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Az utobbi években tobb kutatas is az alternativ szubsztratumok kdrének megismerését,
ezen beliil is az agro-ipari maradvanyok hasznositasi lehetdségeit célozza. A novényi
maradvanyok egy részét a gazdasagba visszaforgatjak takarmanyként, komposztként. Az agro-
ipari maradvanyok ezen tul biofeldolgozasi folyamatokba is integralhatok, igy akér iparilag

hasznos biokatalizatorok eléallitasanak alapanyagiként is hasznosithatok.

A szakdolgozati kutatomunkam néhany Aspergillus torzs proteolitikus aktivitdsdnak
vizsgalatara iranyult cellulozban gazdag agro-ipari ndvényi maradvanyokon, szubmerz (SmF)

¢s csokkentett nedvességtartalmi (SSF) rendszerben inditott enzimfermentacié soran.

A proteaz aktivitas kimutatisara egy igen gyors €s egyszerti modszert, az 1 (m/v) %-ban
kazeint tartalmaz6 agarlemezeken torténd screenelési technikat alkalmaztam. Az indikatoroldat
szinvaltozasa ramutatott arra, hogy a termeld torzseket savas, neutralis, esetleg alkalikus
proteaz termelése jellemez. BCG indikator erds sarga szine a savas proteaz termelését mutatta
ki, igy a feltisztuldsi zona és a szinintenzitds alapjan rangsoroltam a torzseket. A térzsek kozott

az Aspergillus niger F.00632 torzs bizonyult jobb enzimtermeldnek 28+2 °C-on.

A szelektalt termeld tOrzs savas protedz termelését, a termelés hatékonysagat 5
kiilonbozo Osszetételii fermentacios tapkozegekben és két kiilonbozo technika: az szubmerz,
razatott ¢és a csokkentett nedvességtartalmu enzimfermentacid alkalmazasaval kovettem
nyomon. Szénforrasként cellulozban gazdag ndvényi maradvanyokat: btzakorpat,
buzaszalmat, kukoricacsutkat, sortorkolyt és gyiimdles/zoldség rostallomanyt alkalmaztam. A
torzs felszaporitasa burgonyakivonat-dextroz taplevesben 28+2 °C, 180 rpm razatési
sebességen, 48 alatt tortént. Az enzimfermentaciét minden esetben 5 (v/v) %-o0s szubmerz
tenyészet beoltasaval inditottam el laminaris fiilke alatt. Az enzimfermentacio 28+2 °C-on 168
Oran at tortént. A szubmerz eljarasnal a fermentacios kozegeket 180 rpm sebességen razattam.
A mintavételezés a 48., a 72., a 96. és a 168. oraban tortént. A szubmerz rendszerekbol ekkor 5
ml mintdt vettem és azokat a kémhatas és az enzimaktivitds mérése eldtt atsziirtem és
centrifugaltam. A csdkkentett nedvességtartalmu eljarasndl az adott mintavételi naphoz tartozo
lombik tartalmat 40 ml desztilllt vizben 1 6ran at 200 rpm sebességen rdzattam, ezaltal
segitettem eld a termelt enzimek rostokrol torténd lemosdsat. A protedz aktivitasmérés
kalibracidjahoz 1,1 mM L-tirozin tdrzsoldatot hasznaltam. A kalibracios oldatok és a mintak
abszorbanciajat spektrofotometrids tton, 660 nm-en mértem. Mind a két fermentacids technika
esetén nagyobb aktivitas értékeket az A4 tapoldatban tapasztaltam, amelynek dsszetétele (g/250
ml) szerint 5 g buzakorpat, 5 g élesztOkivonatot, 5 g peptont és 5 g kazeint tartalmazott. A

szubmerz, razatott enzimfermentacid eredményeként az aktivitds a 168. Ordban érte el a



maximumot. A csOkkentett nedvességtartalmi rendszerek (1:5 nedvesitési arany) esetén a 96.

Oraban tetdzott az aktivitas.

A kisérletek ezen szakaszdban a savas proteaz aktivitds optimum tartomanyat is
vizsgaltam. Az enzimaktivitds mérés pH 3 és 30 °C-on tortént, az optimalas soran pedig
megallapitottam, hogy a pH 2,5-3,5 és 30-35 °C tartomanyban mutat nagyobb aktivitast a

szelektalt torzs altal termelt savas proteaz.

Az alternativ szénforrasok vizsgalata sordn megallapitottam, hogy a szelektalt térzs az
5 (m/v) %-ban gylimélcs/zoldség rostallomdnyt tartalmazd A4 tédpoldatban nagyobb savas
protedaz termelést mutat. Ez meghaladja az alapfermentaciéndl hasznalt buazakorpa
szubsztratum jelenlétében elért aktivitas értéket. A savas protedz aktivitds ekkor is az

enzimfermentacid 168. 6rajaban tetdzott.

A tovabbiakban a szelektalt torzs savas proteaz enzim termelésének optimalasat
végeztem el kozponti elrendezésii kisérlettervezési moddszer és valaszfeliilet analizis
alkalmazasaval. Két fliggetlen faktorként a gyiimdlcs/z6ldség rostallomany, valamint a kazein
(induktor) hatésat és kolcsonhatasat tanulmanyoztam, és statisztikai iton értékeltem, hogy azok
koncentracidinak valtoztatasa miként befolyasoljak az enzimaktivitds alakulasat. A
faktorkombindciok hatasait tekintve, a gylimdlcs/zoldség rostalloméany 5-7,5 (m/v) %-ban, a
kazein 1 (m/v) % -ban torténd alkalmazéasa kedvez az enzimtermelésnek 95 %-os szignifikancia
szinten. Ekkor az enzimfermentaci6 96. ordjaban a savas protedz aktivitds elérte azt az

aktivitast, amit korabban csak az enzimfermentacié 168. érajaban sikeriilt.

Az elért eredmények igéretesek a ndvényi maradvanyok biofeldolgozasi lehetdségeinek

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



