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1 BEVEZETES

A proteédzok a vilag teljes enzimértékesitésének kortlbeliil 65%-at teszik ki. Az enzimek
egy igen Osszetett csoportjabdl allnak. A protedzok tulajdonsédgaikban egymastél eltéréseket
mutatnak, mint szubsztratspecifitas, katalitikus mechanizmus, kornyezeti tényezOk hatasa és
stabilitasi profil terén (Usman et al. 2021). A protedzokat ma mar mikrobialis szervezetekkel
termeltetik. A mikrobidlis protedzok hasznélata igen elterjedt szdmos ipari agazatban, a
teljesség igénye nélkil mosé- és tisztitdszerek gyartasanal, élelmiszeripari termékek, allati
takarmanyok, gyogyaszati készitmények eldallitasanal, biopolimerek lebontasandl, vagy akar
boriparban (bércserzés) is alkalmazzak (Pécs, 2011).

A nagyilizemi enzimfermentdcid soran ma mar jellemzden genetikailag moédositott
termelé szervezeteket alkalmaznak, azonban a kutatdsok masik irdnyvonala a természeti
mintakban izolalt 0j torzsek enzimprofiljanak feltérképezésére, a jo enzimtermeld torzsek
szelektalasara és teljesitmenyik optimalasara iranyul. A természetben szamos fonalasgomba
talalhatd, mint az Aspergillus, a Penicillium, a Rhizopus, a Mucor, a Humicola, a Thermoascus,
a Thermomyces nemzetség tagjai, amelyeknél igen kedvez6 proteolitikus aktivitast mutattak ki.
A fonalasgomba eredetli proteazok tobb elényos tulajdonsaggal is rendelkeznek a bakterialis
proteazokkal szemben, amelyek kozott emlithetd a fementlé konnyebb kezelhet6sége
(micélium eltavolitasa sziréssel), valamint nagyobb enzimhozam érhet6 el csokkentett
nedvességtartalmu fermentacios rendszerben (de Souza et al. 2015, Li et al. 2014). Az iparban
ugyan a szubmerz rendszercket részesitik elényben a technologiai tényezOk konnyebb
szabalyozhat6sadga miatt, azonban ez utdébbi szilard fazisu fermentacios rendszer kivitelezése
egyszerlibb és a termelési koltségek is alacsonyabbak (Pécs, 2011).

Az utobbi években tobb kutatas is az alternativ szubsztratumok kérének megismerését,
ezen belill is az agro-ipari maradvanyok hasznositasi lehet6ségeit célozta (de Souza et al. 2015).
Vilagszerte az emberi fogyasztasra eldallitott ¢lelmiszer egyharmada karba vész, ami évente
korulbeltl 1,6 milliard tonnat jelent. Az élelmiszerek kézil a gyimdlcsok és a zdldségek
pazarlasa a legjelent6sebb. Az Eurdpai Unidban az élelmiszer pazarlas évente 89 millio tonna
élelmiszert tesz ki, mig a teljes mezOgazdasidgi hulladéktermelés (termésmaradvanyok,
valamint termesztett ndvények részei, amelyek nem fogyaszthatdk élelmiszerként) évi 367
milli6 tonnéra becsiilhetd. A ndvényi maradvanyok egy részét a gazdasagba visszaforgatjak
takarmanyként, komposztként. Az agro-ipari maradvanyok ezen tal biofeldolgozasi

folyamatokba integralhatok, igy akar iparilag hasznos biokatalizdtorok eldallitasanak



alapanyagiként is hasznosithatok. Ez az ugynevezett ,pazarlastdl a gazdagséagig" irdnyba
torténd elmozdulas lehetéséget ad a még értékes novényi maradvanyok Ujra hasznositasara, és
mas ipari tevékenységek szamara hosszabb tdvon fenntarthatd, folyamatosan megajuld
er6forrasokka is valhatnak (Fazilat et al. 2016, Ravindran et al. 2018).



2 A MUNKA CELJA

Kutatdmunkam a természeti mintakbdl is izolalhatd Aspergillus torzsek extracellularis
proteaz termelésenek feltérkepezésere, valamint a termelési hatéekonyséag optimalasara iranyult
cellulézban gazdag agro-ipari melléktermékeken.

Az alabbi részfeladatokat tiztem ki:

1. Torzsszelekcid: a torzsek proteolitikus aktivitasanak gyors screenelése.

2. Kiilonbozé enzimfermentacios technikak: a szubmerz, rdzatott enzimfermentacio
(SmF) és a csokkentett nedvességtartalmu enzimfermentécié (SSF) hatasdnak nyomon
kdvetése.

3. Alternativ szénforrasok: a buzakorpa, a buzaszalma, a kukoricacsutka, a sortorkoly es
a gyumdlcs/zoldség rostallomany alkalmazhatosaganak vizsgéalata.

4. Enzimfermentacié optimalasa: a szénforras és az induktor (kazein) hatasanak

elemzése.



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Proteazok

3.1.1 Proteazok elofordulasa és hatasmechanizmusa

A protedzok (EC 3.4.11-24) (méasnéven peptidazok, proteinazok) fehérjebontd enzimek,
amelyek a hidrolazok csoportjaba tartoznak. Minden ¢él6 sejt szamara létfontossaguak,
eléfordulnak mikro- és makroszervezetekben (emberekben, allatokban, ndévényekben,
protozodkban, gombéakban, baktériumokban és virusokban) egyarant (Razzaq et al. 2019). A
protedzok  rendkivil  Osszetett  enzimcsoportot  alkotnak, ugyanis  kiilonbdz6
szubsztratspecifitassal, katalitikus mechanizmusokkal és aktivitasi helyekkel rendelkeznek és
eszerint hasitjak a fehérjékben és peptidlancokban a peptidkotéseket (Kamal et al. 2016). A
bontasi mechanizmus eredményeként kisebb peptideket €s aminosavakat hoznak létre. A
proteazok emellett az egyéb amidkotések és az észterkotesek hidrolizisében is részt tudnak

venni.

1.4bra: Proteazok bontési mechanizmusanak sémaja (Pécs, 2011)

A protedzok szintezisénel gyakori jelenség, hogy az enzim egy inaktiv fehérje,
agynevezett zimogén forméajaban jon létre és csak a sejten kivil térben aktivalodik. Az
aktivalodasi folyamat iranyitott proteolizisnek tekinthetd, amely soran egy révidebb, esetenként
hosszabb peptid a fehérjelancrél lehasad (Pécs, 2011).

A papain, a bromelain, a keratinaz és a ficin néhany j61 ismert névényi eredetii proteaz
(Rao et al. 1998). A nbvenyi proteazok hasznositasat szamos tényez6 korlatozza, mint a
term6fold szlikséglet, az éghajlati viszonyok valtozékonysdga, valamint az iddigényes
eloallitasi folyamat is. Az allati protedzok, mint a hasnyalmirigybdl nyert tripszin, a pepszin, a
kimotripszin és a rennin ugyan széles kdrben ismert, azonban a névekvé ipari igényeknek
megfeleld mennyiségben szintén nem termeltetheték. Ennek eredményeként a kutatasok az
enzimforrasok korének Kkiterjesztésére, a mikrobidlis uton torténd enzimfermentacio

fejlesztésére iranyultak. A termeld szervezetek kedvezd tulajdonsagai és a proteolitikus
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aktivitasi enzimfehérjék széles spektruma miatt ma mar a mikrobidlis enzimszintézist
részesitik elényben a novényi és allati proteazokkal szemben. A proteaz enzimkészitmények
kétharmadat mikrobialis aton allitjak el6 (Razzaq et al. 2019). Az allati és ndvényi enzimek
helyettesitésere rendelkezésre allnak nativ, valamint génsebészeti Gton manipulalt
mikroorganizmusokkal termeltetett valtozatok, amelyek tulajdonsagaikban egyenértékiiek
vagy akar jobbak is lehetnek. Erre példaként hozhaté a borjigyomor eredetii rennin, a
sajtgyartasban hasznalatos tejalvaszté enzim, amelyet ma mar a Kluyveromyces lactis élesztd
segitségével termeltetnek ipari szinten. Az enzimtechnoldgiék fejlesztéseinek eredmenyeként
jelenleg a mikrobialis enzimek kozel 90%-at rekombinans torzsekkel termeltetik, azonban a
kutatési tevékenységek soran intenziven tanulmanyozzak a természeti mintakbdl izolalt,
potencialis termel6 torzseket és az altaluk szintetizalt enzimek tulajdonségait, alkalmazasi
lehet6ségeit (Pécs, 2011). A proteazt termeld torzsek kozott ismertek baktériumok, fonalas
gombak, élesztok és sugargombak is (Chandrasekaran et al. 2015). A mikrobialis protedzok,
hasonléan a tobbi mikrobialis Uton termelt enzimhez, olyan kedvezé tulajdonsaggal
rendelkeznek, mint, hogy a nagylzemi termelés zart bioreaktorokban megy végbe, ezéltal
helyigényik Iényegesen csokken, tovabba szabalyozott koriilmények kozott, a termeld torzstol
fliggden, kiilonbozo fizikai €s kémiai tulajdonsagh proteaz allithatd elé. Az enzimtermelés
idGtartama jelentdsen csokken, ezaltal az enzimtermelés koltségei is kisebbek (Sumantha et al.
2006).

