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Absztrakt

A mikrobialis szekunder metabolitok jellemzden kornyezeti stressz — tapanyag-limitacio,
kompetitiv fajok jelenléte, gatld anyagcsere-termékek felhalmozodésa, stb. — hatasara terme-
16d6 anyagok, melyek mind 6kologiai, mind gazdasagi szempontbdl kiemelkedd fontossagu-
ak. Az iparilag relevans termelé mikroorganizmusok kozott az egyik legjelentésebb a Strep-
tomyces nemzetség, melynek tagjai tobbek kozott antimikrobialis és tumorellenes dgenseket,
immunszupresszansokat, enzimeket, pigmenteket és szideroforokat képesek eldallitani.

Az ipari termelés soran egyrészt elegend6 tapanyagot kell biztositani a mikrobak fejlodé-
séhez, ugyanakkor meg kell valositani a termékképzddéshez sziikséges limitaciot. A kettd
kozti egyensuly hossza tavi fenntartasa a hagyomanyos technologiakkal nehezen kivitelezhe-
t0, ezért eldallitasuk jellemzden szakaszos lizemmodban torténik, holott a folyamatos eljaras
miszaki és gazdasagi elényokkel jarna. Erre kinal megoldast egy viszonylag 11j, kevéssé is-
mert berendezés, a membran gradosztat reaktor (MGR). Specialis kialakitasanak kdszonheto-
en a reaktorban parhuzamosan zajlik a biofilm megujulasa és a szekunder metabolitok kelet-
kezése, tovabba lehetdség van folyamatos termékelvételre.

A membran gradosztat reaktor mitkddési elvével és gyakorlati megvaldsitasaval kapcso-
latos kérdések koziil kutataisom soran a membran inokulalasara, Streptomyces coelicolor bio-
film kialakitasara fokuszaltam. A kisérleti munkam soran kétféle (Pentair X-Flow és Mic-
rodyn-Nadir Ultradyn) kapillaris ultrasziir6 membranmodulrél megallapitottam, hogy az elég-
telen sejtadhézid miatt — az alkalmazott kisérleti paraméterek mellett — nem alkalmazhatok
membran gradosztat reaktorként. A baktérium fermentlevének szlirési sajatsadgait vizsgalva
jellemeztem a pH, a viszkozitas és a szlir6lepény fajlagos ellenallasa kozti 6sszefliggéseket. A
baktérium kolonizacios képességének megfigyelése soran megallapitottam, hogy hidrofil
PVDF mikrosz{ir6 lapmembranokon a S. coelicolor telepek terjedése a szilard taptalajon tor-
ténd novekedésnél lassabb, de a novekedési kinetika jellege a membran hatdsara nem vélto-
zik. Kidolgoztam a membran gradosztat reaktor egyszeriisitett modellrendszerét, melyre hasz-
nalati mintaoltalmat ny(jtottam be. A modellrendszerben végzett kisérletek soran a biofilm
vastagsagat és a membran boritottsagat egylittesen értékelve a 3 g/l koncentracidban alkalma-
zott agaroldat idedlis inokuldlasi segédanyagnak bizonyult. A modellrendszer tovabbfejleszté-
seként kidolgoztam egy 1éptékndvelt reaktort tobbcsatornas kapillaris membrannal, melyben

elsdként vizsgaltam SevenBore membran alkalmazhatosdgat membran gradosztat reaktorként.



Abstract

The production of microbial secondary metabolites is typically triggered by environmen-
tal stress factors like nutrient limitation, the presence of competitive species, accumulation of
inhibitory metabolites, etc. These compounds are of outstanding importance from both eco-
logical and economic points of view. Among industrially relevant microorganisms, the mem-
bers of Streptomyces genus are among the most significant species since they can produce
antimicrobial and anti-tumor agents, immunosuppressants, enzymes, pigments and sidero-
phores.

During industrial production, a sufficient amount of nutrients must be provided for mi-
crobial growth; on the other hand, limitation is required for product formation must be im-
plemented. The balance between these two requirements during long-term operation is hard to
maintain with conventional technologies, thus, their production mostly occurs in batch mode
despite of the technical and economical benefits of continuous operation. A relatively new,
less known equipment, the membrane gradostat reactor (MGR) offers a solution for this situa-
tion. Due to its special design, in the reactor, biofilm renewal and secondary metabolite pro-
duction occur simultaneously; moreover, continuous product removal is possible.

From among the questions related to the MGR’s operating principles and practical im-
plementations, this study focuses on the inoculation of the membrane and the development of
Streptomyces coelicolor biofilm. During experimental work, it was shown that two types of
capillary ultrafiltration membrane modules (Pentair X-Flow and Microdyn-Nadir Ultradyn)
are not applicable as membrane gradostat reactors because of insufficient cell adhesion — un-
der the applied experimental circumstances. Investigating the filtration characteristic of the
bacterium’s fermentation broth, the relationship between pH, viscosity and specific cake re-
sistance were described. During the observation of the bacterium’s colonization ability, it was
established that the colony spread of S. coelicolor on hydrophilic PVDF microfiltration flat
sheet membranes was slower than on solid medium; however, the characteristic of growth
kinetics had not been altered due to the membrane. A simplified model system of MGR had
been developed and a utility model has been submitted for it. During the experiments carried
out in the model system, agar solution applied in 3 g/L concentration proved to be an ideal
inoculation additive considering biofilm thickness and membrane coverage collectively. As an
improvement of the model system, a scaled-up reactor with multichannel capillary membrane
was developed and for the first time, the applicability of SevenBore membrane as MGR was
investigated in this equipment.



Zusammenfassung

Die Produktion der mikrobiellen Sekundirmetaboliten wird in der Regel durch Um-
weltstressfaktoren wie Nahrstoffmangel, das Vorhandensein konkurrierender Arten, die An-
reicherung hemmender Metaboliten usw. ausgeldst. Diese Verbindungen sind sowohl aus
okologischer als auch aus wirtschaftlicher Sicht von herausragender Bedeutung. Unter den
industriell relevanten Mikroorganismen sind die Mitglieder der Gattung Streptomyces eine
der bedeutendsten Arten, da sie antimikrobielle und antitumorale Wirkstoffe, Immunsuppres-
siva, Enzyme, Pigmente und Siderophore produzieren kdnnen.

