 1601), majd higitas segitsegével beallitottuk a
sejtkoncentraciot  McFarland  szerint (lasd a , McFarland-féle  relativ  tipusu
sejtszammeghatdrozas” c. fejezetben). A bemérendé szuszpenzi6 térfogatanak kiszamitasa a

kovetkezoképpen tortént:

0,06
Visrzsoldar = x 13 ml,

torzsoldat

ahol az 0,06 az elméleti abszorbancia értéke, a Awrzsoldat az altalunk mért abszorbancia értéke,

a 13 ml esetiikben 1 ml.

3.4., McFarland-féle relativ tipusu sejtszammeghatarozas

A laboratériumban relativ  tipusi  sejtszdmmeghatarozast alkalmaztunk, melyet

spektrofotometrias eljards formajaban adaptéltunk [32, 33], ahol As00=0,649 2 McF-del
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egyenértékii. Mivel a modszer nem tesz kiilonbséget €16 €s holt sejt kdzott, az dsszehasonlitast
18-24 6ras készitmeényekkel végezve kikiiszobdlhetjlk ezt a hibat.

A McFarland standard-ek referenciaként hasznélatosak folyadékok vagy bakterialis
szuszpenziok turbiditasanak bedllitasdban. A McFarland standard-eket a 4. tablazatban
megadott koncentraciokban elkészithetjik 1%-o0s barium-klorid és 1%-o0s kénsav reakcidjaval,

a sejtszam stirtisége pedig a koncentracioéval aranyos.

4. tablazat McFarland standard-ek, az eléallitasukhoz sziikséges 1%-0s BaCl, és 1%-0s kénsav
mennyisége, és az optikai denzitdsuknak megfelel6 sejtszuszpenzid baktériumra vonatkoztatott
sejtkoncentraciéja. Elesztosejtekkel valo munka soran a tablazatban szereplé értéket 30-cal osztva
kapjuk a megfeleld, élesztére vonatkoztatott sejtkoncentraciot.

McEarland Hozzavetéleges
Standard 1% BaCl, (mL) | 1% H,SO, (mL) | sejtszamsiiriiség
(CFU/mL)

0,50 0,05 9,95 1,5E+08
1,00 0,10 9,90 3,0E+08
2,00 0,20 9,80 6,0E+08
3,00 0,30 9,70 9,0E+08
4,00 0,40 9,60 1,2E+09

3.5., Toxicitasi teszt

Jelen eljaras well plate-es rendszerben 6sszeallitott rutin szlirGvizsgalati rendszer, amely
0,0-0,10 mg/mL tartomanyban vizsgalja a fémionkoncentracio hatasat a sejtek viabilitasara
felez6 higitasban.

A teszt soran alkalmazott 4 mg/mL géatldszer oldat készitésekor az alabbi egyenlet szerint
szamitott fémsdmennyiséget analitikai titer alapanyagbdl (jelen esetben nikkel-szulfat-
heptahidratbol) 40 ml ionmentes vizben feloldottuk, majd 0,22 mikronos sziirével az aszepszis
szabdlyai szerint sterilre szirtiik.

4mg/mL ) M(fémso) Vv
vég:

m(femso) - Ar(fématom) n

ahol m(fémsd) a bemérendd fémso tomege, 4 mg/mL a gatlo fématom tomege, Ar(fématom)
atomtdmeg, M(fémsod) a gatloszer molaris témege, n a sztdchiometrikus viszonyszam, Vysg az
oldat végtérfogata.

Egy 24-well plate-be az 5. tablazat adatai és az aszepszis szabalyai szerint elvégeztik a
beméréseket. A sziikséges anyagok elkészitését lasd a ,, Higito folyadékok és taptalajok
eléallitasa” c. fejezetben. Homogenizalast kovetden a megfeleld sejtvonallal inokulaltunk. Az

Inokulatum, elkészitését lasd a ,, Tiszta sejtvonal fenntartisa és inokuldcios sejtszuszpenzio
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eléallitasa” c. fejezetben. A well plate-et 36 °C-on, az izotermikus desztillacié koérilményeit
biztositva 2 napon &t inkubaltuk. A kisérletb61l négy bioldgiai ismétlést keszitettlink mind a

negy altalunk vizsgalt mikroorganizmussal.

5. tablazat Ni** teljes gatlasanak meghatarozasa 24-es well plate-ben végzett toxicitasi teszttel.
Elesztok esetén SDB2x, baktériumok esetén TSB2x taptalaj hasznalatos.