A mikroorganizmusok szamos proteazt termelnek, amelyek kozott vannak
intracellularis és extracellularis természetiieck. A sejtek csak az extracellularis proteazok
mechanizmusa soran felszabaditott peptideket és aminosavakat tudjak a sejten beluli térben
tovabb hasznositani. Mindemellett az intracellularis proteazok is fontosak a sejt kildnféle
cellularis és anyagcsere folyamatainak biztositdsdhoz, mint példaul a fehérjék megujulasa, a
sejtek differencialodasa, valamint a fehérjek aktivalasa terén (Pécs, 2011). A baktériumok
korében nagyobb proteolitikus aktivitas a Bacillus, a Pseudomonas, a Clostridium fajokat
jellemzi. A bakterialis proteazok hémérséklet optimuma 40-50 °C, és altaldban a lugos
kozegben fejtik ki aktivitasukat. A bakteridlis eredetli proteazok eldallitasara elsdsorban a
Bacillus substilis fajt alkalmazzak. A fonalasgombékat a széles enzim spektrum és az egyeb,
iparilag hasznos metabolit termelés miatt szdmos ipari folyamatban alkalmazzak. A
fonalasgombéak korében elterjedt proteaz termeld szervezetek az Aspergillus, a Penicillium és a
Mucor fajok. A bakterialis eredetli enzimekhez képest alacsonyabb reakcidsebességiick és a
hétiirésiik is kisebb, viszont széles pH optimummal rendelkeznek A ,,penészprotedzok™ pH 4

és 11 tartomanyban mikodoképesek. Az Aspergillus fajokkal eldallitott proteazok rendkiviil
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savtir6ek (Rao et al. 1998). A fonalasgombakkal torténé enzimtermelés tovabbi elonye kozott
emlithetd, hogy az altaluk termelt proteazok jellemzéen extracellularisak, igy azok a
fermentacios rendszerb6l konnyen kinyerheték (Vishwanatha et al. 2010b). A fermentlé
elvalasztasanal a fonalasgombak ndvekedési képletei, mint a micéliumok, pelletek elvalasztasa
szliréssel gyorsan kivitelezhetd. A termelési és enzim tisztitasi koltségek ezaltal csokkenthetdk.

A mikrobidlis protedzokat széleskorlien alkalmazzak élelmiszeripari agazatokban
(tejipar, husipar, sorfozés, siitipar stb.), az allati takarmanyozasban (emészthetdség javitasa),
a gylgyaszatban (bioaktiv peptidek el6allitasa), bOrgyartasban (bér cserzése), mososzer
gyartasban sth. (Razzaq et al. 2019).

Szémos kereskedelmi forgalomban elérhetd enzimkészitmény nem homogén, hanem
kisebb-nagyobb ardnyban tobbféle fehérjebontd hatast enzimet tartalmaz. Ezeket a termel6
szervezet parhuzamosan szintetizalja, és nem érdemes az egyes enzimeket tisztitani, mert
egylittesen altalaban hatékonyabban miikddnek, mint tisztitott formaban. A gyogyszeriparban
szigorubbak a tisztasagi kovetelmények, de az élelmiszeriparban és a mososzereknél inkabb a
vegyes enzimkészitmenyek hasznalata terjedt el (Tolnay, 1963).

3.1.2 Proteazok csoportositasa és tipusai

A protedzok osztalyozésa az eredetilk, a katalitikus mechanizmusuk (hatasuk helye), az
aktiv helyen 1év0 aminosav természete, valamint a pH tartomanyuk szerint torténhet. A
polipeptidlancokra gyakorolt hatasuk alapjan a protedzok két nagy csoportja ismert, az

exopeptidazok és endopeptidazok (Singh et al. 2016).

Fehérje Peptidek

Exopeptidaz 9 g

Pephdek és szabad aminosavak

2.abra: Az endo- és exohatasu proteazok hatdsmechanizmusa (ThiQuynhHoa et al. 2014)
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A mikrobialis protedzok tébbsége az endopeptidazok kdzé sorolhatd, amelyek fehérjék és a
hosszl peptidlancok bels6 régidiban hasitjak a peptidkotéseket. Az exopeptidazok a rovidebb
peptidlancok végein aktivak, maximum harom aminosav-maradékot bontanak le a szabad
amino- vagy karboxil-terminalison. Az exopeptidazok igy tovabbi két csoportba, az amino- és
karboxi-peptidazok kozé sorolhatok (Singh et al. 2016).

A pH optimum alapjan kilénbséget tesziink savas (pH 2-6), semleges (pH 6-8) és ligos
(pH 8-13) protedzok kozott (Gupta et al. 2002, Rao et al. 1998, Sabotic és Kos, 2012). Az
alkalikus protedzokat ipari léptékben a szélsGséges koriilmények kozott is jol miikodd
baktériumokkal, nagyrészt a Bacillus fajokkal termeltetik. Az alkalikus protedzok korét erdsiti
a szubsztilizin, amely termeld szervezetei a Bacillus subtilis fajbdl keriilnek ki, de sok mas
organizmus termel hasonl6 szerin protedzokat. Ugyan mar tobb neutralis proteazt azonositottak,
azonban ezen proteazok gyakorlati jelentésége megis Kisebb, mert a tiir6képességiik a
széls6séges koriilményeken csokken. A savas protedzokon beliil két alaptipus kiilonithet6 el: a
pepszin tipust enzimek (pH 2-4), amelyeket els6sorban Aspergillus fajok termelnek, valamint
a rennin tipusu enzimek (pH 5-7), amelyeket pedig féleg a Mucor és a Rhizomucor torzsek
termelnek (Hsiao et al. 2014, Vishwanatha et al. 2009).

A Kkatalitikus helyen talalhato aminosav alapjan a proteazok tovabbi hat csoportra
oszthatok, eszerint vannak szerin-, aszparaginsav-, cisztein-, metallo-, glutaminsav- és

treoninproteazok (Singh et al. 2016).

3.1.2.1 Aszpartat-proteazok

Az aszpartat-proteazok (EC 3.4.24) endohatasu fehérjebont6 enzimek. A protedzokra
jellemzd6en az aszpartat-proteazok is zimogének formajaban szintetizalédnak és egy legfeljebb
50 aminosav hosszusagu N-terminalis propeptid lehasadasaval aktivalodnak. Az aktiv
enzimfehérje mintegy 320-360 aminosavbol allé polipeptidlanc, amelyet nagyrészt B-red6zott
masodlagos lemezszerkezet jellemez. Az enzim molekulatomege jellemzéen 30- 45 kDa kdzott
talalhatdo (Gomri et al. 2018). A kiilonboz6 eredetii proteazok haromdimenzios szerkezete
nagyon hasonlé egymashoz. Az enzimek két szerkezetileg hasonlo doménbdl allnak, és az aktiv
centrum a két domén kdzotti résben alakul ki (Souza et al. 2017).

Az aszpartat-protedzok a maximalis aktivitasukat alacsony kémhatasu kornyezetben,
savas tartomanyban (pH 3-5,5) fejtik ki, amiért az aktiv helyen 1év6 két aszparaginsav-maradék
felel (Liet al. 2014). Az izoelektromos pontjuk jellemzéen pH 3-4,5 tartoményban van (Mamo
et al. 2018). Az aszpartat-proteazok hémérséklet optimuma 30-50 °C kdzott talalhato. Ugyan a

legtbb aszpartat-proteaz a magas hdmérsékletre érzékeny és gyenge termostabilitast mutatnak,
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azonban néhany esetben a maximalis aktivitas elérheti az 55 °C-ot is. Az aszpartat-protedzok
alkalmazésa jellemz6en mezofil koriilményekre korlatozott (da Silva et al. 2016).