Bei der industriellen Produktion muss eine ausreichende Menge an Néahrstoffen flir das
mikrobielle Wachstum bereitgestellt werden; andererseits miissen die fiir die Produktbildung
erforderlichen Einschrankungen umgesetzt werden. Das Gleichgewicht zwischen diesen bei-
den Anforderungen ist bei lang andauernden Prozessen mit herkdémmlichen Technologien nur
schwer aufrechtzuerhalten, sodass die Produktion trotz der technischen und wirtschaftlichen
Vorteile eines kontinuierlichen Betriebs meist im Batch-Modus erfolgt. Eine relativ neue,
weniger bekannte Anlage, der Membran Gradostat Reaktor (MGR), bietet eine Losung fiir
diese Situation. Aufgrund seiner speziellen Konstruktion finden im Reaktor die Erneuerung
des Biofilms und die Produktion von Sekundidrmetaboliten gleichzeitig statt; dariiber hinaus
ist eine kontinuierliche Produktentnahme moglich.

Unter den Fragen zu den Funktionsprinzipien und praktischen Anwendungen des MGR
konzentriert sich diese Studie auf die Beimpfung der Membran und die Entwicklung des
Streptomyces coelicolor Biofilm. Wéhrend der experimentellen Arbeit zeigte sich, dass zwei
Arten von Kapillar Ultrafiltration Membranmodulen (Pentair X-Flow und Microdyn-Nadir
Ultradyn) aufgrund unzureichender Zelladhdsion unter den angewandten Versuchsbedingun-
gen nicht als Membran Gradostat Reaktoren geeignet sind. Bei der Untersuchung der Filtrati-
onseigenschaften der Fermentationsbrithe des Bakteriums wurde der Zusammenhang zwi-
schen pH-Wert, Viskositdt und spezifischem Kuchenwiderstand beschrieben. Bei der Be-
obachtung der Kolonisationsfdahigkeit der Bakterien wurde festgestellt, dass die Kolonieaus-
breitung von S. coelicolor auf hydrophilen PVDF Mikrofiltration Flachmembranen langsamer
war als auf festem Medium; die Charakteristik der Wachstumskinetik wurde jedoch durch die
Membran nicht verdndert. Es wurde ein vereinfachtes Modellsystem fiir MGR entwickelt und
ein Gebrauchsmuster dafiir angemeldet. Wihrend der im Modellsystem durchgefiihrten Expe-
rimente erwies sich eine Agar-Losung in einer Konzentration von 3 g/l als idealer Impfzusatz,
wenn man die Biofilmdicke und die Membranbedeckung zusammen betrachtet. Als Verbesse-
rung des Modellsystems wurde ein Scale-up-Reaktor mit Multi-Channel-Kapillarmembran
entwickelt und erstmals die Anwendbarkeit der SevenBore Membran als MGR in dieser An-
lage untersucht.
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1. Bevezetés

Az ipari biotechnoldgia altal eldallitott termékek kiemelkedd fontossagh csoportjat képe-
zik a mikrobidlis szekunder metabolitok. Ezek a vegyiiletek a mikrobandvekedés késobbi fa-
zisaiban, jellemzoéen kedvezétlen kornyezeti koriilmények — kis mennyiségli vagy nehezen
hozzaférhetd tapanyagok, szarazsag, kompetitiv fajok jelenléte, stb. — esetén keletkeznek,
ennek megfelelden az adott faj védekezésében, tulélésében, fajon beliili és fajok kozotti inter-
akciokban vesznek részt. Okoldgiai szerepiik mellett jelentés gazdasagi potenciallal is rendel-
keznek, széles korben alkalmazhatok tobbek kozott human- és allatgydgyaszatban, mezégaz-
dasagban, kornyezetvédelemben, élelmiszerek és kozmetikumok eléallitasa soran. A legjelen-
t6sebb termel6 torzsek egyike a Streptomyces nemzetség, metabolitjaik kozé tartozik szamos
bioldgiai aktivitassal rendelkez6 vegyiilet — antimikrobidlis €s tumorellenes szerek, immun-
szupresszansok —, valamint hidrolazok, enzim inhibitorok, pigmentek, szideroférok és herbi-
cidek.

A szekunder metabolitok — kiilondsen az antimikrobialis szerek — ipari eldallitasa jellem-
zOen szakaszos lizemmodban, szubmerz fermentacidval torténik, sok esetben az adott eljaras-
hoz génmodositott torzzsel. Ugyanakkor szamos olyan metabolit 1étezik, mely csak szilard
feliileti tenyészetben (biofilmben), a természetes koriilményekhez hasonlo feltételek mellett
termelddik, tehat a szubmerz fermentéacio ily modon korlatozza a potencialisan eldéllithatd
vegylletek korét. Masrészt a folyamatos tizemmod megvaldsitasa miiszaki €s gazdasagi eld-
nyokkel is jarna. Ezen célok elérését teszi lehetdvé egy viszonylag 1), kevéssé ismert beren-
dezés, a membran gradosztat reaktor, melyben a mikroorganizmus kapillaris membranok kiil-
sO feliiletén biofilmet képezve novekszik, a tapanyagot pedig a membranon keresztiil veszi
fel, a természetes kornyezethez hasonléan. Ez a kialakitas lehetévé teszi az extracelluléris
termék folyamatos elvételét, tovabba idedlis esetben egyidejlileg megvalosithatd a biofilm
megujulasa és a szekunder metabolit termelése, tehat hosszatavon mitkodtethet6 a rendszer.

Mivel a membran gradosztat reaktorral kapcsolatban jelenleg korlatozott szamt publika-
ci6 all rendelkezésre, mind az elméleti hatteret, mind a gyakorlati megvaldsitast illetéen sza-
mos megvalaszolatlan kérdés meriil fel. Ezek koziil a jelen kutatas elsddlegesen a membran
inokulalasara, a biofilm kialakuldsdnak folyamatdra és az azt befolyasold tényezdkre fokuszal.
A kisérleti munkahoz valasztott mikroorganizmus a Streptomyces nemzetség egyik modell-
szervezete, a Streptomyces coelicolor fonalas talajbaktérium, az alkalmazott membranok ko-
zO6tt pedig lapmembran, egyedi kapillaris szal, tobbcsatornas kapilldris membran, valamint

kétféle ultrasziird membranmodul is megtalalhato.



2.Irodalmi attekintés

2.1. Mikrobialis szekunder metabolitok

A mikrobialis szekunder metabolitok mikroorganizmusok altal eldallitott, nem ndveke-
déshez kotott anyagok, melyeknek valtozatos kémiai szerkezetiik €s fizioldgiai szerepiik van.
A termelddésiik idObeli természete genetikailag meghatarozott — jellemzden a mikrobanove-
kedés kései fazisaban kezdddik —, de ezen gének expresszidjat nagymértékben befolyasoljak a
kornyezeti tényezok [1].