1. 2. 3. 4. 5. 6. Anyag V (uL)
500 500 500 500 500 Téptalaj
A 5 10 15 20 25 1% 0,4 mg/mL gatloszer
495 490 485 480 475 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacios szuszpenzid
500 500 500 500 500 Téptalaj
B 5 10 15 20 25 1% 0,4 mg/mL gatlészer
495 490 485 480 475 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacios szuszpenzid
500 500 500 500 500 Téptalaj
C 5 10 15 20 25 % 0,4 mg/mL gatlészer
495 490 485 480 475 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacios szuszpenzid
500 500 500 500 500 Téptalaj
D 5 10 15 20 25 % 0,4 mg/mL gatlészer
495 490 485 480 475 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacios szuszpenzid

3.6., Keményité hasznositas teszt

Jelen eljaras well plate-es rendszerben 6sszeallitott rutin szlirGvizsgalati rendszer, amely
a keményité hasznositast 0-1500 mg/L keményité koncentracidtartomanyban vizsgalja.

Egy 24-well plate-be a 6. tAblazat adatai és az aszepszis szabalyai szerint elvégeztiik a
beméréseket. A sziikséges anyagok elkészitését lasd a ,, Higito folyadékok és taptalajok
eloallitasa” c. fejezetben. Homogenizalast kovetéen a megfelelé sejtszuszpenzidval
inokulaltunk, melynek elkészitését lasd a ,, Tiszta sejtvonal fenntartasa e€s inokulacios
sejtszuszpenzio eléallitasa” c. fejezetben. A well plate-et 36 °C-on, az izotermikus desztillacid
korulményeit biztositva, 2 napon at inkubaltuk. A kisérletb61 négy bioldgiai ismétlést

készitettiink mind a négy altalunk vizsgalt mikroorganizmussal.
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6. tablazat Keményitd hasznositas vizsgalata 1500 mg/L keményitd leves felhasznélasaval. Elesztok
esetén SDB2x, baktériumok esetén TSB2x taptalaj hasznalatos.

1. 2. 3. 4. 5. 6. Anyag V (uL)
200 400 600 800 1000 Keményitd leves
A 800 600 400 200 0 1* 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacids szuszpenzid
200 400 600 800 1000 Keményitd leves
B 800 600 400 200 0 1* 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulaciods szuszpenzid
200 400 600 800 1000 Keményitd leves
C 800 600 400 200 0 2* 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulacids szuszpenzid
200 400 600 800 1000 Keményitd leves
D 800 600 400 200 0 2* 0,85% NaCl
10 10 10 10 10 A600=0,06 inokulaciods szuszpenzid
1* - Pozitiv kontroll: 500 pL taptalaj, 500 uL 0,85% NaCl, 10 uL. A600=0,06 inokulacios szuszpenzid
2* - Negativ kontroll: 600 pL keményit6 leves, 400 puL 0,85% NaCl, inokulacios szuszpenzio nélkiil

A keményité hasznositast a visszamaradt keményitOkoncentrdcié meghatarozasaval
valositjuk meg. A teszt soran alkalmazott Lugol-oldatot ugy keészitettiik, hogy 600,00 mg jod
és 1200,00 mg kalium-jodid keverékét dorzsoléssel homogenizaltuk, majd cseppenként vizet
adagoltunk hozza. Miutan a jod feloldddott ionmentes vizzel 100 ml-re higitottuk.

A fenti well plate teszt beméreési tablazat 1-5. oszlopainak megfeleléen 5 kalibralo oldatot
készitettunk Eppendorf csovekbe keményitd leves és 0,85% NaCl felhasznalasaval. Ezt
kovetden ujabb Eppendorf csovekbe a well plate minden oszlopab6l 500 pLL mintat mértiink be,
melyeket 15000 rpg-vel, 5 percig centrifugaltuk. Minden esetben a feliiliszobol 200 uL-t egy
kémcs6be mértlink, majd hozzaadtunk 900 uL kétszer desztillalt vizet és 1 mL Lugol-oldatot.
Az igy keszilt oldatot bidesztillalt vizzel 5 ml-re higitottuk. Homogenizalast kovetden
spektrofotométer segitségével 600 nm-en megmértik az oldatok optikai denzitasat. A kapott
abszorbancia értékek és a kalibrald gorbe segitségével a keményité koncentracio szamithato.

Mivel a kalibralé oldatok és a mintak azonos hibakkal terheltek, igy a hibak kiesnek.
3.7., Fermentécios kisérlet

A Kisérletben vizsgalt 0,00-100,00 mg/L nikkel(11) koncentracio tartomanyt nyolc részre
osztottuk, valamint egy kontrollt alkalmaztunk, mely nem tartalmazott gatl6szert. Mindezt két

biologiai és két technikai ismétléssel vegeztik el.
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3.7.1., Fermentécids Kkisérlet a Saccharomyces cerevisiae és az SC_NYH_1 sejtvonalakkal

a nikkel koncentracié gradiens mentén

A gatloszert az aszepszis szabalyai szerint bemértik egy 100 mL-es mér6hengerbe, majd
a térfogatot SDB150-nel 100 mL-re allitottuk és mintatartd Uvegbe toltéttik. A téptalaj
elkészitését lasd a ,, Higito folyadékok és taptalajok eléallitasa”, mig a gatloszer elkészitését a
,, Toxicitasi teszt” c. fejezetben. Homogenizalast kovetéen 1 mL Asp0=0,06 abszorbanciajd
sejtszuszpenzidval inokulaltunk, melynek elkészitését lasd a ,, Tiszta sejtvonal fenntartisa és
inokulacios sejtszuszpenzio eldallitasa” c. fejezetben. A bemérést a 7. tablazat, illetve a 8.
téblazat adatai szerint, a koncentracio gradiens altalunk meghatarozott pontjain megismételtuk.
Az Uivegeket 7 napon at, 22,5 °C-on, 50 rpm-en rdz6termosztaton inkubaltuk.