Az aszpartat-protedzok eléallitasara tobbnyire fonalasgombéakat (Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus stb.) alkalmaznak. A kutatasok sorén leirasra kertilt,
hogy ezeket az aspergillopepszineket és egyéb aszpartat-protedzokat a hexapeptid gétolja,
amely két pepstatin nevii sztatinmaradékot tartalmaz. Az aszpartat-protedzok igen érzékenyek
a diazoacetil-DL-norleucin-metil-észterre (DAN), az 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)-propanra
(EPNP) réz ionok jelenlétében (Mamo et al. 2018, Usman et al. 2021)

A savas aszpartat-proteazokat tobb terileten is felhasznaljak, példaul emésztést
elsegitd preparatumokban (a gyomorban a pepszin hatas kiegészitésére, potlasara), sz6jasz6sz
elallitasara, szojafehérjék iranyitott hidrolizisére, valamint tej alvasztasara is (ez a sajtgyartas
kritikus lépese, a tej kolloid szerkezetének megbontasa, aminek hatésara a tej két fazisra, turora
és savora valik szét) (Pécs, 2011). A kutatasok tobbnyire a keleti fermentalt élelmiszerek (szake,
szbjaszOsz, miso) elballitasanal is ismert Aspergillus oryzae, tovabba az Aspergillus niger faj
savas protedz termelésének tanulmanyozésara iranyulnak, kdszonhetéan annak, hogy nagy
mennyisegben termelnek hidrolitikus aktivitasu enzimeket (Li et al. 2014).

Az intenziv kutatdsok eredményeként ma mar egyre tobb, 0j €s 0jszerli biotechnologiai
alkalmazasi terilet is ismertté valhat. A kiilonboz6 biomitianyagok lebontasi folyamataban tobb
enzim, az eszterazok, a lipazok, a kutinazok, a protedzok igen fontos szerepet toltenek be.
Szamos tanulmany megerdsitette, hogy a keményité-alapu tejsav polimer, a politejsav (PLA)
enzimes degradacidja soran hatasosabbnak a proteazok bizonyultak. Az egyik igéretes miianyag
helyettesitoként tekinthetd, amelynek csomagoloanyagként, evdeszkozokként ¢és egyéb
fogyasztasi cikkek formajaban torténé hasznositasa, valamint a biodegradacio

mechanizmusanak megeértése még kutatasok alatt all (Sankhla et al. 2020).

3.2  Enzimfermentacié technikak

Az enzimtermelés hatékonysagara tobb tényezd is, kozottiik a termel6 szervezet jellege,
a fermentacios tapkozeg Osszetétele, kilondsen a szén-és nitrogénforrasok, tovabba a
kornyezeti feltételek, mint a kémhatds, a hémérséklet, az oldott oxigén koncentracio
(levegdztetés és kevertetés), a beoltasi rata, a termelési (inkubacios) idé és a fermentacios
technika is jelentés hatassal van (Aniflousa et al. 2002, Siala et al. 2012).

A tapkozegben a megfeleld, a termeld szervezet szamara konnyen hasznosithatod szén-

és nitrogénforrast tiszta formaban, valamint dsszetett, agro-ipari maradvanyok formajaban is
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lehet biztositani. A szénforrasok kérében a glikoz, a szacharo6z, a frukt6z, a glicerin, tovabba a
blzakorpa, a kukoricacsutka, a rizskorpa stb. is hasznosithaté. Ez utdbbiak, az agro-ipari
tevékenységek soran keletkez6 maradvanyok szénhidratokban, tovabba fehérjekben is igen
gazdagok, sOt asvanyi anyagokat, mikro- és makroelemeket tartalmaznak, ezért komplex
tapanyagként vehetnek részt az enzimtermelés folyamataban. Az értékes 0Osszetételiknek
koszonhetden a fermentacios rendszerek koltségei csokkenthetok. A tapanyagigény termeld
szervezetenként eltéréseket mutathat, azonban az eddigi ismeretek alapjan elmondhato, hogy a
fonalasgombék tdbb proteolitikus enzimet termelnek Osszetettebb, szénhidratokban és
fehérjékben (fehérjetermészetli anyagokban) gazdag eréforrasokon, mint konnyen
hasznosithaté szénhidratok és kis molekulatomegii, valamint szervetlen természetii
nitrogénforrasok (nitratok, ammadniumsok) jelenlétében (de Souza et al. 2015). A kutatasok
tehat jellemzOen a szerves természetli és Osszetett tapanyagforrasokat részesitik eldnyben,
ugyanis azok hasznositasa Iényegesen tobb id6t igényel, ezaltal a katabolit represszio és a
fehérjék lassabb bomlasa soran az oldatba vitt egyes peptidek/aminosavak enzimszintézisre
gyakorolt kedvezdtlen hatdsa is kikiiszobolhetd, azaltal, hogy jelenlétiik a rendszerben
alacsonyabb szinten és hosszabb id6én at biztositott (Nadeem 2009, Nirmal et al. 2011).

A savas protedz termelésnél a hémérsékletnek, a kémhatasnak és az inkubacids idének
is igen fontos szerepe van. A legtébb aszpartat-proteazt termelé mikroorganizmus Szamara az
optimalis hOmérséklet tartomany 30-55°C koOzott talalhatd. A termeld szervezeteknek
jellemzd6en 24-144 Ora szikséges a maximalis enzimhozam eléréséhez. Az enzimszintézisnek
a pH 3 és 6 kozott tartomany kedvez (Sethi et al. 2016).

A fermentacioés technikat nem csupan a tapanyag Osszetétele, hanem a termeld
szervezetek természete is befolyasolja, amely alapjan azok két nagy csoportba: a szubmerz
(sullyesztett) és csokkentett nedvességtartalom mellett inditott fermentacios technikak kozé
sorolhatok. Az enzimfermentacio ipari szinten tébbnyire szubmerz rendszerekben torténik,
azonban ismertek olyan kutatdsok és torekvések, amelyek a természetes degradacio
folyamatanak modellezésére, a csokkentett nedvességtartalmu rendszerek hatékonysaganak
ndvelésére és a léptékndvelt konstrukcidk kivitelezésére iranyulnak. Ezeket a rendszereket
elsésorban a fonalasgombak enzimjeinek termelésénél alkalmazzak, ugyanis a kornyezeti
feltételek a természetes élohelyiikhoz (korhadd fa, komposzt stb.) igen hasonloak. A
fermentacios technika szamos elénnyel rendelkezik, tobbek kozott nagyobb termelékenység
érhetd el, az energia- és vizhasznalat csokken, jelentdsen kevesebb szennyviz is keletkezik, és

a tapanyagsziikséglet is olcsobb (Belorkar et al. 2022)
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A mikrobialis eredetli proteazok alkalmazasanak terileteit min6ségiik és koltségiik
korlatozza. A kutatasok egyik irdnyvonala ma a proteazok 0j és Ujszerli hasznositasi
lehetdségeinek feltérképezését, és a kornyezetbaratabb termelési lehetdségek kivitelezését
célozza nagy mennyiségben és olcsobban elérheté tapanyagban gazdag mezOgazdasagi,
erdészeti €s egyéb ipari tevékenységei soran keletkezd, még értékes maradvanyokon. Ezen
maradvanyok korében az egyik potencialis er6forras lehetne a blzakorpa, amelyen mar
sikeresen novelték az elérheté enzimhozamot csokkentett nedvességtartalmu rendszerekben.
Ezen tulmenden az ipari szennyvizek, a magas szervesanyagtartalmuknak koszonhetéen szintén
egy alternativ fermentaciés kozeget biztosithatnak az enzimtermeléshez, és egyben
hozzéjarulnak a kdrnyezetszennyezes csokkentésehez is. A kutatasok sikerességéb6l adodoan
a proteazokon tul, mas enzimek nagyiizemi el6allitasahoz a jovoben varhatéan a ndvényi
maradvanyok, agro-ipari melléktermékek/hulladékok hasznositasa terjedhet el (Razzaq et al.
2019).

3.2.1 Aszpartat-proteaz termelés szubmerz rendszerekben

A szubmerz (méasnéven sullyesztett, folyadékkultiras) (SmF) fermentacié soran a
bioreaktorban a termel6 szervezet névekedéséhez és enzimtermeléséhez szilkseges tapanyagok
nagy mennyiségli vizes oldat formajaban vannak jelen, ezaltal a megfelel6 anyagiram a
bioreaktor kevertetésével és levegbztetésével jol alakithatd ki. A szubmerz rendszerekben a
kdrnyezeti tényezOk szabalyozhatok. Ennél a fermentacios technikanal a tapkdzeg hajlamosabb
a befert6z6désre, a tapkdzeg Osszetétele és a termelés soran a sejtbiomassza és egyéb
metabolitok mennyiségének novekedése a gaz- és folyadékfazis kdzotti anyagatadast neheziti
(Sinha, 2009).