A 2.1. dbra a mikrobandvekedés és a szekunder metabolizmus kinetikai viszonyat szem-
1¢lteti [2]. A mikrobialis novekedés lappangasi (lag) szakaszaban a kdrnyezethez vald adapta-
ci6 zajlik, ami a kdvetkezd fazisban is folytatodik, de emellett fokozatosan gyorsulé noveke-
dés is megfigyelhetd. Az exponencidlis szakaszban maximalis ndvekedési sebesség jellemzi a
teljes sejttomeget, majd a korlatozo kornyezeti tényezdk (rendelkezésre allo tér, tapanyag
mennyisége, gatld anyagcsere-termékek felhalmozddasa, kompetitiv mikroorganizmusok je-
lenléte, stb.) a ndvekedés lassulasat eredményezik, ezzel parhuzamosan pedig megkezddédik a
szekunder metabolitok termelddése. A stagnaldsi €s a pusztuldsi fazisban tovabb folytatédik a

szekunder metabolizmus, mikdzben a szaporodasi ratat fokozatosan meghaladja a sejtek lizise

[3].

I lappang6 szakasz
1 1

| 1 1 (lag)

1

1

I gyorsulo
novekedés

. Yy m exponencialis
biomassza (é16) névekedés

IV lassulé névekedés
szekunder

metabolit V stagnalas

limitalé
tapanyag
1

€l6 sejtszam / koncentracid

VI pusztulas

>
idd
2.1. abra: Szekunder metabolitok termelése és a mikrobandvekedés kinetikaja

(az abra Geris és mtsai. publikdciojaban 2] talalhato dbra alapjan késziilt)

Az egyik legaltalanosabb stresszfaktor a fenti abran is jelzett tapanyag-limitacio, ami je-
lentheti a szén-, nitrogén- vagy foszforforras mennyiségi, illetve mindségi valtozasat is. Emel-
lett szamos mas tényezé — kompetitiv mikroorganizmus jelenléte, pH-valtozas, gatldo anyag-
cseretermék felhalmozddasa, stb. — indukalhatja a sejtmiikodést szabalyozd események kasz-

kadjat, ami morfologiai differencialédast és a szekunder metabolitok termelddését eredmé-
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nyezi [1]. (Mivel mind a kornyezeti szignalok, mind a lehetséges valaszreakciok rendkiviil
szertedgazoak, csupan a kutatasom targyat képez6 Streptomyces fajok szekunder metaboliz-
musat mutatom be részletesebben a 2.2.4. fejezetben.)

A masodlagos anyagcsere-termékek képzodési koriilményei szorosan Osszefliggenek bio-
l6giai szerepiikkel, hiszen ezek a vegyiiletek a sejtek védekezési és tulélési mechanizmusaban
jatszanak szerepet, valamint szabalyozzak a populacion beliili és a fajok kozti interakcidkat
[4]. A konnyen felvehetd tapanyagok kimeriilése esetén az extracellularis hidrolazok megkez-
dik a komplex szubsztratok lebontasat, igy azok hozzaférhetdvé valnak a sejtek szamara [5].
A fémionok felvételét kiilonbozo transzporterek segithetik eld, melyek legismertebb képvise-
161 a vasionok felvételét végzé szideroforok. A kiilonb6z6 antimikrobialis anyagok — antibio-
tikumok, gombaol6 ¢€s virusellenes vegyiiletek — gatoljak a kompetitiv fajok szaporodasat, ami
nemcsak a termeld mikroba, de a vele szimbidzisban €16 ndvény szamara is védelmet nyujt
[6]. A tovabbi lehetséges bioldgiai funkciok kozé tartozik a biofilm kialakulasanak és terjedé-
sének elésegitése, a toxikus hatasokkal szembeni védelem [7], sporaképzédés és csirazas sza-
balyozasa [6], stb.

A szekunder metabolitok nem csak a mikroorganizmusok életében jatszanak fontos sze-
repet, hanem gazdasagi jelentdségiik is megkérddjelezhetetlen. Legismertebb képviseldik az
antibiotikumok, de a gyogyaszati alkalmazasokhoz tartoznak tumorellenes szerek, immun-
szupresszansok, koleszterinszint-csokkentd, gyulladascsokkentd és diabétesz kezelésére szol-
gal6 hatoanyagok is [8]. A human- és allatgyogyaszati hasznositas mellett élelmiszerek, koz-
metikumok eldallitdsa soran, fermentacids feldolgozas miiveleteknél, ndvényvédelemben és
egyéb mezdgazdasagi, kornyezetvédelmi teriileteken is talalkozhatunk szekunder metaboli-
tokkal. Széleskorti alkalmazhatosagukat a 2.1. tablazat példai szemléltetik a teljesség igénye
nélkiil.

A mikrobialis eredetli anyagok biokompatibilitdsuknak és biologiai lebonthatdosaguknak
koszonhetden a hagyomanyos vegyipari termékekhez képest szdmos elénnyel rendelkeznek.
A biopolimerek bevonatként, illetve csomagoldéanyagként torténd alkalmazasaval csokkenthe-
t0 a csomagolasbol szarmazé milanyag-hulladékok mennyisége, valamint gyogyszerhato-
anyagok, vitaminok, probiotikumok egészségre artalmatlan hordozdanyagaként funkcional-
hatnak. A bioflokkulansok ¢és feliiletaktiv anyagok amellett, hogy széles pH- és hdmérséklet-
tartomanyban alkalmazhatdk, kornyezetbarat alternativat jelentenek, hiszen nem vagy kevés-
bé toxikusak, bioldgiai ton lebomlanak, hasznalatuk nem okoz mésodlagos szennyezést, €s
eléallitasukhoz sok esetben megujuld forrasokat vagy ipari melléktermékeket is lehet alap-
anyagként hasznositani. A mikrobialis flokkulaloszerek nagyon finom részecskéket is képesek
koagulalni, valamint a gyakorlatban elterjedt polialuminium-kloridhoz képest kevesebb iszap
keletkezik a hasznalatuk soran. A komplex bioldgiai makromolekuldk egyedi funkcids cso-
portjaiknak kdszonhetden alkalmasak lehetnek kiilonboz6 ipari szennyezdk artalmatlanitasara
[7]. Az antimikrobialis szerek és egyéb gyogyszerhatdoanyagok jelentOs részénél pedig a teljes

kémiai szintézis a vegyiiletek komplexitdsa miatt gazdasdgosan nem kivitelezhetd. Bar 1étez-
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nek félszintetikus antibiotikumok, valamint teljesen szintetikus helyettesitékkel kapcsolatban

is zajlanak kutatasok [9], gyartasuk jelenleg alapvetden fermentacios tton torténik.