A kisérletbdl két biologiai ismétlést készitettiink, egyszer a Saccharomyces cerevisiae

ipari, masodszor az SC_NYH_1 térzzsel inokulalva, mindkét esetben ket technikai ismétléssel.

7. tablazat Alkoholos fermentacié bemérési rendje Saccharomyces cerevisiae esetén novekvé
mennyiségii 4 mg/ml gatlészer hozzaadasaval.

Anyag V 1 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.

SDB150 (mL) 100 99,9688 99,9375| 99,875 | 99,75 99,5 99,25 99 98,75

4 mg/mL gatloszer (uL) 0 31,25 62,5 125 250 500 750 1000 1250
A600=0,06 inokulacios szuszpenzié (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

8. tablazat Alkoholos fermentacio bemérési rendje SC_NYH_1 esetén névekvé mennyiségi 4 mg/ml
gatloszer hozzaadasaval.

Anyag V 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.

SDB150 (mL) 100 | 99,9688 | 99,9375 | 99,0625| 98,75 | 98,438 | 98,125 | 97,8125| 97,5

4 mg/mL gatlészer (uL) 0 31,25 62,5 937,5 1250 1562 1875 | 2187,5 | 2500
A600=0,06 inokulacids szuszpenzid (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Minden minta 1 mL-ébdl tizszeres higitast oldatot készitettiink 0,85% NaCl-dal. Az igy
elkészitett oldatokat McFarland-féle relativ tipust sejtszammeghatarozasra vittiik tovabb a
., McFarland-féle relativ tipusu sejtszammeghatarozas” c. fejezet szerint.

A mintdk tdbbi részét 5 percen at 2500 G-n centrifugaltuk (Sorvall GLC 2). A
felliluszobdl 50 mL-t 20 mL ionmentes vizzel feltdltve desztillaltunk, 40-45 mL desztillatumot
gyljtottiink.

A desztillatumot ionmentes vizzel 50 mL-re kiegeszitettik, majd késébbi alkohol
koncentraci6 meghatarozas céljabdl (lasd ,, Gazkromatogrdfias —alkohol koncentrdcio
meghatarozas” C. fejezet) 4-8 °C-on hiitében taroljuk. A pellet mikrobiolégiai kontaminacios

allapotat Gram-festéssel ellenériztlk. ott, ahol kontaminécio volt, a kisérletet megismételtik.
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3.7.2., Fermenté&cios kisérlet az SC_NYH_1 és a Bacillus sp. sejtvonalakkal 37,5 mg/L
nikkel koncentracié mellett

A fermentécié sordn hasznalt hidrolizalt keményité oldat, Ugy készilt, hogy egy
Erlenmeyer-lombikba felvettink 6,00 g Amylum maydis-t 75 mL ionmentes vizbe,
hozzamériink 0,50 mL témény 96-98 (w/w) % kénsavat (Scharlau), majd 1,5 6ran &t 1,75 atm
nyomason, 115 °C-on hidrolizaltattuk. Az igy készilt oldatot az aszepszis szabalyai szerint,
kalibralt pH mér6 alkalmazasaval, 10 N natrium-hidroxid és 6 N s6sav segitségével pH 7,0 +
0,2 értékre allitottuk.

A hidrolizalt keményit6t tartalmazé Erlenmeyer-lombikba, az aszepszis szabalyait
figyelembe véve, a 9. tdblazatnak megfeleléen folytattuk a bemérést. A hasznalt tapleves
elkészitését lasd a ,, Higito folyadékok és taptalajok elédllitasa”, mig a gatloszer elkészitését a
., Toxicitasi teszt” c. fejezetben. Homogenizalast kovetéen 1 mL As00=0,06 abszorbanciaju
sejtszuszpenzioval inokulaltunk, melynek elkészitését 1asd a ,, Tiszta sejtvonal fenntartisa és
inokuldcios sejtszuszpenzio eléallitasa” c. fejezetben. A bemérést a koncentracié gradiens
altalunk meghatarozott pontjain megismételtiik, a 9. tablazat adatai szerint. Az ivegeket 7
napon at, 35 °C-on, 150 rpm-en razotermosztaton inkubaltuk

A mintak tobbi részét 5 percen at 2500 G-n centrifugaljuk. A feliiliszobol 50 mL-t 20 mL
ionmentes vizzel feltdltve desztillaltunk, mig 40-45 mL gyijtottink. A desztillatumot
ionmentes vizzel 50 mL-re kiegészitettiik, majd késébbi alkohol koncentraci6 meghatarozas
céljabdl (lasd ,, Gazkromatogrdfidas alkohol koncentracio meghatdarozas” c. fejezet) 4-8 °C-on
hiitében taroljuk. A pellet mikrobiologiai kontaminacios allapotat Lugol-oldatos

differencialassal ellenériztilk, ott, ahol kontaminacié volt, a kiserletet megismételtik.