Siala és munkatarsai (2012) az Aspergillus niger |11 savas proteaz termelését szubmerz,
razatott fermentacié soran kovették nyomon, ahol szénforrasként tobbek kozott glikdzt,
maltozt, laktdzt, hantolt buzaszemeket, nitrogénforrasként pedig kazein peptont, husbol
emésztett peptont, ureat, zselatint, natrium-kloridot, élesztékivonatot és halaszati termékekbdl
(rékokbdl) nyert peptont hasznositottak. A termeld torzs extracellularis proteaz aktivitasa
hantolt buzaszem és rakpepton alkalmazasa esetén savas kornyezetben (pH 4) és magas
homérsékleten (50 C°) tet6zott. A szén- és nitrogenforras jellegén és mennyiségén (10 g/L
koncentracidban) tul szintén igen nagy hatést fejtett ki a fermentacio sordn az inkubécios id6 és
homérséklet is, tovabba a foszforkoncentracio is, amelyet dikalium-hidrogén-foszfat

forméajaban, alacsony koncentracioban (1g/L) biztositottak. Az enzimszintézisnek az enyhén
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savas (pH 5) és mezofil hémérséklet tartomany (30 °C) kedvezett, 150 rpm razatasi sebesség
mellett. A termeld torzs enzimtermelésére nem fejtettek ki kedvez6tlen hatast a fémionok (Ca?*,
Mg?*, Mn?*, Cu** Na*, K*, Zn?*) 5 mM koncentracioban.

Radha és munkatarsai (2011) a talajmintabdl izolalt Aspergillus proteaz termelésének
optimalasa soran kedvezObb enzimhozamot a tejsavo és melasz azonos aranyban torténd
hasznalata soran irtak le Az enzimtermelést tovabb ndvelte, amennyiben a tapkozeg
szénforrasként gliikéz (15 g/L) és rizsliszt (10 g/L), valamint nitrogenforrasként széjabab
kivonat (10 g/L) kiegészitést tartalmazott. Az enzimtermelés szintén enyhén savas kémhatason
(pH 5) és 32+2°C-on tetdzott, 150 rpm razatasi sebességen, 120 6ras fermentacios idétartamot
kovetden.

Sinha és munkatérsai (2009) az Aspergillus awamori MTCC-548 torzs aktivitas profiljat
kiilonb6z6 nitrogénforrasok, mint kazein, pepton, sovany tejpor és mogyordliszt jelenlétében
vizsgaltak. KedvezObb aktivitaist a mogyoroliszt hasznélata eredmenyezett 20 g/L
koncentracioban. A szubmerz fermentéacié pH 6,5 ertéken es 30 °C-on, 220 rpm razatési
sebességen tortent. A proteolitikus aktivitas pH 6,5 érteken és 60°C-on tet6zott.

1.tablazat: Aspergillus torzsek savas protedz aktivitasa szubmerz, razatott rendszerekben

e ) T Enzimhozam ,
Termeld torzs Szubsztratum °C) pH (U/ml) Forras
. . hantolt :
Aspergillus niger blizaszem, 50 4 96.86 Siala et
11 ) al.2012
rakpepton
Aspergillus sajtsavo, 60 6.5 0.4481 Radha et al.
izolatum nadmelasz 2011
Aspergillus - .
AWAMOri mog>|/9lic?llszt, 60 6.5 0,218 Slngg(i; al.
MTCC-548 gioz
Aspergillus sz6ialiszt
carbonarius IMI Ijijkéz ’ 40 6 0,110 Ire et al. 2011
366159 g

Ire és munkatarsai (2011) kisérleti munkaja soran az Aspergillus carbonarius IMI
366159 torzs proteaz szintézisét jelentdsen novelte a gliikoz és a szOjaliszt egyuttes
alkalmazasa. A maximalis proteaztermelést 50 g/L glikdz és 50 g/L sz6jaliszt esetén, tovabba

1 g/L pepton, 0,4 g/L vas-szulfat, 0,1 g/L natrium-klorid és 0,1 ml/L Tween 80 nem-ionos
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fellletaktiv anyag alkalmazasa esetén érték el 30°C-on, pH 3 értéken és 100 rpm razatési
sebesség mellett. Az enzimaktivitasnak a 40 °C és pH 6 éerték kedvezett.

Az 1. tdblazat dsszefoglaléan szemléleti, hogy a protedz termelés tekintetében igéretes
Aspergillus fajok is igen eltéré aktivitasprofilt mutatnak a szubmerz, razatott fermentacios

technikak kivitelezésétol figgden.

3.2.2 Aszpartat-proteaz termelés szilard fazisu rendszerekben

A szilard fazist enzimfermentécié (SSF) soran az enzimtermel6 torzseket killéndsebb
elokészitést nem 1igényld Osszetett szubsztratumokon (buzakorpa, gabonaszalma stb.)
csokkentett szabad vizes fazis jelenlétében tenyésztik. A fermentécios technika elénye, hogy az
enzimtermelési koltségek csokkenthetdk azaltal, hogy a 1ényegesen kevesebb vizet, energiat €s
helyet igényel, a kisebb vizigénynek koszonhetéen pedig a befert6z6dés kockazata is
csokkenthet6. Azonban, a termelési folyamat szabalyozasa nehezebben tarthatd kezben, az
anyagaramok: a viz, a hé, a levegd (oldott oxigén), a tapanyagok eloszlasa nem biztositott.
Tovabba, a termek kinyerése és tisztitasa is nehezebb, a micéliumok/pelletek, sporak és egyeb

metabolitok elvalasztasa tobb miiveletet igényel (Wu et al. 2006).

2.tablazat: Aspergillus torzsek savas proteaz aktivitasa szilard fazisu rendszerekben

T Enzimhozam
Termelé torzs Szubsztratum H Forras
o) P (Ulg)
blzakorpa 50 5 186,42 de Castro et
al.2014
Aspergillus - zgjapabliszt | 50 5 152,38 de Castro et
niger LBAO2 al.2014
. de Castro et
apotmagliszt 50 5 118,83
o : al.2014
Aspergillus novenyi hulladéek 60 7 1.082 Madhumithah et al.
niger izolatum (karfiol) ' 2011
Aspergillus blzakorpa 55 5 29 97 de Castro et al.
oryzae LBA 01 2014

de Castro és munkatarsai (2014) tanulmanyukban az Aspergillus niger LBA 02 proteaz

termeléset kovették nyomon mezégazdasagi melléktermékeken. A szénforrasok rangsorolasa
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soran kedvezébb enzimhozamot buzakorpan (50 %-0s nedvességtartalom) 30 °C-on, 96 6ra
alatt értek el. Az enzimaktivitas optimuma pH 3-4 és 50 °C volt.

Madhumithah és munkatérsai (2011) Aspergillus izoldtum esetén a novényi eredetii
élelmiszermaradvanyok, tobbnyire z6ldségtermények és azok keverékeinek enzimtermelésre
gyakorolt hatasat vizsgalta. A proteaz termelésnek a pépesitett karfiolt és a kdposztéat tartalmazo
fermentécids kdzegek kedveztek. A szubsztratum nedvesitése ezesetben 1:2 aranyban tortént (5
g szubsztratum és 10 ml viz). Az enzimtermelésnek a 30 °C kedvezett, ezesetben 96 ora alatt a
protedzaktivitas pH 6 értéken tet6zott (2. tablazat).

A novényi maradvanyokban a rostok nagyrészt szénhidrat polimereket, cellul6zt és
hemicellulézt, tovabba aromés lignint tartalmaznak. A szénhidrat polimerek, valamint a
novényi maradvanyok egyéb eértékes komponenseinek hozzaférhet6ségének biztositasa
érdekeben nélkiilozhetetlen az elokezelés miiveletének alkalmazésa, amely sorén a rostok
szerkezete lazul, és részben bomlanak is. Ma mar szamos elokezelési eljaras (fizikai, kémiai,
biologiai es kombinalt technikdk) ismert, azonban azok hatékonysdga az alapanyag
természetétdl fliggben jelentds eltéréseket mutat. A névényi maradvanyok biofeldolgozasi
folyamataba integralt enzimfermentaciod, ugynevezett ,on-site” enzimfermentacidé soran a
mikrobialis rostbontassal egyidejlileg értékes metabolitok, igy enzimek is termeltethetdk.
Amennyiben az enzimtermelés soran olyan termelé torzset (Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus torzsek) alkalmazunk, amely lignocellul6z-bonto aktivitast is mutat, abban az esetben
az elOkezelés koltségei csokkenthetdk. A ma elterjedten alkalmazott fiziko-kémiai eljarasok
(gbzrobbantas és annak valtozatai) az adott biofeldolgozasi folyamat kéltsegeinek 40-60 %-at
is Kitehetik (Shinkawa és Mitsuzawa 2020).