2.1. tablazat: Mikrobialis szekunder metabolitok fobb tipusai és alkalmazasi teriiletei

kémiai szerkezet

felhasznalasi

tipus (példa) teriilet alkalmazas forras
antimikrobialis aminosav- és szénhid- |gyogyaszat antibiotikumok, gom-
szerek ratszarmazékok, kino- ” ) badlo, virusold, parazi-| [8]
nok, laktonok mezdgazdasag taellenes szerek
clelmi k . .
Z;é?;i::k’ stabilizator, emulzifi-
i ' . ’ kalé
_ _ poliszacharidok | kozmetikumok alo
biopolimerek |(xantdn, dextran, algi- [7]
nat) véralvadasgatlo, ko-
gyogyaszat leszterinszint-
csokkentd
vizkezelés viztisztitas, szennyviz-
i i : kezelés
flokkulénsok pollszach’arl’dok és/ [10]
vagy feherjek fermentaciok feldolgozasi miivele-
tek
. e olajszennyezések, ne-
bioremedidci6 |} o fimek cligvolitdsa | LL0)
slelmi k :
Z;(')I;;Zi:k’ emulzifikalo, deter-
. ’ habképz6
glikolipidek, lipoprote- |kozmetikumok gens, hablepzd
feliiletaktiv | L [7]
zsirsavak mezogazdasag gya) hozzaférhetésé-
gének novelése
mosoé- és lagyitoszer,
textilipar festés hatékonysaga- [12]
nak ndvelése
prodigiosin, antrakinon |textilipar festék
pigmentek | karotinoidok élelmiszerek, tap- | antioxidans [13]
(asztaxantin) lalékkiegészitok | gzinezék

Ugyanakkor kedvezd tulajdonsagaik mellett szamos tényez6 korlatozza a szintetikus ve-

gyliletekkel szembeni térhoditasukat. A biologiai lebonthatdsaguk bizonyos felhasznalasi te-

rlileteken hatranyt is jelent, mivel idével csokken a stabilitasuk, kisebb az eltarthatésaguk,

példaul egyes biopolimerek nedvesség hatdsara lagyulnak. A bioflokkulansokat a megfeleld
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hatékonysag elérés¢hez a hagyomanyos vegyszerekhez képest nagyobb mennyiségben kell
alkalmazni [7].

A biotechnoldgiai eldallitasok jellemz6 hatranya, hogy a termék egy komplex matrixban
van jelen alacsony koncentracioban, ami neheziti a downstream miiveleteket (a termék kinye-
rését, tisztitasat) és koltségessé teszi a technologiat. Az alacsony termékkoncentracié egyuttal
nagy mennyiségi hulladékaramot is jelent, melynek megfeleld kezelése — kiilondsen patogén
mikroorganizmusokkal végzett fermentacié esetén — tovabb ndveli a gyartas komplexitasat és
koltségeit [3]. A potencialis termeld torzsek korét korlatozza, hogy az élelmiszerek, gyogy-
szerek és kozmetikumok el6allitasanal alkalmazott fajoknak GRAS (generally recognised as
safe, azaz altalanosan biztonsagosnak tekintett) besorolasunak kell lenniiik [14]. (A GRAS
besorolas az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) altal
kiadott mindsités, ami vagy a régota fennalld biztonsdgos hasznalaton vagy egy meghataro-
zott vizsgalati eljaras eredményén alapul. A GRAS besorolast mikroorganizmusok, illetve az
altaluk eldallitott termékek a tervezett felhasznélds koriilményei kozott nem patogének és nem
toxikusak, hasznalatuk nem jelent egészségiigyi kockazatot. Az élelmiszeripari, gyogyszeripa-
ri termékek, illetve kozmetikumok eldallitasanal altalanos eldiras a GRAS besorolas, amen--
nyiben egy faj (vagy vegyiilet) nem rendelkezik vele, kiilon vizsgalati eljaras sordn kell iga-
zolni a biztonsagos hasznalatot.)

A szakaszos, illetve rataplalasos fermentaciok kivaltasa folyamatos tizemmodu technolo-
giaval megoldast jelenthet a gyartasi és termékfeldolgozasi eljarasokhoz kapcsolddd problé-
mak jelentds részére. Folyamatos lizemmodd esetén hosszu tavon fenntarthaté az optimalis
termelési sebesség, nem 1ép fel a sarzsok kozti leallasbol szarmazo termeléskiesés, valamint a
folyamatos termékelvételnek kdszonhetden a gyartasi és feldolgozasi miiveletek parhuzamo-
san végezhetok. Eppen ezért egyre novekvé igény mutatkozik az ipar részérél a jol szaba-
lyozhato, folyamatos fermentacios technologiak irant [15]. A szekunder metabolitok fermen-
tacioja soran azonban olyan koriilményeket kell biztositani, melyek egyfeldl lehetdvé teszik a
mikrobak fejlédését és elegendd tapanyagot nyuajtanak a komplex makromolekulak prekurzo-
rainak termel6déséhez, ugyanakkor gatlo hatasuk révén kivaltjak a termékképzodéshez sziik-
séges metabolikus folyamatokat. A tapanyaggal vald ellatds és a limitacido kozti torékeny
egyensuly hosszl tavu fenntartdsa a hagyomanyos fermentécios technoldgidkkal nehezen ki-
vitelezhetd, a stresszhatdsok egy 1d6 utan elkeriilhetetleniil a mikroorganizmusok oregedésé-
hez, pusztulasahoz vezetnek [16].

2.2.  Streptomyces coelicolor

A szekunder metabolit termeld mikroorganizmusok koéziil kiemelkedik a Streptomyces
nemzetség, hiszen nekik koszonhetjiik a klinikai gyakorlatban hasznalt antimikrobidlis és tu-
morellenes agensek tobb mint felét [16], tovabba immunszupresszansokat, enzimeket — els6-
sorban hidrolazokat —, enzim inhibitorokat és szideroforokat is képesek eldallitani [5]. Endofi-

ta fajaiknak fontos szerepiik van a névényvédelemben, mivel antimikrobialis vegyiiletek ter-
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melésével képesek megvédeni a gazdandvényt mas mikroorganizmusoktol [17]. Az utobbi
években a Bio-vitamin Streptomyces fajokkal torténd eléallitasa irant is megnétt az érdeklédés
[18]. A nemzetség tagjai koziil sokan termelnek kiillonb6z6 szinii pigmenteket, melyek kor-
nyezetbarat alternativat jelenthetnek a hagyomanyos textilipari festékek helyett, valamint —
egyéb biologiai aktivitasuktol fliggden — ¢lelmiszeripari szinezékként, antioxidansként és an-
timikrobialis agensként is funkcionalhatnak [13]. A Streptomyces fajok szekunder metabolit-
jainak fobb felhasznalasi teriileteit (a biotechnologiai agazatok szineinek megfeleléen) szem-
1¢lteti a 2.2. dbra.