9. tablazat Alkoholos fermentécié kihozatalanak vizsgalata 37,5 mg/L Ni?* koncentracio mellett.

Bacillus spp. SC_NYH_1 Bacillus spp. +SC_NYH_1
Anyag V 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
Hidrolizalt keményité oldat (mL) 75 75 75 75 75 75 75 75 75
kalcium-karbonat (g) 0,5 05 0,5 05 0,5 0,5 0,5 05 05
Tépleves (mL) 25 25 25 25 25 25 25 25 25
4 mg/mL gatlészer (uL) 0,938 | 0,938 0 0,938 | 0,938 0 0,938 | 0,938 0
A600=0,06 inokulacios szuszpenzié (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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3.8., Gazkromatograéfias alkohol koncentraciéo meghatarozéas

Chromatron ~ Gaschromatograph  18.3  rutin  gazkromatogréfot  alkalmaztunk

langdetektoros izemmaoddban (H.-FID). Hémérsékleti program és paraméterek:

Injektor és detektor homérséklet: 135 °C,

Légtermosztat hdmérseklet: (izotermikus) 110 °C

Kolonna: 4 mm x 2 m, savallé acélcs6, SUPELCOPORT 80/100 mesh, 15 % Carbowax 20M

Eluens gaz: nitrogén, 40 mL/perc

Detektor: FID-H2 (p(H2)=20 kPa, p(02))

Erésités: 10°

Minta térfogat: 5 pL rendre

A Kiértékelést standard kalibraci6 modszerével végeztik 0-12,5 (V/IV) % etanol

tartomany segitségével, 5 I|épéses koncentracié gradienst alkalmazva. Minden mérést

haromszor végeztiink el, ezek szamtani kdzepet adjuk meg.
3.9., Kiértekelés, statisztika

Kisérleteinket és meréseinket 4 ismétléssel vegeztik, ezek atlagat adjuk meg, az
Osszetartozo értékek szorasat szamitottuk. Elsésorban linedris 0sszefiiggéseket tapasztaltuk,
ezert hasznaltuk a Pearson-féle korrelacios tesztet. A szamitasokhoz és grafikus szemléltetéshez
a Microsoft Excel segitségével dolgoztuk fel az adatokat, a kiértékelés soran annak beépitett

fuggveényeit alkalmaztuk.
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4., Eredmények

Jelen fejezetben talalhatoak a kutatdsunk soran nyert eredmények, azok jelentdségének
statisztikai modszerekkel torténd alatdmasztisa €s szemléltetése, valamint értelmezésiikhdz
szlikséges egyeb tudnivalok. Az eredmények kozlésének sorrendje megegyezik az ,, Anyagok

és modszerek” c. fejezetben talalhatdval.
4.1., A toxicitasi teszt eredményei

A Plate reader felhasznalasaval nyert eredményeket Microsoft Excel fajlba importaltuk.
Az 1-5 oszlopokat, valamint a pozitiv és a negativ kontroll értékeit kiilén-kilon atlagoltuk, majd
az atlagos negativ kontroll értékkel korrigaltuk mind az oszlopok, mind az atlagos pozitiv
kontroll értékét. Ezt kovetéen korrigdlt pozitiv kontrollra indexaltuk a kovetkezé képlet

felhasznalasaval, ezzel megadva a toxicitasi teszt dozishatas fliggvenyét:

oszlop atlag
( — , > x 100 — 100
korr.pozitiv kontroll atlag

Ezt kdvet6en a mért abszorbanciat, illetve az SDB-re és a TSB-re indexalt novekedést a
nikkel koncentracié fliggvényében derékszogii koordinatarendszerben abrazoltuk (lasd 1., 3.,
illetve 4. és 5. diagram), majd a ddzis hatasfliggvényt 2 linearis, illetve egy masodfoku
fuggvényekkel kozelitettik. A ddzishatas nagysagat a nikkel koncentracio fliggvenyében
oszlopdiagramon is szemléltetjuk (lasd 2., illetve 5. diagram).

A tapkozeg nikkel tartalma és az SDB-re/TSA-ra indexalt novekedés kozotti 6sszefligges
linearis voltat, meredekségét, valamint erésségét a Pearson-féle korrelacids teszt segitségevel
hataroztuk meg. Ennek értéke megadja a linearis Osszefiiggés erdsségét, eldjele pedig az
egyenes meredekséget.