A proteaz termelés szempontjabol igéretesnek tobbek kozoétt a buzakorpa bizonyult,
amely keményitébdl (10-20%), nem keményitd poliszacharidokbol (41-60%) és fehérjébdl (15-
20%) all, tovabba vitaminokat és asvanyi anyagokat is tartalmaz. A szemcsemérete, porozitasa
is kedvez0, igy lehetévé teszi a fonalasgombak szdméra a tapanyaghoz valé jobb hozzaférést
(Biswas et al. 2019). A cellulézban gazdag agro-ipari maradvanyok kdérében a buzaszalma, a
kukoricacsutka, vagy a sortorkély szintén igen nagy mennyiségben all rendelkezésre, hasonldéan
az élelmiszer ellatasi lanc mentén keletkez6 gyumdlcs- és zdldsegmaradvanyokhoz. Ezen
maradvanyok gazdasagba torténé visszaforgatésa, akar enzimtermelés céljaban a fenntarthato

fejlodést segitheti el (Sain et al. 2006).
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4  ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt anyagok
4.1.1 Alkalmazott mikroorganizmusok

A szakdolgozati kutatomunkdm soran vizsgalt mezofil fonalasgombéakat a Magyar
Agrér- és Elettudomanyi Egyetem Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gylijteménye (NCAIM, Budapest) biztositotta. Az Aspergillus niger IMI 303386 torzs az
angliai Nemzetkozi Mikologiai Intézetbél (International Mycological Institute, 1MI)

szarmazott.

3.téblazat: Mezofil fonalasgomba torzsek

Nemzetség/Faj Torzs
Aspergillus niger F.00632
Aspergillus niger F.00714
Aspergillus niger F.00721
Aspergillus niger F.00735
Aspergillus niger IMI 303386
Aspergillus brasiliensis F.00892
Aspergillus awamori F.00030
Aspergillus awamori F.00720

4.1.2 Tapkozegek és agarok

Kazein agar

A proteaz aktivitas screeneléséhez a kazein agarlemez 0sszetételét az alabbi 4. tablazat
tartalmazza (Vijayaraghavan et al. 2013). A komponenseket desztillalt vizben oldottam, majd

a csiramentesités 121 °C-on 15 percen at tortént.

4. tablazat: A screeneléshez szlikséges taptalaj 6sszeallitasa

Osszetevok Mennyiség (g/l)

kazein 10

pepton 5

huskivonat 15

¢lesztokivonat 15

NaCl 5

agar 20

desztillalt viz 1000 ml
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Inokulum (burgonya kivonat-gliik6z, PDB) tapkdzeg

5.tblazat: Az inokulum tapkdzeg dsszetétele

Osszetevék Mennyiség (g/l)
Burgonya kivonat- Glikoz tapleves por 2,49
Desztillalt viz 100 ml

Fermentécids tapkozegek

Az enzimfermentaci6 hatékonysagat 5 kiilonb6zo Osszetételil, szénforrasként buzakorpat
tartalmazé tapkozegben vizsgaltam (Fazilat et al. 2016, Mukthar et al. 2009, Siala et al. 2012,
Namasivayam et al. 2010). A fermentacios tapkdzegek Osszetételét az alabbi 6. tablazat

tartalmazza.

5.tablazat: Enzimfermentacio soran alkalmazott tapkozegek dsszetétele

Al A2 A3 A4 A5

Buzakorpa 5¢ 5¢ 5¢ 59 59
NaNOs 059 - - - -
KH2PO, 0,25¢g 054 0,259 - -
MgSO.* 7 H.0 0,125¢g 0,759 0,125¢g - -
KCI 0,125¢g - - - -
FeSO.* 7 H0 0,025¢g - - - -
ZnS0O4* 7 H20 0,025 g - 0,025 g - -
(NH4)2S0q4 - 0,375¢g 1,259 - -
Urea - 0,75¢g - - -
CaCl,* 2 H.0O - 0,759 0,19 - -
Na;HPO.* 2 H,0 - - 29 - -
NaCl - - 0,075¢g - -
Elesztékivonat - - - 59 -
Pepton - - - 59 -
Kazein - - - 59 -

Desztillalt viz 250 ml 250 ml 250 mi 250 ml 250 ml

A fermentacios tapkozegek kémhatasat minden esetben pH 5 értékre allitottam be 0,1 N-
0s sosav oldattal. A tapkdzegeket 500 ml-es Erlenmeyer lombikokba osztottam szét: szubmerz,
razatott enzimfermentacio esetén 250 mi-ként, mig a csokkentett nedvességtartami fermentacio

esetén 40 ml-ként. A tdpkozegek csiramentesitése 121 °C-on 15 percen at tortént. A kedvez6bb
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eredményeket mutatd fermentacidés rendszer esetén szénforrasként egyéb mezbgazdasagi
melléktermékeket, mint buzaszalma, kukoricacsutka, sortorkély és gyumdlcs/zdldség
rostalloméany alkalmazhatdsagat a blzakorpaval azonos mennyiségben is vizsgéltam.

4.3  Alkalmazott mddszerek
4.3.1 Konidium szuszpenzi6 és inokulum készitése

A folyadéktenyészetek elballitasa burgonyakivonat-glik6z taplevesben tortént. Az
atoltas soran a szilard PD agarlemezen fenntartott tenyészetb6l 2*2 cm részt tavolitottam el
lelangolt, steril szike segitségével, amelyet 0,001 %-os Triton-X oldatba vittem &t és a
konidiumok lemosddasa érdekében steril tiveggyongyok jelenlétében razattam. Az elokészitett
konidium szuszpenzioval oltottam be a PDB téaplevest. A szubmerz tenyésztés

razéinkubatorban 28+2 °C-on, 180 rpm rézatasi sebességen, 72 oran &t tartott.

4.3.2 Extracellularis proteaz aktivitas screenelése

Az Aspergillus torzsek proteaz aktivitdsanak kimutatasara egy igen gyors és egyszerii
maodszert, az 1 (m/v) %-ban kazeint tartalmaz6 agarlemezeken torténd screenelési technikéat
alkalmaztam (Vijayaraghavan et al. 2013). Az agarlemezekbe furt mélyedésekbe a
torzstenyészetekbol elokészitett konidium szuszpenziot 20 pl mennyiségben pipettaztam steril
korulmények kozott, laminaris fulke alatt. A leoltott agarlemezek inkubalasa 28+2 °C-on, 3-4
napon at tartott. Az inkubalast kdvetden a fonalasgomba telepek koriil megjelend feltisztulasi
z6na a kazein bontéasara és bontasanak mértékére utalt. Az agarlemezeket brémkrezol zéld
indikaroldattal arasztottam el (0,56 m/v % borostyankésav, 0,1 m/v % NaOH, 0,028 m/v %
bromkrezol zold), majd 20-30 percet kovetden az agarlemezeket desztillalt vizzel lemostam és
azokat egy ¢&jszakan 4t szobahdmérsékleten szaritottam. Az indikéatoroldat szinvaltozasa
ramutatott arra, hogy a termel6 tOrzseket savas, neutrélis, esetleg alkalikus protedz termelése

jellemzett.

4.3.3 Enzimfermentacios technikak

A szelektalt termeld torzs savas protedz termelését, a termelés hatékonysagat 5
kiilonboz6 Osszetételli fermentacids tapkozegekben és két kiilonbozd technika: a szubmerz,
razatott (SmF) és a csokkentett nedvességtartalmi (SSF) enzimfermentacié alkalmazésaval
kovettem nyomon. Szénforrasként cellulézban gazdag névényi maradvanyokat: blzakorpat,

bluzaszalmat, kukoricacsutkat, sortorkolyt és gyumolcs/zdldség rostallomanyt alkalmaztam.
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Az enzimfermentaciét minden esetben 5 (v/v) % szubmerz tenyészet beoltasaval
inditottam el laminéris flilke alatt. A fermentacios tapkdzegeket 28+2 °C -os termosztatba
helyeztem. Az SmF eljarasnal a fermentacios kdzegeket 180 rpm sebességen rdzattam. A
mintavételezés a 48., a 72., a 96. és a 168. 6raban tortént. Az SmF fermentacio tapkozegeibol
ekkor 5 ml mintat vettem és azokat a kémhatas és az enzimaktivitds mérése elott sziirOpapiron
atszrtem. Az SSF eljarasnal az adott mintavételi naphoz tartozé lombik tartalmat 40 ml
desztillalt vizben 1 6ran at 200 rpm sebességen razattam, ezaltal segitettem eld a termelt
enzimek rostokrdl torténd lemosdsat. Az enzimaktivitds mérése elott a mintdkat szintén

sziirGpapiron sziirtem at.

4.3.4 Kozponti elrendezésii kiserlettervezés

A szelektalt torzs savas protedz enzimtermelésének optimalasat kozponti elrendezésti
kisérlettervezési mddszerrel (CCD) és valaszfelilet analizissel (RSM) végeztem el. A
kisérletsorozat soran arra kerestem a valaszt, hogy az enzimaktivitas profil alakulédsara milyen
hatést fejt ki a gyimdlcs/zéldség rostallomany (szubsztratum) (Faktor 1), valamint a kazein
(induktor) (Faktor 2) mennyisegének valtoztatasa. Az alabbi 7. tablazat a faktorkombinaciok

kodolt szint értékeit és a tényleges koncentraciokat tartalmazza.