=

. biotranszformacio névényvédelem
hidroliazok }& herbicidek
=2 antibiotikumok
B,,-vitamin immunszupresszinsok nanorészecskék
enzim inhibitorok
0 citosztatikumok Qj
szideroforok

vibriézis megel6zése
antifouling

hulladéklebontas
komposztalas

2.2. abra: Streptomyces fajok szekunder metabolitjainak foébb felhasznalasi teriiletei

[sajat abra]

Tobb mint 1100 fajaval ez az egyik legnépesebb nemzetség a baktériumok kozott. Az
1940-es években a sztreptomicin, neomicin €s tetraciklin felfedezése révén megnétt az igény
az életciklusuk és metabolizmusuk feltérképezése irant, melynek soran a S. coelicolor valt a
nemzetség modell organizmusava. Ezen faj ugyanis aktinorodint, egy intenziv kék szinli pig-
mentet termel (a coelicolor a latin ég / menny és szin kifejezésekbol szarmazik), melynek ré-
vén vizualisan is nyomon koévethetd a termelés folyamata, valamint jol elkiilonithetok a bio-
szintézis adott pontjain gatolt mutansok [19]. A géntechnologiai kutatdsok eredményeként
2002-ben a faj teljes genomjanak szekvenciajat publikaltak [20], ami nagymértékben hozzaja-
rult a metabolikus folyamatok €s azok szabalyozasanak feltérképezéséhez.

13



2.2.1. Rendszertani besorolas, életmod

A Streptomyces coelicolor az Actinomycetota (mas néven Actinobacteria) torzsbe, Acti-
nomycetes osztalyba, Kitasatosporales rendbe, Streptomycetaceae csaladba és a Streptomyces
nemzetségbe tartozik. A rendszertani besorolast régebben fenotipusos jegyek alapjan végez-
ték, majd a szekvenalas terjedésével gyakoribba valt a genetikai markerck hasznalata [5]. A
fenotipusos variabilitas, a nukleotid-variansok és a horizontalis géntranszfer miatt eléfordul-
nak atfedések és bizonytalansagok, illetve a taxonok elnevezése is valtozhat. igy a S. coelico-
lor A3(2) torzsre S. violaceoruberként is hivatkoznak [21], illetve a Kitasatosporales rend
2022 elétt Streptomycetales néven volt ismert [22].

A Streptomyces nemzetség tagjai Gram-pozitiv, kemoorganotrof, aerob baktériumok, me-
lyek az azonos 6koldgiai flilkéhez valo adaptacid kovetkeztében morfologiai és mikrobiologi-
ai hasonlosagot mutatnak a fonalas gombakkal [23]. Els6dleges él6helyiik a talaj — egyes tala-
jokban ezek a fajok képezhetik a dominans populaciot [24] —, de emellett vizi 6koszisztémak-
ban, féleg vizpartokon ¢és tengeri liledékekben is megtalalhatok [5]. A fajok tobbsége mezofil
és neutrofil, tehat 25 — 35 °C homérséklet és 6,5 — 8 pH-tartomany idealis szamukra [25] (S.
coelicolor esetén 28 °C a génbank altal ajanlott tenyésztési héfok [26]).

Szaprofita életmodjukbol adéddan fontos szerepet toltenek be a természetben a lebontési
folyamatokban, a tdpanyagok korforgasdban, hiszen olyan komplex makromolekulakat is ké-
pesek szubsztratként hasznositani, mint a lignin, lignocelluléz, kitin, keményitd, keratin és
bizonyos aromas vegyiiletek [24]. Szamos katabolikus utvonal indukalhatd benniik, melynek
soran kiilonb6zd hidrolitikus enzimeket termelnek a tdpanyag lebontdsa érdekében: tobbek
kozott amilazokat, proteazokat, glukanazokat, cellobidzokat, xilandzokat, ligninazokat és kiti-
nazokat is képesek eldallitani, jelentds résziiket endo- és extracellularis formdban egyarant
[5]. Ennek koszonhetéen bioremediacios folyamatokban tobbféle hulladék lebontésara, poli-
ciklusos aromas szénhidrogének (PAH) és nehézfémek eltavolitasara is alkalmazhatok [27]. A
S. coelicolor genomja tobb mint 800 szekrécids fehérjét, koztiik kozel 150 hidrolazt kodol
[28], valamint rendkiviil nagy mennyiségli transzkripcidés szabalyozé molekulat: mig az
Escherichia coli genomja 7, a Bacillus subtilisé pedig 18 szigma-faktort kodol, a S. coelicolor
esetében 66 szigma-faktort azonositottak. Az Osszetett szabalyozasi rendszert egyfeldl a
komplex morfologia, életciklus és metabolizmus teszi sziikségessé, masrészt ennek kdszonhe-
tden a mikroba képes adaptalddni a gyorsan valtozo fizikai és kémiai kornyezethez [19]. A S.
coelicolor genomjaban harom olyan operont azonositottak, melyek feltehetben az anaerob
metabolizmusban szerepet jatszo nitrat-reduktaz fehérjét kodoljak, tehat a baktérium vélhetd-
en rendelkezik az anoxikus vagy mikroaerob koriilmények tuléléséhez sziikséges enzimrend-
szerrel [5].
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2.2.2. Morfolédgia

A Streptomyces fajok fonalas szerkezetiiek, a sporaikbol kifejlodo hifak apikalis (csucs
iranyt) novekedéssel terjedve hosszu, stirin elagazo haldzatot, Gn. szubsztratmicéliumot hoz-
nak létre. A koriilmények kedvezotlenné valasa esetén morfologiai és metabolikus differen-
cialodas veszi kezdetét, melynek eredményeként kialakul a 1égmicélium, ennek tovabbi kom-
partmentalizaciojaval pedig a sporak. Ebben az alfejezetben bemutatom az egyes morfologiak
sajatsagait, majd a kovetkezo fejezetben ezek kapcsolatat, a Streptomycesek komplex életcik-
luséat ismertetem.

A spora kifejezés az Actinobacteria torzs tagjai esetében magyarazatra szorul. A baktéri-
umok altalanos tulajdonsaga, hogy képesek ellenalld, nem-vegetativ képleteket 1étrehozni
annak érdekében, hogy kedvezotlen kornyezeti koriilmények kozott is taléljenek; ezeket ne-
vezzik endo- vagy exosporaknak. Az Actinobacteria torzsre jellemzo, altalaban sporaknak
nevezett képletek viszont valdjaban konidiumok, hiszen elsédleges funkcidjuk a szaporodas
biztositdsa — bar hosszl ideig képesek tilélni —, mig a tobbi faj sporai kizardlag talélési funk-
ciot latnak el. Ugyanakkor a szakirodalomban altalanosan elterjedt a spora kifejezés ezekre a
képletekre, igy a dolgozatban minden esetben sporaként hivatkozok rajuk [5].