A Saccharomyces cerevisiae esetében az y = -1,0907x - 14,319 egyenletii linearis
osszefliggés, mely esetben Pearson teszt erdssége R%(Pearson)=0,994. Ekkor az egységnyi
Ni(Il)-ion koncentracié valtozasra kapott ddzishatas -1,0907 %. A két illesztett egyenes
metszéspontja 77,91 mg/L koncentracidénak adodott, mely megadja a nikkel MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) értékét, azaz a teljes gatlashoz sziikséges legkisebb
gatlészerkoncentraciot. A MICsp az 50 %-0s ddzishatashoz sziikséges gatloszerkoncentracio.
Meghatarozasahoz a vizsgalt tartomany fliggvényértékeit balrdl és jobbrdl korlatozo
fuggvényeket egyenessel és konstanssal kdzelitettilk, melyek egyenlete altalanosan §% = m x

¢ + b és y=k-rendre. Ahol kezdetben serkent6 hatas volt megfigyelhetd, az y=0 és a k koz¢é es6

29



értékekkel szamoltunk, a kdvetkez6 képlet felhasznalésaval:

| =~

MICSO =

A MICsp Saccharomyces cerevisiae-nél 38,969 mg/L.

Az SC_NYH_1 esetében az y = -1,5691x + 23,173 egyenletli linearis Osszefliggés
erdssége R?(Pearson)=0,988. Ekkor az egységnyi Ni(ll) koncentracid valtozasra kapott
dozishatas -1,5691 %. A MIC érték ebben az esetben 78,04 mg/L, mig a MICso 45,678 mg/L.

A Bacillus subtilis-nél az y = -2,7008x + 129,09 egyenletii linearis Gsszefliggés eréssége
R2(Pearson)=0,974. igy az egységnyi Ni(Il)-ion koncentracié véltozasra kapott dozishatés -
2,7008 %. A MIC érték ebben az esetben 76,18 mg/L, mig a MICsq 61,736 mg/L. A Bacillus
sp. esetében az y = -3,2039x + 108,26 egyenletii linecaris Osszefliggés erdssége
R2(Pearson)=0,994. igy az egységnyi Ni(Il)-ion koncentracié véltozasra kapott dozishatés -
3,2039 %. A MIC érték ebben az esetben 61,44 mg/L, mig a MICso 48,785 mg/L.

§. cer. sejtszuszpenzidk abszorbanciai Ni(Il)- SC_NYH_1 sejtszuszpenziok abszorbanciai

ion jelenlétében Ni(II)-ion jelenlétében

1.4 1.4

1.2 12 i
E) ! } y =0,0001x2- 0,0275x + 1,5196 - ! y = 0,0002x2- 0,0377x + 2,0958
g 08 R*=0,9793 g 08 R*=0,966
L, 0,6 % 0.6

0.4 g o4

0.2 02

0 0 T 4
0 20 40 60 80 100 120 02 0 20 40 60 80 100 120
Ni(II)-ion koncentracié (mg/L) - Ni(II)-ion koncentracio (mg/L)

1. diagram Nikkel koncentracid gradiens hatdsa a Saccharomyces cerevisiae ésaz SC_NYH_1

sejtvonalak novekedésre.

.. . . L. . SC_NYH_1 névekedése Ni(II)-ion
S. cer. novekedése Ni(I)-ion jelenlétében jelenlétében

T
-
20 20
40 40
) = 60
-80
B 80
-100 4

-120

SDB-re indexalt novekedés 6%
3
SDB-re indexalt bovekedés §%

Ni(IT)-ion koncentracié (mg/L) -120 Ni(II)-ion koncentracié (mg/L)

2. diagram Nikkel dézishatasa szazalékosan Saccharomyces cerevisiae és SC_NYH_1 esetén.
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3. diagram Ddzishatas statisztikai értelmezése Saccharomyces cerevisiae €s SC_NYH_1 esetén,

melyet a Pearson féle korrelacios teszt segitségével igazoltuk.
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4. diagram Nikkel koncentracid gradiens hatasa a Bacillus subtilis és Bacillus sp. sejtvonalak
ndvekedesre.
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5. diagram Nikkel dézishatasa szazalékosan a Bacillus subtilis és Bacillus sp. sejtvonalak esetén.
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6. diagram Ddzishatas statisztikai értelmezése Bacillus subtilis és Bacillus sp. esetén, melyet a
Pearson féle korrelacios teszt segitségével igazoltuk.

4.2., A keményité hasznositasi teszt eredményei

Az ¢lesztd sejtvonalak esetén az 1 hét utan visszamért keményitdé koncentraciot és a
kiindulasi keményitd koncentraciot abrazoltuk a kiinduldsi keményitd koncentracio
fuggvenyében (lasd 7. diagram). A ponthalmazokat egyenessel kozelitettiik, melyre elvégeztik
a Pearson-tesztet. A Saccharomyces cerevisiae esetén az y = 0,9628x - 34,167 egyenletii
Osszefliggésre a Pearson-teszt erdssége 0,999, mig az SC_NYH_1 esetén az y = 1,2239x -
57,833 egyenletli Osszefliggésre a Pearson-teszt erdssége 0,9979. Az utdbbi esetben a mért
koncentraciot abrazolo egyenes a kiindulasi keményité koncentraciot abrazold egyenes felé
szuperponalddik. Az utolsé merési pontban a mért értek 252,00 mg/mL-rel, szazalékosan 16,80

%-kal haladja meg a teoretikus maximum értéket.