7.tablazat: A munkapontokhoz tartozé zéldség/gytimalcs rostallomany és kazein

Gyumolcs/Zoldség

Mintaszam Faktor 1 Faktor 2 rostallomany Kazein
(g/200ml) (9/100ml)
S 1% 0 1,48 15
2. 1 - - 2
; : v 5 2,21
4, 1 . : :
5. 2 - - :
6. 1 - i :
7. 0 - : :
8. 1 < N 1
9. 0 - ; :
10 0 - ; s

A munkapont (centrumpont) gyiimoélcs/zoldség rostallomany esetén 5 (m/v), kazein
esetén 1,5 (m/v) %, mig a lépték gyiimolcs/zoldség rostallomany esetén 2,5 (m/v) %, kazein
esetén 0,5 (m/v)% volt.
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Az eredményeket STATISTICA program segitségével ertékeltem. A hatésfeliilet

abrazolasara a kovetkez6 modellt hasznaltam:

Y=ag + ar1X + aX? + agy + asy? + asxy
ahol: Y: proteéz aktivitas
a1-5: regresszios egyutthatok
X: gylimolcs/zoldseg rostallomany koncentracio

y: kazein koncentracié

4.3.5 Extracellularis protedz enzimaktivitas mérés

Az enzimaktivitas méréséhez 1,5 (m/v) %-os kazein oldatot készitettem. A kazeint két
kiilonboz6 pufferben: 10 mM glicin-HCI pufferben (pH=2,5-4 tartomany) és 10 mM citrat-
foszfat pufferben (pH 4,5-6 tartomany) oldottam fel. A kazein oldodéasa érdekében az oldatokat
30 percen &t 80 °C-os vizfirdében inkubaltam. A reakcié inditasanal 250 pl kazein oldathoz
250 pl enzimoldatot pipettaztam. Az egységvak mintdkhoz 1,5 ml 5 (m/v) %-o0s TCA (triklor-
ecetsav) oldatot adtam az enzimoldatot megel6z6en, ezzel az enzimes reakciot allitottam le. A
reakcio 30 percen at 28+2 °C-os vizflirdében tortént. A reakcié végén az elegyekhez (egységvak
minta kivételével) 1,5 ml TCA oldatot adtam. 10 perc pihentetést (vizfiirddben) kdvetden 1,5
ml mennyiségeket Eppendorf csévekbe mértem at és azokat 14000 rpm sebessegen, 10 percen
at centrifugaltam. A kovetkez6 1épésben 0,5 ml feliiluszoéhoz 1,5 ml 50 mM NaCO3 oldatot,
valamint 0,5 ml haromszoros higitasu Folin-Ciocalteu reagenst adtam. A kémcsdveket ismét
30 percre, 28+2 °C-os vizfiirdébe helyeztem. A reakcid végén a mintakat kivettakba
pipettaztam at és az abszorbanciajukat spekrofotométer segitségével (UNICAM Helios y), 660
nm-en mértem le (Ire et al. 2011). Az alabbi egyenlet alapjan szamitjuk ki az aktivitas értékeket

mintanként.

.. qu (AMinta — AEnzimvak — Aszubsztratvak) = Vreakcio
Aktivitas (—) = — - *
ml x * treakcié * Vminta

ahol,

Vieakeio: @ reakcioelegy térfogata (ml)

x: a felszabaditott termék (L-tirozin) kalibracios egyenesének meredeksége (1,1 mM
L-tirozin tdrzsoldatra készitettem standard sorozatot esetén)

treakcis: reakcid idétartama (perc)

Vminta: @ Minta (enzimoldat) térfogata (ml)

h: a minta higitasi faktora
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A kalibrécio felallitasdéhoz 1,1 mM L-tirozin térzsoldatot hasznaltam. A 250 pl higitott
torzsoldathoz 250 pl desztillalt vizet, 1,5 ml 0,5 M Na.COsz oldatot, valamint 500 pl
haromszoros higitasu Folin-Ciocalteu reagenst adtam. Az oldatok abszorbanciajat 660 nm-en,
spektrofotométerrel mértem. A koncentréacidk fuggvényében abradzolt abszorbancia értékekre
regresszios egyenest illesztettem. A flggvény meredekségének ismeretében az

enzimaktivitasokat szamitottam.

1.200
< 1000 -
o y = 0.0249x
S 2 _
S 0.00 R*=0.9816
o
o
o
8 0.600
[ =
©
]
S 0.400
]
K]
< 0.200

0.000

0 10 20 30 40 50
L-tirozin koncentracié (ug/250 pl)

3.abra: L-tirozin kalibracids egyenese
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Savas proteaz aktivitas screenelése

Mind a 8 mezofil fonalasgomba torzs egyedili szénforrasként a kazeint hasznositotta,
azonban annak mértékében eltéréseket mutattak. Az aldbbi 4.4bra a gyors screenelési technika
eredményeit szemlélteti 28 £2°C-on, 24 éras inkubalast kovetoen.

Aspergillus brasiliensis F.00892

Aspergillus awamori F.00721 Aspergillus niger IMI 303386
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Aspergillus awamori F.00030 Aspergillus awamori F.00720

4.abra: Aspergillus torzsek protedz aktivitasanak gyors screenelése
kazein tartalmi agarlemezen

A screenelési eljaras soran az Aspergillus niger F.00632 és F.00735 torzset, valamint az
Aspergillus brasiliensis F.00892 torzset er6sebb ndvekedés jellemzett, amelyeket az
Aspergillus niger F.00714, F.00721, IMI 303386, végezetil az Aspergillus awamori F.00030
¢s F.00720 torzs kovetett. A tenyészetek koriil nagyobb feltisztuldsi zonat, tehat erésebb
proteolitikus aktivitast azok a torzsek mutattak, amelyek micéliumaikkal az agarlemezeket
gyorsabban atsz6tték. A termelt proteazok tobbsége erdsen savas tartomanyban fejtette ki az
aktivitasat, ezen esetekben az agarlemezbe diffundalt BCG indikator szine sargara (pH=2-3,5)
valtozott. Az Aspergillus awamori F.00720 torzs esetén a BCG indikator kék szint jelzett, ami
az enyhen savas proteaz (pH=5-6), esetleg neutralis proteaz (pH>6) termelésére utal (de Souza
et al. 2015, Pilli et al. 2016).

5.2 Kiilonb6z6 enzimfermentacios technikak hatasa

A screenelés eredményei alapjan el6szelektalt Aspergillus niger F.00632 torzs
extracellularis proteaz termelését szubmerz, réazatott rendszerekben, valamint csokkentett
nedvességtartalmi rendszerekben kévettem nyomon. A térzs enzimtermelési profiljanak jobb
megismerése érdekében mind a két fermentacios eljarasnal kiilonbozd dsszetételli tapkozegek

hatasét is tanulmanyoztam.

5.2.1 Szubmerz enzimfermentéacio

A szerves és szervetlen természetii szubmerz, razatott rendszerek az Aspergillus niger
F.00632 torzs extracellularis protedz termelésére és aktivitasara eltéréd mértékben fejtették ki

hatasukat.
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7. dbra: Az A3 tapkozeg dsszetetelének hatdsa a savas proteaz aktivitas alakuléasara,
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8. dbra: Az A4 tapkozeg dsszetételének hatdsa a savas protedz aktivitas alakulasara,

szubmerz, rdzatott rendszerben (28+2 °C, 180 rpm)
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9. dbra: Az A4 tapkozeg Osszetételének hatasa a savas protedz aktivitas alakuléaséara,
szubmerz, razatott rendszerben (28+2 °C, 180 rpm)