A Streptomyces fajok tehat kezdetben ,,alvéd allapotban”, spordkként vannak jelen a ter-
mészetben, terjedésiiket pedig — aktiv mozgast biztositd sejtorganellum hidnyaban — szél, viz
¢s izeltlabu fajok biztositjak, elsGsorban a sporat tartalmazo talajszemcsék mozgatasaval. A
nedves talaj es6 utani illataért felelés geozmint és 2-metil-izoborneolt is azért termelik ezek a
baktériumok, hogy a sporak terjesztését végzo izeltlabiakat magukhoz vonzzak [19]. A talaj-
szemcséken beliili kedvezObb mikrokdrnyezet felé torténd mozgatasban pedig egy nemrég
felfedezett, mikrobafajok kozti interakcio jatszik szerepet [29]. A szerzdk altal ,,stoppolasnak”
(hitchhiking) nevezett transzport soran flagellummal rendelkez6 fajok mozgatjak a hozzajuk
tapadt nem-motilis sporakat. Kisérleteik soran elsédlegesen S. coelicolor sporak Bacillus sub-
tilis és Pseudomonas fluorescens baktériumok altal torténd terjedését igazoltak, de az ered-
mények alapjan valoszinlisithetd, hogy a nemzetség mas fajaiban is jelenlévd, konzervalt
mechanizmusrdl van sz6 [30].

A sporakbol kifejlédo vegetativ vagy mas néven szubsztratmicéliumnak kétféle megjele-
nési formdja van (bar a publikacidk jelentds részében nem kiilonitik el ezeket). A korai
szubsztratmicélium teljesen kompartmentalizalt, szemben a ,,tobbmagvl’” masodlagos (késoi)
szubsztratmicéliummal. Az angol nyelvii forrasokban a multinucleated kifejezés szerepel,
melyet pontosabb magyar megfeleld hijan tobbmagvinak forditok, de fontosnak tartom meg-
jegyezni, hogy a Streptomyces fajok prokariotak, tehat nem rendelkeznek valodi sejtmaggal.
A kifejezés jelen esetben arra utal, hogy az egyes sejtek nem kiiloniilnek el teljesen egymas-
tol, hanem egy soksejtli struktira jon létre, melyben a kompartmentek Osszekottetésben van-
nak egymassal, transzportcsatornak alakulnak ki benniik [31]. A vegetativ hifak atlagosan
0,62 um atmérdjiek [32], és a tobbi baktériuménal joval Gsszetettebb citoszkeletalis rendszer-
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rel rendelkeznek, mely nagy szamban tartalmaz alfa-hélixekbdl felépiild strukturalis elemeket.
Ezek a fehérjék elsddlegesen az apikalis novekedésben és az eldgazasok 1étrejittében jatsza-
nak fontos szerepet [5].

Mig a vegetativ hifék a talaj belseje felé, illetve a felszin mentén terjednek, a 1égmicéliu-
mok a feliileti fesziiltséget legydzve a levegd felé novekednek. A hifak fizikai tdmaszat a sej-
tek altal termelt, els@sorban chaplin és rodlin fehérjekbdl felépiild, amfipatikus rodlet réteg
biztositja. A burok sejtfal fel¢ néz6 oldala hidrofil, kiilsé feliilete pedig hidrofob karaktert,
ami lehetové teszi a levegd felé iranyul6 terjedést [33]. Egy adott 1égmicélium-mennyiséget
elérve a kiterjedést felvaltja a sporaképzddés. A hifdk erdsen szabdlyozott modon felosztod-
nak eléspora kompartmentek hossza lancolatava, amibdl tovabbfejlédnek az érett sporak. Az
érés soran vastag fal alakul ki a spéra koriil, valamint a DNS-hez a spdra genetikai alloma-
nyanak védelmét erdsitd fehérjék kapcsolodnak [5]. Az érett sporak lancolatai 10 — 50 vagy
akar még tobb sporabol is allhatnak lanconként [24]. A rodlinrétegnek nem csak a légmicéli-
um novekedésében, de a sporak terjedésében is fontos szerepe van, hiszen ehhez tudnak hoz-
zatapadni a kordbban emlitett ,,stoppolds” soran a mozgatast végz6 baktérium flagellumai
[30].

2.3. abra: S. coelicolor telepek szilard SCM taptalajon; egy Petri-csésze teljes feliilete
(bal) és egy tenyészet kozépso régidja (jobb) [sajat fényképek]

Bar az egyes micéliumtipusok egymasbol alakulnak ki, a fejlddés bizonyos fazisaban a
teljes telepen egyszerre tobb morfoldgia is megfigyelhet6 (2.3. abra). A telepek ,,felgytiro-
dott” kozepét légmicéliumok alkotjak, melyeken sziirkésfehér porszerii rétegként jelennek
meg a sporak. A sotétkék teriileteken aktinorodin-termelé micélium helyezkedik el, mig a
legkiilsé zonaban aktivan novekvé vegetativ hifa talalhato [34]. Az aktinorodin szine a tapko-
zegben 1s megjelenik, illetve esetenként megfigyelhetd, ahogy sotétkék cseppekben megiil a

tenyészet hidrofob feliiletén.
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2.2.3. Eletciklus kiilonb6z6 tapkozegekben

A S. coelicolor komplex életciklusa vegetativ és reproduktiv fazisokra oszthato, ugyan-
akkor a fejlodés bizonyos részletei eltérhetnek attol fiiggden, hogy szilard vagy folyékony
tapkozegben torténik a tenyésztés (2.4. abra).?

Szilard tenyészetek esetén az életciklus a sporak csirazasaval kezdddik, az ezekbdl kifej-
16d6 hifak képezik az elsddleges (korai) szubsztratmicéliumot. A természetben a csirdzas a
baktérium szdmara kedvezd kornyezeti koriilmények esetén valdsul meg, amiben szdmos té-
nyezd jatszik szerepet: a specidlis jelz0 faktorok mellett megfelelé mennyiségii exogén tap-
anyag és viz, valamint Ca®" jonok jelenléte is sziikséges [24]. A korai szubsztratmicélium
mélyen belend a szilard tapkozegbe, és egy része a teljes é€letciklus alatt jelen van, igaz, kii-
16nb6z6 mértékben degeneralt allapotokban [36], [37].