Visszamért keményité koncentracio (S.cer., 1 Visszamért keményité koncentricié

hét) (SC_NYH_1, 1 hét)
2000
1800
1600

2
G
1=}
15

y =1,2239x - 57,833

2
S
S
15

=
5 3
g g
2 =
E 1400 3 R2=10,9979
o 1200 £ 1500 R*(Pearson)=0,999 §
£ 1o 2
@ 300 . 1000 =
5 w0 y =0,9628x - 34,167 Z y=X
- R2=10,999 =] R2=1
= 400 =0, 5 500
2 200 R(Pearson) = 0,999 ; *’
¥ o 2 0
4 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 g 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
= &

2

=

Kiindulasi keményit6 konc. (mg/mL) Kiindulasi keményit6 konc. (mg/mL)

7. diagram 1 hét inkubaciot koveten visszamért keményité koncentracio (mg/mL), valamint a
kiindulasi keményit6 koncentracié (mg/mL) Saccharomyces cerevisiae és SC_NYH_1 esetén.

A Bacillus sejtvonalak esetén a 48 ora utan mért keményitd fogyast és a maximalis
keményitd fogyast abrazoltuk a kiindulasi keményitd koncentracié fliggvényében (lasd 8.
diagram). A ponthalmazokat egyenessel kozelitettiik, melyre elvégeztilk a Pearson-tesztet. A

Bacillus subtilis esetén az y = 0,9828x - 22,833 egyenletii Osszefliggésre a Pearson-teszt
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erdssége -1,000, mig a Bacillus sp. esetén az y = -1,0034x + 43,7 egyenleti 6sszefliggésre a

Pearson-teszt eréssége -1,000.

Keményité fogyas (B. sub., 48 ora)

Keményité fogyas (B. sp. 48 ora)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
000 200 7400 600 800 1000 1200 1400 1600 200 i

g : ) i, =-1,0034x+43,7

2 w00 % ¥ =0,9828x - 22,833 E 400 y=-LUSRT A5,
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g - v e £ 600 R(Pearson)=-1,000

& om0 - Ri=-1,000 z ( )=-1,

5 800 X :::.; g 800

2 _ L )

:‘E -1000 R*=1 "::‘-"-'I:-u :; 1000 l};z= };
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g -140 g 1400 T
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-1800

Kiindulési keményité koncentracié (mg/mL)

Kiindulasi keményitd koncentracié (mg/mL)

8. diagram 48 éra inkubaciot kdvetden meghatarozott keményité fogyas (mg/mL), valamint a
kiindulasi keményité koncentracioé (mg/mL) Bacillus subtilis és Bacillus sp. esetén.

4.3., Fermentacios teszt eredményei

A fermentlevek abszorbancia értékeit a nikkel koncentracio fliggvényében abrazolva
mind a Saccharomyces cerevisiae, mind az SC_NYH_1 esetén a ponthalmazt egy harmadfoku
fuggvénnyel és harom lineéris fuggvénnyel kdzelitettiik (lasd 9. és 10. diagram), mely utobbiak
kozil a kozépsore elvégeztiik a Pearson-tesztet is.

Saccharomyces cerevisiae-nél a harmadfoku flggvény egyenlete y = 1E-05x3 - 0,001x2
+ 0,0133x + 0,7627, mig a linearis fiiggvények koziil a negativ meredekségii egyenlete y = -
0,0155x + 1,0603, utdbbira a Pearson-teszt er6ssége 0,989.

SC_NYH_1-nél a harmadfok( fiiggvény egyenlete y = 1E-06x3 - 0,0002x? + 0,004x +
0,8351, mig a linearis fiiggvények koziil a negativ meredekségli egyenlete y = -0,2313x +
0,9879, utobbira Pearson-teszt eréssége 0,992.