Az alabbi 5., 6., 7., 8. és 9. abra a fermentacios kozegek enzimtermelésre gyakorolt
hatasat és pH alakulasat szemlélteti a 168 o6rds inkubacids iddtartam alatt. KedvezObb
enzimszintézist kazein jelenléteben, az A4 tapkdzeg esetén értem el, ekkor az enzimaktivitas
az enzimfermentacio 168. orajara meghaladta a 8000 U/l egységet. A termeld torzs a 96. oratol
kezdédbéen mutatott Iényeges enzimaktivitds novekedést, mig az Al, A2, A3 ¢és AS
tapkdzegekben az aktivitas ertékek mar elobb, jellemzéen az enzimfermentacio 72. és 96. oraja
kozott tetéztek. Ezeknél a rendszereknél azonban a mert aktivitasok csupan 386 U/l és 766 U/I
kozott alakultak. A savas protedz aktivitas az Al tapkozegben 495 U/I, az A2 tapkdzegben 766
U/l, az A3 tapkozegben 474 U/l, az A5 tapkozegben 386 U/l volt. Az eredmények alapjan
elmondhat6, hogy amennyiben egyedili tdpanyagként buzakorpat tartalmazott a szubmerz,
rdzatott rendszer (A5 tapkdzeg), a termeld torzs egyéb hidrolitikus aktivitdsanak kdszonhetden
az Osszetett, n0vényi szerkezet bontdsa sordn a fehérjetermészetii anyagok hozzaférhetdsége
javult, ami a proteazok szintézisét segitette elé. A szervetlen komponensek adagolasa (Al és
A3 tapkozeg) a termeld torzs teljesitményére jelentdsebb hatast nem fejtett ki, mig a szerves
nitrogénforras, az urea jelenléte (A2 tapkdzeg) részben ndvelte, a csak szerves komponensek
és a kazein jelenléte (A4 tapkozeg) pedig tobb mint tizszeresére ndvelte a savas proteaz

aktivitast.
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A savas proteazok jellemzden inaktiv forméaban termelddnek és a kivalasztodast
kovetden a savas kornyezetben aktivalodnak. A fermentacios profilokon a szubmerz rendszerek
kémhatésa és a savas protedz termelés dinamikaja kozotti 6sszefliggés igen jol lathato, ugyanis
a termeld torzs savas protedz aktivitasat a pH 3 és pH 4 kozotti tartomany segitette. A termeld
torzs metabolikus aktivitasa sordn a tapkozegek kémhatésa, ez alol az A4 és A5 tapkdzeg
kivétel, jellemzbéen az enyhén savas, kozel semleges pH tartomanyba tolodott, pH 5 felett pedig
a savas proteédz aktivitas nagymértékben csokkent.

Gnanadoss és Devi (2015) az Aspergillus flavus LCJ253 és az Aspergillus nidulans
LCJ249 torzs savas proteaz termelését kovették nyomon kiilonbozdé Osszetélli szubmerz
rendszerekben, amely soran szintén szerves természetli tapkozeg, amely 5 g/L élesztékivonatot,
5 g/L peptont, 10 g/L glikdzt és 20 g/L kazeint tartalmazott, eredményezett nagyobb aktivitas
érteket. Az enzimtermelést pH 7 értéken, 30 °C es 120 rpm razatasi sebességen inditottak el.
Az enzimhozam optiméalasa soran az A. nidulans LCJ249 torzs 20 g/L glukdzt, 15 g/L malata
kivonatot és 5 g/L kazeint, mig az A. flavus LCJ253 torzs 20 g/L keményit6t, 20 g/L peptont és
15 g/L kazeint tartalmazé fermentécios rendszerben elérte a 2000-2500 U/I koruli értéket.

5.2.2 Aszilard fazisu enzimfermentacio

A szilard fazisi enzimfermentacié soran a szerves és szervetlen tapoldatokkal
nedvesitett buzakorpa szubsztratumon az Aspergillus niger F.00632 tdrzs extracellularis
proteédz aktivitasanak profiljat az 10., 11., 12., 13. és 14. abra szemlélteti.

A buzakorpa 1:5 aranyban torténé nedvesitésének eredményeként szintén az A4
tapoldat esetén mértem Iényeges nagyobb aktivitas értéket. Az enzimaktivitas a 72. oratol volt
Kimutathato és 96. éraban elérte a 48 U/g értéket. Ezzel szemben az Al, A2, A3 és az A5
tapoldatban az aktivitas értékek igen alacsony értéken mozogtak, ezekben az esetekben csupan
0,13 és 0,34 U/g értéket mértem a csokkentett nedvességtartalmu rendszerekben az inkubacio
48. és a 72. 6raja kozott. A csokkent aktivitas értékek szintén arra utalnak, hogy a szervetlen
természetli nitrogénforrasok komponensek nem megfeleld szinten 4lltak rendelkezésre, esetleg
a konnyebb hasznositas soran az enzimtermelést gatoltak és mas metabolikus utak kertltek

el6térbe.
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10. abra: Az Al tapkozeg 6sszetételének hatésa a savas proteaz aktivitas alakulasara,
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11. dbra: Az A2 tapkozeg dsszetételének hatdsa a savas proteaz aktivitas alakulasara,

szilard fazisu rendszerben (28+2 °C)
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12. &bra: Az A3 tapkozeg 6sszetételének hatasa a savas proteaz aktivitas alakulasara,
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13. dbra: Az A4 tapkozeg dsszetételének hatdsa a savas proteaz aktivitas alakulasara,

szilard fazisu rendszerben (28+2 °C)
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14. abra: Az A5 tapkozeg 6sszetételének hatésa a savas proteaz aktivitas alakulasara,
szilard fazisu rendszerben (28+2 °C)

Mukhtar és munkatarsai (2009) az Aspergillus niger IHG9 t6rzs proteaz termelését
vizsgaltak  kiilonb6zé  agro-ipari  maradvanyokon,  csokkentett  nedvességtartalmu
rendszerekben. A szubsztratum nedvesitése 1:1 aranyban tortént, az enzimfermentacié pedig
30 °C- on, 120 éran at tartott. Abban az esetben értek el névelt aktivitast, amikor napraforgéliszt
és blzakorpa keveréken (1:1) inditottdk el az enzimfermentaciot. Ekkor a savas proteaz
aktivitas elérte a 6 U/g érteket. Nitrogénforras potlasként a rendszer huskivonatot is
tartalmazott, ami hozzajarult az enzimszintézis névekedésehez. Az aktivitas a 72. dérdban

tet6zott, ekkor 30 °C-on és pH 4,5 értéken elérte a 8,5 U/g értéket.

5.3 Kornyezeti tényez6k hatasa a savas proteaz aktivitasara

A tovabbiakban az enzimaktivitds mérés optimum homérsékletét és kémhatasat
térképeztem fel, ahol a hdémérsékletet 25-50 °C kozott 5 °C léptékekkel, a kémhatast pedig pH
2,5-6 tartomanyban 0,5 Iéptékekkel emeltem. Az aldbbi 15. dbra a hdmérséklet hatasat, a 16.
abra a kémhatast szemlélteti. Az aktivitdsmérésnél minden esetben az A4 szubmerz, rézatott

rendszer 96. oras szurt fermentlevét hasznaltam.
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15.abra: A savas proteaz aktivitas hdmérséklet optimuma (pH 3, glicin-HCI puffer)
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16.abra: A savas protedz aktivitas pH optimuma (30 °C, glicin-HCI puffer)

A savas proteaz az enzimfermentaciés korilmények kozott, 30-35 °C  kozotti
homérséklet tartomanyban és pH 2,5-3,5 tartomanyban mutatott nagyobb aktivitast. A
homérséklet és a kémhatds csokkentése, valamint ndvelése a savas proteaz aktivitdsnak nem

kedvezett. Chimbekujwo és munkatarsai (2020) az Aspergillus brasiliensis JC-A3 torzs proteaz
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enzimaktivitdsanak optimalis tartomanyait vizsgaltak, amely soran kedvezébbnek a 30-40 °C
és a pH 4-6 kozotti tartomany mutatkozott. Tremacoldi és munkatéarsai (2004) az Aspergillus
clavatus izolatum esetén az altalam vizsgalt t6rzsh6z hasonlé hdmérséklet tartomanyt irtak le,
azonban esetlikben a még savasabb kémhatast kornyezet (pH 2) eredményezettt nagyobb
aktivitast. Siala és munkatarsai (2012) az Aspergillus niger 11 esetén 50°C-on és pH 4 értéken

értek el maximalis savas protedzaktivitast.

5.4  Alternativ szénforrasok hatasa

A tovabbiakban a szelektalt termel6 torzs aktivitasprofiljait cellulézban gazdag agro-
ipari maradvanyokon: kukoricacsutkan, sortorkolyén, buzaszalméan és gyumolcs-zoldség
rostallomanyon kovettem nyomon, A4 alaptapkdzeget tartalmazé szubmerz, razatott
rendszerekben. Az alabbi 17., 18., 19. és 20. abra szemlélteti az aktivitas és a pH alakulasat. A
bluzaszalma Kiveételével a tobbi szubsztratumon a blzakorpan mutatott aktivitasoktél nagyobb
aktivitasokat sikeriilt elérnem. Ennek oka lehet a novényi maradvanyok eltérd Gsszetétele,
valamint az is, hogy a buzaszalmat durva Orlemény formajaban, mig a kukoricacsutkat,
sortorkolyt finom érlemény formajaban, a gyiimélces-z6ldség rostallomanyt pépesitést kovetden

hasznositottam, ami az értékes anyagok hozzaférhetdségét Iényegesen befolyésolta.
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17. bra: A kukoricacsutka hatasa a savas proteaz aktivitas alakulasara,
szubmerz, razatott rendszerben (A4, 28+2 °C)
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20. abra: A gylimélcs-zoldség rostallomany hatasa a savas proteaz aktivitas alakulasara,
szubmerz, razatott rendszerben (A4, 28+2 °C)

Az eredmények alapjan a ndvényi maradvanyokat rangsoroltam, ezaltal kedvezébbnek
a gyumolcs-zoldség rostallomany bizonyult, amelyet a kukoricacsutka, a sortorkoly és a
buzaszalma kovetett. A gyimdlcs-zéldseg rostallomany hatasara mar a 48. dradban mértem
aktivitast, amely a 72 oréara elérte a 8300 U/l értéket, a 168. orara pedig 11000 U/I értéken
tetozott. A kukoricacsutka esetén csak a 96. orat kovetoen mértem aktivitast, ekkor az
kozelitette a 10000 U/l értéket. A sortorkoly esetén a 72. oratdl mutattam ki a savas proteaz
jelenlétét, amely az enzimfermentacio végén 9500 U/I korl alakult. A buzaszalma esetén a
168. oréban ezzel szemben kdzel haromszor kisebb aktivitast mértem.