Egy 1d6 utan genetikailag programozott sejthalal (programmed cell death, PCD) megy
végbe, melynek sordn a korai szubsztratmicélium egy része degradalodasi folyamaton megy
keresztiil [31]. A PCD az eukariotaknal és a baktériumok jelentds részénél is eléfordulod va-
laszreakcio a kornyezeti stresszre, melynek a nagyobb populacidk esetén a sériilt sejtek elta-
volitasaban is szerepe van. A S. coelicolor programozott sejthalalaban a makromolekulak le-
bontasat végz6 enzimek, regulator fehérjék és stresszfehérjék is részt vesznek [5]. A folyamat
soran a hifa ¢élé szegmensei szabalyos mintazatot kovetve differencidlodnak tobbsejtmagva
micéliumma, melyet késdi szubsztratmicéliumnak vagy korai reproduktiv micéliumnak is
neveznek. Ebben a morfologiai alakban kezdetét veszi a szekunder metabolitok termelése,
illetve tovabbi differencidlodas soran a hifak egy részén hidrofob bevonat képzddik és kiala-
kul a 1égmicélium [31]. Végiil egy masodik PCD megy végbe, melyet kompartmentalizacio,
sporaképzés és a sporak érése kovet [38], [39]. A légmicélium kialakulasa és a sporaképzés
soran a vegetativ micélium kannibalizmusa az egyik legfontosabb tapanyagforras, melynek
eredményeként néhany mg vegetativ micéliumbol tobb millié spora alakulhat ki [5].

Bar a mesterséges tenyésztések soran a fenti folyamatok rendszerint néhany hét alatt le-
zajlanak, a természetben a vegetativ micélium kedvezd koriilmények esetén akar honapokig is
jelen lehet, majd a kornyezeti stressz hatasara a reproduktiv micélium kialakuldsa és a sporu-

lacié akar néhany nap alatt is végbemehet [31].

1A 223. ésa23.1. fejezetek egyes részeit a ,, The role of physical support in secondary metabolite pro-
duction by Streptomyces species” cimii publikaciomban [35] kifejtettem.
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2.4. abra: Streptomyces coelicolor életciklusa szilard (a) és folyékony (b) tapkozegben [35]

Folyékony tapkdzegben a csirazés és a szubsztrat micélium fejlédése meglehetésen ha-
sonlo a szilard tenyészetekéhez. Ugyanakkor az ezt kovetd novekedés soran kiilonféle morfo-
l6gidk alakulnak ki, melyek harom {6 tipusa a szabadon 0sz6, eloszlé micélium (mely legin-
kabb egyediil allo sejtekként viselkedik), nyitott micéliumhélézat (szovedek) és a pelletek
(kompakt struktirak, gyakran tapanyag-hianyos koézépponttal) [40]. Utobbi esetben progra-
mozott sejthaldl megy végbe a pelletek kdzepén és masodlagos micélium differencialodik a
periférian. A legtobb Streptomyces faj folyékony tapkozegben nem képez 1égmicéliumot és
sporakat, bar termelnek szekunder metabolitokat [39]. A jellemz6 morfologia és a sporazas
megléte vagy hianya fajonként eltérd lehet. A S. coelicolor elsédlegesen pelletes megjelenésti,
szubmerz sporakat altalaban nem képez, bar nagy koncentracioban hozzaadott kalcium hata-
sara kialakulhatnak sporaszeri képletek. A szubmerz fermentdciok soran kialakuld sporak
sejtfala jellemzden vékonyabb ¢€s kevésbé strukturalt a szilard tenyészetek esetén megfigyelt-
nél, feltehetdleg az eltérd rodletréteg miatt [40].

A morfoldgiai atalakulds szigortian szabdlyozott folyamat, mely szorosan Osszefligg a
metabolikus valtozasokkal. A nitrogén- és szénforrasok csokkenése, a C/N/P arany valtozasa,
a Ca®" ionok és a foszfatok (nukleotidok) aranya, valamint a mikrobidlis interakciok egyarant
hatassal vannak a folyamatra. Emellett altalaban véve elmondhaté az Actinomycetes osztaly-

ba tartozo fajokrol, hogy az enyhén lugos kémhatas kedvez a sporulacionak [5].
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2.2.4. Streptomyces coelicolor szekunder metabolizmusa

A S. coelicolor régéta ismert antibiotikus hatasti metabolitjai a kék szin{i aktinorodinok, a
piros prodigiozinok, a spordk sziirke pigmentje, a barna metilenomicin és a nem-pigmentalt
kalciumfiiggé ionofér antibiotikum (calcium-dependent antibiotic, CDA) (lasd 2.5. ébra).
Késobb a génszekvencia ismeretében, bioinformatikai analizissel tobb mint harminc szekun-
der metabolitot kodold gént azonositottak a genomjaban, illetve plazmidjaiban. Az antibioti-
kus hatdsu anyagok mellett szerepelnek koztikk a fémionok felvételét segitd szideroforok, a
fajon beliili és fajok kozti kommunikéacioban szerepet jatszo y-butirolakton és geozmin, vala-

mint szamos ismeretlen funkcidja vegytilet.

aktinorodin v-aktinorodin CDA

2.5. abra: S. coelicolor fébb szekunder metabolitjainak szerkezeti képlete
(az undecilprodigiozin és streptorubin B vegyiiletek képletének forrasa Sarmiento-Tovar és
mtsai. publikacioja [42), a tobbi vegyiileté pedig a PubChem online adatbdzisa [43])

Ugyanakkor a génszekvencia alapjan csak a potencialisan termel6dé metabolitok korét
lehet meghatarozni, adott koriilmények kozott csak a gének egy része expresszalodik. Példaul
a karotinoidok sotétben nem termelddnek, tehat feltehetdleg a fotooxidacié elleni védelemben
jatszanak szerepet [41]. Mivel a természetben a szekunder metabolizmus jelentds része mas
fajokkal val6 interakciohoz kotddik, szdmos olyan vegyiilet van, mely a jellemzéen monokul-
tiras laboratoriumi tenyésztés soran nem figyelhetd meg [5].