S. cer. fermenticiés sejtszam Ni(I)-ion S. cer. fermentacios sejtszam Ni(I)-ion
jelenlétében jelenlétében
L0 1.0
y =-0,0009x+ 0,7863
0.9 ¥ = 1E-05x3 - 0,001x2 + 0,0133x + 0,7627 0.9 YRS 0,095
R*=10,9758 . ’ ¥ =-0,0155x + 1,0603
0.8 gz ’ 208 gyg- 2= 5
g 5 ; ...... ) g [ T @i . R*=0,9785
Zo7 Zo7 R*(Pearson)=-0,989
20,6 & 5 0.6 L ¥=-0,0021x+ 0,5365
Qo5 s Q05 R*=1
,,,,,,,,,,,,,,,,, [ S—
0.4 * 0.4 .
0.3 0.3
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
Ni(II)-ion koncentraci6 (mg/L) Ni(IT)-ion koncentracio (mg/L)

9. diagram Fermentécids sejtszam Ni(ll)-ion jelenlétében Saccharomyces cerevisiae esetén.
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fliggvényében abrazoltuk derékszogli koordindtarendszerben, illetve oszlopdiagramon (lasd 11.
és 12. diagram). Az elébbi esetben a ponthalmazokra Saccharomyces cerevisiae-nél linearis,
SC_NYH_1 eseten masodfokd gorbét tudtuk illeszteni, melyek egyenlete rendre y = -0,07x +
9,0487 (R?(Pearson)=0,9074), illetve y = -0,0008x? + 0,0324x + 10,6. A mintak mikrobiolégiai

10. diagram Fermentacios sejtszam Ni(ll)-ion jelenlétében SC_NYH_1 esetén.

A fermentlé desztillalasat kovetden mért alkoholkihozatalt a nikkel koncentracid

tisztasagat nativ készitmeny készitésével ellenériztiik (lasd 1. kep és 2. kép).
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11. diagram Fermentacids alkoholkihozatal Ni(ll)-ion jelenlétében Saccharomyces cerevisiae és
SC_NYH_1 esetén.

Kontrollra indexalt hatas 8%

Ni(II)-ion hatasa az S. cer.
alkoholkihozatalara

e |

Ni(II)-ion koncentracié (mg/L)

Ni(I)-ion hatasa az SC_NYH_1
alkoholkihozatalara

10

0 - ] 1

10 0.0 125 250 3‘1.5 iT) E l
-30

Ni(II)-ion koncentracié (mg/L)

Kontrollra indexalt hatas 8%
ooy KN
=

12. diagram Ni(ll)-ion dézishatasa az alkoholos fermentaciéra jelenlétében Saccharomyces
cerevisiae és SC_NYH_1 esetén.
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1. kép Saccharomyces cerevisiae (balra) és SC_NYH_1 (jobbra) mikroszkoépos felvétele (nativ
készitmény, 1000x). Sajat forras.

A Bacillus sp. és SC_NYH_1 sejtvonalakkal végzett fermentacios Kisérlet soran meért
alkoholkihozatalt oszlopdiagramon abrazoltuk, ahol a mért értékek balrél jobbra rendre 0,4;
0,4; 1,65; 0,87; 0,95; és 1,456 (V/IV) % voltak. A kiindulasi szabad gliikk6z koncentracio
atlagosan 1,85g/L volt, 0,57 g/L szorassal. A mintak mikrobioldgiai tisztasagat Lugol-oldatos
differencialassal ellendriztiik (1asd 3. kép).

Alkoholkihozatal B. spp. és SC_NYH_1
kokulturas fermentacio soran

1.7
1.2
0.7
-0

SC_NYH_1 SC_NYH_1 SCNYH_1 B.spp.+ B.spp.+ B.spp.+
0.3 Nil Ni2 Kontroll SC NYH 1 SC NYH 1 SC NYH 1
Nil Ni2 kontroll

Alkoholkihozatal (6%)

13. diagram Fermentacios alkoholkihozatal B. sp. és SC_NYH_1 kokultdras fermentacidja esetén.

3. kép Bacillus sp. és SC_NYH_1 mikroszkdpos felvétele Lugol-oldatos differencialast kovetéen.
Sajat forras.

35



5., Diszkusszié

A toxicitasi tesztek soran megfigyelheté volt, hogy a nikkel gatldé hatast gyakorol a
kutatocsoportunk  &ltal izolalt mikroorganizmusokra, mivel a nikkelkoncentracio
novekedésével csokken a mért abszorbancia (lasd 1. és 4. diagram), mely az &ltalunk
spektrofotométerre adaptalt relativ sejtmeghatarozési eljaras alapjan (lasd ,, McFarland-féle
relativ tipusu sejtszammeghatdrozas” c. fejezet) aranyos a sejtszammal.

Nikkel a sejtek biomasszaprodukcidjara gyakorolt hatdsa az éleszték esetén az
SC_NYH_1-re, mig a Bacillusok esetén a Bacillus sp.-re volt nagyobb. Ez a 3., illetve 6.
diagramon talalhaté csokkenté tendenciaju egyenesek meredekségébdl allapithaté meg,
melyek megadjak az egységnyi nikkelkoncentracid valtozashoz tartoz6 doézishatast. Az
illesztéseken végzett Pearson teszt erOssége atlagosan 0,9875 volt, mely alatimasztja az
Osszefliggések erosségeét. Mig az éleszték esetén a nikkel a legkisebb vizsgalt koncentracioban
is gatlé hatast mutatott, addig a Bacillus subtilis esetéen 40 mg/L, mig Bacillus sp. esetén 20
mg/L koncentracioig serkentd hatast tapasztaltunk (lasd 2., illetve 5. diagram).