A szubmerz rendszerekben a kémhatas pH 5 értékrdl egyedil a kukoricacsutka esetében
csokkent le nagyobb mértékben, ekkor a fermentacio végén pH 3,5 érték volt. A tdbbi

szubsztratum esetén kémhatas a fermentacio végén pH 4,3-4,7 kozott alakult.

55  Szubmerz és szilard fazisu fermentécio 6sszehasonlitasa

Az Osszetett novényi eréforrasokat csokkentett nedvességtartalom mellett inditott
fermentacids rendszerekben is teszteltem. Ezekben az esetekben is a nedvesitési arany a
korabban buzakorpan inditott enzimtermeléshez hasonléan, 1:5 aranyban tértént. Az alabbi 8.

tablazat a termeld torzs teljesitményét szemlélteti.
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8.tablazat: A szubmerz és szilard fazisu fermentéciok teljesitményének 6sszehasonlitasa

Proteaz aktivitas a 168. Proteaz aktivitas a
Szubsztratum 6raban (U/ml) 96.6raban (U/g)
SmF SSF
Buzakorpa 8514 47,98
Kukoricacsutka 9933 34,69
Sértorkoly 0531 11,35
Blizaszalma 3400 27,63

rostalloméany

Nagyobb aktivitas értéket a szubmerz, razatott rendszerekben a gyiimélcs- és zdldség
rostallomany és a kukoricacsutka, mig szilard fazisi enzimfermentacio esetén szintén a
gyumolcs-z6ldség rostallomany, valamint a buzakorpa hasznositasa eredményezett. A
kisérleteim soran ezért a tovabbiakban a rostallomany és az induktor (kazein) koncentracio

hatasat kdvettem nyomon.

55 A gyumolcs-zbldseg rostallomany és a kazein hatasa

A termeld torzs enzimtermelésének és aktivitasprofiljanak megismerésénél és a
fermentacids rendszer optimum munkatartomanyanak meghatarozasanal gyakorta alkalmazott
a kisérlettervezés. A kivalasztott tényezOk hatasanak és kolcsonhatasanak feltérképezése
kozponti elrendezésti kisérlettervezéssel és valaszfellllet analizissel tértént. A fermentacio
nyomon kovethetésége érdekében a 96. és a 168. 6raban is mintavételezést és enzimaktivitas
mérést végeztem. A szubmerz, razatott enzimfermentacio 96. orajaban értem el nagyobb
aktivitas értékeket, amelyeket az alabbi 21. abra szemléltet. A statisztikai elemzéshez is ezeket
az aktivitasértékeket hasznaltam.

A faktorkombinacidok kozott kedvezdbbnek a 6. és 7. kombinacié bizonyult, ahol a
gyumolcs-z6ldség rostallomanyt 5 és 7,5 (m/v) %-ban, a kazeint pedig csokkent értéken, 0,8 és
1 (m/v) % kdzott hasznaltam. Ezekben az esetekben a savas protedz aktivitas mar a fermentacio
96. Orajaban elérte a 9500 és 11000 U/I értéket.
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Az eredmények statisztikai értékelése soran megallapitottam, hogy a 96. o6ras
enzimfermentacié soran mind a két vizsgalt tényez6 95% szignifikancia szinten hatast

gyakorolt az Aspergillus niger F.00632 torzs extracellularis proteaz termelésére.
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A statisztikai elemzés soradn az alabbi méasodfoku polinom egyenletet kaptam, amely leir6
Osszefiiggés a savas proteaz enzimaktivitas és a faktorok kdzott:

Y= -25,734+ 6,817x-0,479x?+ 29,016y-8,273y*-1,178xy
Osszességében elmondhatd, hogy a szubmerz, razatott fermentacios rendszer

optimalasa megerdsitette a két faktor fontossagat, tovabba a munkatartomany pontositasa altal

a savas proteaz aktivitas is nott, a fermentaci6 iddtartama pedig csokkent.
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6 OSSZEFOGLALAS

A szakdolgozati munkdm néhany Aspergillus torzs proteolitikus aktivitdsanak
vizsgélatara iranyult cellulézban gazdag agro-ipari ndvenyi maradvanyokon, szubmerz és
csokkentett nedvességtartalmi rendszerben inditott enzimfermentécio soran. Kisérleteim soran

az alabbi f6bb eredményeket értem el:

A gyors screenelési eljaras soran egyeduli szénforrasként 1 (m/v) % kazeint tartalmaz6
agarlemezen a feltisztulasi zona és a savtermelés intenzitasa alapjan rangsoroltam a torzseket.
A torzsek kozott az Aspergillus niger F.00632 tdrzs bizonyult jobb enzimtermelének 2842 °C-

on. A szelektalt torzs esetén a BCG indikator erds sarga szine a savas protedz termelését jelezte.

A szelektalt torzs enzimtermelésének profiljat a tovabbiakban 5 kiilonb6z0, szerves és
szervetlen természetli tapoldatban, 5 (m/v) % buzakorpa szubsztratum jelenlétében kévettem
nyomon. Mind a két fermentacios technika esetéen nagyobb aktivitas értékeket az A4
tapoldatban tapasztaltam, amelynek Osszetétele (g/250 ml) szerint 5 g bdzakorpat, 5 g
¢lesztékivonatot, 5 g peptont és 5 g kazeint tartalmazott. A szubmerz, rézatott
enzimfermentacio eredményeként az aktivitds a 168. oraban elérte az igen magas 8514 U/l
értéket. A csokkentett nedvességtartalmu rendszerek (1:5 nedvesitési arany) esetén a 96. 6raban
tet6zott az aktivitas, ekkor 47,98 U/g érteket mértem. A kisérletek ezen részénél a savas proteaz
aktivitasanak optimum tartomanyat is vizsgaltam. Az enzimaktivitas mérés pH 3 és 30 °C-on
tortent, az optimalas soran pedig megallapitottam, hogy a pH 2,5-3,5 és 30-35 °C tartomanyban

mutat nagyobb aktivitast a savas proteaz.

A szubmerz, réazatott rendszer optimalasa soran kiilonb6zé alternativ szénforrasok
hatdsat vizsgaltam. A cellulozban gazdag ndévényi maradvanyok koérében buzakorpat,
kukoricacsutkat, sortorkélyt, blzaszalmat és a gyimadlcs/zéldség rostallomanyt hasznaltam. Az
aktivitas profilok alapjan a szelektélt torzs az 5 (m/v) % -ban gyimdlcs/z6ldség rostallomanyt
tartalmaz6 A4 tapoldatban mutatott nagyobb savas protedz termelést. Az enzimfermentacio
168. ordjaban a savas protedz aktivitdsa 11165 U/l értéken tet6zott. Ez meghaladta a korabban

buzakorpa szubsztratum jelenlétében inditott fermentacié eredményét.

A tovabbiakban a szelektalt térzs savas proteaz enzim termelésének optimalasat
végeztem el kozponti elrendezésii kisérlettervezési modszer alkalmazésaval. Két fliggetlen
faktorként a gylimolcs/zoldség rostallomany, valamint a kazein (induktor) hatasat és

kolcsonhatasat tanulmanyoztam, és statisztikai Uton értékeltem (Statistica 9.0 szoftvercsomag),
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hogy azok koncentracidinak valtoztatdsa miként befolydsoljak az enzimaktivitas alakulasat. A
faktorkombin&cidk hatésait tekintve, a gyimdlcs/zoldség rostallomany 5-7,5 (m/v) %-ban, a
kazein 1 (m/v) % -ban torténé alkalmazasa kedvez az enzimtermelésnek 95 %-o0s szignifikancia
szinten. Ekkor az enzimfermentécié 96. Grajaban a savas proteaz aktivitas elérte 11004 U/

értéket.

Az elért eredmények igéretesek a névényi maradvanyok biofeldolgozasi lehet6ségeinek

fejlesztésére, ami a még értékes megujuld anyagok korforgasban tartasat segiti eld.
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