A keményit6é hasznositas megfelel a mikroorganizmus amilaz szekréciojanak mértékével,

mely az amildz linearis lancaban talalhato a(1-4) glikozidos kotéseket hasitja az 3. abra szerint.

alpha-D-glucopyranosyl-(1-4))n-alpha- + H20 =  (alpha-D-glucopyranosyl-(1-4)n-m-  + (alpha-D-glucopyranosyl-(1-4))m-alpha-
D-glucopyranose alpha-D-glucopyranose D-glucopyranose

3. dbra Az a-amilaz (EC 3.2.1.1) enzim reakciosémaja (forrds: BRENDA Enzyme Database nyilt
forraskodl adatbazis, https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.1, utolsé hozzaférés:
2022.11.17)

A keményité Lugol-oldat jelenlétében kék szinreakciot ad, mivel a jodmolekulékat az
amilozhélix belsejében van der Waals er6k rogzitik. Ez hatassal van az elektronszerkezetre, igy
az elnyelt fény hullamhosszara, tehat a kialakult intenzitasra.

A keményit6 hasznositasi teszt soran megallapitottuk, hogy a Saccharomyces sejtvonalak
1 hét elteltével sem hasznositottak a keményitét. A 7. diagramon lathato, hogy a mérések soran
Saccharomyces cerevisiae-nél a kiindulasi keményité koncentracidval majdnem megegyez6
koncentraciot mértink vissza, mig az SC_NYH_1 az utols6 bemérési pontnal vizsgalva 16,80

%-kal meghaladja a teoretikus maximum értékét. Ez az eltérés a mérési hibahataron belul esik,
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igy arra enged kovetkeztetni, hogy az SC_NYH_1 sejtvonal sem hasznositja a keményit6t. A
mérési hibat feltehetden a gyarapodo sejttomeg abszorbancidja okozta. Ezekkel ellentétben a
Bacillus sejtvonalak méar 48 dra elteltével lebontottdk a rendelkezésikre &llé
keményitdmennyiséget (lasd 8. diagram).

A Saccharomyces cerevisiae és SC_NYH_1 sejtvonalakkal végrehajtott fermentacio
sorén a koncentracio gradiens mentén valtozo sejtszamot az abszorbancia értékek segitségevel
vizsgaltuk, a ,, McFarland-féle relativ tipusu sejtszdmmeghatdarozas” c. fejezet alapjan. A 9. és
a 10. diagram alapjan a gatlészer alacsony koncentraci6ban nem volt hatdssal a
biomasszatdmegre. Saccharomyces cerevisiae esetén 20 mg/L, mig SC_NYH_1 esetén 25
mg/L koncentracional csokkenésnek indult a sejtszam, rendre 40 mg/L, illetve 87,5 mg/L
koncentracidig, ahol allandosulni Iatszik az abszorbancia, a nikkel koncentréciotdl fiiggetlenal.
A két sejtvonal megkdozelitéleg azonos koncentracional kezd érzékenységet mutatni a nikkel
jelenlétere, azonban az SC_NYH_1 még 50 mg/L esetén is jelentds mértékben nd, ellenben a
Saccharomyces cerevisiae ekkora koncentracional mar jelentésen csdkkent sejtszamot mutat.

A Saccharomyces cerevisiae alkoholkihozatalara a nikkel jelenléte a teljes vizsgalt
tartomanyon gatlo hatassal volt, mig az SC_NYH_1 esetén egészen 37,5 mg/L koncentracioig
nem gyakorolt ra gatlo hatast (lasd 11. és 12. diagram).

Keményité szénforras mellett torténé fermentacidé soran az SC_NYH_1 nikkel
jelenlétében jelentsen csokkent alkoholkihozatalt produkalt (mindkét technikai ismétlés esetén
0,4 (VIV)%-ot) a kontrollhoz képest (1,65 (V/V)%). A Bacillus subtilis és az SC_NYH_1
kokulturas fermentécid esetén azonban a nikkel jelenléte jelent6sen gyengébb gatlo hatast
gyakorolt az alkoholkihozatalra. 37,5 mg/L nikkel koncentracié mellett a technikai ismétlések
alkoholkihozatala atlagosan 0,9122 (V/V)% volt, mig a kontrollé 1,46 (V/V)%. A fermentacio
soran  Ni(ll)-ion jelenlétében, kokultaras &sszeallitdsban 128,05%-kal magasabb
alkoholkihozatalt érttink el, mint monokultdrasan.

A Kkutatocsoportunk altal izolalt Bacillus sp. és Saccharomyces sp. (SC_NYH_1)
sejtvonalak szemianaerob kokultdras fermentacio soran, keményité taptalajon megnovelték az
izolalt vad tipusok tovabbi vizsgalata javasolt a toxicitasi tesztek és a fermentécids kisérletek

alapjan.
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