A S. coelicolor legismertebb antibiotikus hatasu metabolitja az aktinorodin, mely jellem-
zOen kétféle formaban fordul eld a baktériumban: aktinorodinként, illetve y-aktinorodinként,
mely az el6bbinek a laktonszarmazéka. (Egy 1996-ban megjelent tanulmany [44] szerint a
Gottingenben izolalt torzs tovabbi négy aktinorodin varidnst képes termelni. Erre vonatkozdan
azonban mindossze egyetlen frissebb (2017-es) publikaciot [45] talaltam, melyben a vékony-

réteg kromatografias eljaras soran a dominansan jelen 1évo y -aktinorodin mellett egyéb pH-
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indikator jellegi aktinorodin-pigmenteket lehetett elkiiloniteni. Tovabbi informaciot egyik
kutatas sem adott a kérdéses komponensekkel kapcsolatban.) Amennyiben a tdpkdzeg kémha-
tdsa 5 koriili, piros szinii, intracellularis aktinorodin keletkezik, mig semleges vagy lugos
kémbhatas esetén kék y-aktinorodin termelédik, mely intra- és extracellularisan is felhalmozo-
dik, vagyis a micélium ¢€s a tapkozeg jellegzetes kék szinéért valojaban ez a komponens fele-
16s. A piros szinli tenyészetekhez lagot adagolva megjelenik a kék szin, tehat az aktinorodin
pH-indikatorként funkcional [44]. A laktonszarmazék szintézise a sejtben az aktinorodin at-
alakitasaval torténik, feltehetéleg a metabolit transzportjahoz csatoltan [46]. (A disszertacio-
ban a kisérleti munka bemutatasanal — a publikaciok donto tobbségéhez hasonldéan — nem te-
szek kiilonbséget az emlitett vegyiiletek kozott, egységesen aktinorodinként hivatkozok a ter-
mel6dd metabolitra.)

Az aktinorodin redox-aktiv vegyiilet, a kinoncsoportjainak redukcidja soran keletkezd
elektronok a molekularis oxigénnel reagalva szuperoxid gyokot képeznek, mely reaktiv oxi-
génszarmazékok keletkezéséhez vezet. A redox-aktivitisnak koszonhetden az aktinorodin
szerepet jatszik a telepek morfoldgiai valtozasaban, mivel a peroxidok és egyéb reaktiv elekt-
rofil vegyiiletek jelenlétére adott sejtvalasz reguldtorai az aktinorodint is képesek érzékelni.
Az erds kémiai reaktivitas kovetkeztében a vegylilet hatdsa nem specifikus, ami hatranyossa
teszi gyogyszer-hatéanyagként torténd alkalmazasat. Ugyanakkor a ndvekvd antibiotikum-
rezisztencia miatt sziikségessé valhat a korabban mell6zott anyagok alkalmazhatosaganak
atgondolasa, igy a jovében valtozhat az aktinorodin gyakorlati felhasznalasa [47].

A baktérium tenyésztésének korai fazisaban — tenyésztési koriilményektdl fiiggden — jel-
lemz0 lehet a voroses pigmentaltsag, melyért a prodigiozinok feleldsek. A bakterialis prodigi-
ozinok (vagy prodigininek, az elnevezésben nincs teljes konszenzus) valtozatos vegyiiletcsa-
ladot alkotnak, melybe linearis és ciklusos komponensek is tartoznak. Ezek koziil a S. coelico-
lor tenyészetében elsddlegesen undecilprodigiozin és annak karbociklusos szarmazéka, a
streptorubin B keletkezik micéliumhoz kototten [48]. (Emellett butil-cikloheptilprodiginin és
egyéb szarmazékok is kimutathatok [49].) A prodigiozinok — mas bakterialis pigmentekhez
hasonldoan — fontos szerepet jatszanak az UV-sugarzas elleni védelemben, valamint oxidativ
stresszt okozd vegyiiletek (H202, bizonyos antimikrobialis anyagok) hatasat is csokkentik.
Ezzel 6sszhangban a humén gydgyaszati kutatasok a vegyiiletek antitumoralis, immunszup-
resszans és malariaellenes aktivitasara fokuszalnak, bar antimikrobidlis hatdsuk is ismert. Az
undecilprodigiozin esetén mellrakos és tiidorakos szovettenyészetekben kimutathato volt in
vitro a tumorellenes hatas [48].

A S. coelicolor masodlagos anyagcseréje komplex, szigoraan szabalyozott folyamatokbol
all, melyeket befolyasolnak a kornyezeti koriilmények, fajon beliili és fajok kozotti interakci-
ok, tovabba az egyes tényezdk kozott kereszthatasok is megfigyelhetok. A lehetséges szaba-
lyozasi pontok koziil a fermentaciok soran leggyakrabban a tapanyagok Osszetételét és kon-

crcr

hatarozasa azonban sokszor nem evidens. Példaul a foszfatlimitaciora adott sejtvalaszban fon-
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tos szerepet jatszo PhoP regulator génjének a hidnya megndvekedett aktinorodin és undecil-
prodigiozin termeléshez vezethet RS taptalajon, de csokkentheti az antibiotikum-termelést
keményitével kiegészitett szintetikus taptalajon, tehat a PhoP hatasa fligg a tapkozeg Osszeté-
telétol. A foszfatnak nem csak a hidnya, de a tobblete is hatdssal van a metabolizmusra: az
optimalisnal magasabb (10 — 50 mM) foszfatkoncentracid ugyanis serkenti a metilenomicin
képzddését. A szénforras tipusa szintén fontos befolyasolo tényezd, a gyorsan felvehetd szén-
forrasok altalaban kedveznek a gyors novekedésnek €s a karbon katabolit represszio (carbon
catabolite repression, CCR) révén gatoljak a masodlagos anyagcsere-termékek keletkezését.
(Ez a mechanizmus a természetben segiti a baktériumot, hogy tobb szénforras esetén a kon--
nyebben hozzaférhetét hasznositsa.) Bar a CCR az egész nemzetségre jellemz0, a hatas mér-
téke fajonként és metabolikus utvonalanként eltérd lehet, példaul az aktinorodintermelést S.
lividansnal 0,1 % feletti glikoz mar gatolja, mig S. coelicolornal 2,5 % gliikoz mellett is ter-
melddik. A nitrogénforras tipusa és koncentracidja szintén befolyasolja a szekunder metaboli-
tok termelését, rdadasul a nitrogén- és foszfatanyagcsere szabéalyozasi halozatai kozott inter-
akcid van, ami a természetben biztositja a tdpanyagok valtozasdhoz torténd adaptaciot, az
ipari fermentacioknal viszont neheziti a tapkozeg-optimalizaciot [5]. Bizonyos aminosavak
jelenléte is kivalthatja a termékképzddést, példaul a minimal tapkozeghez adagolt triptofan
nem csak a CDA termelését segiti el — mely triptofanszarmazékokat tartalmaz —, de az akti-
norodin képzddésére is pozitiv hatdssal van, holott a makromolekula szerkezetében ez az ami-
nosav nem talalhaté6 meg [50]. Az altalanos aminosav-hianyra adott valaszreakcid (stringent
cids valtozasok révén a novekedés atmeneti megsziinését eredményezik, illetve azon gének
expressziojat serkentik, melyek a baktérium taléléséhez €s a szekunder metabolizmushoz kap-
csolodnak [5].

A tapanyag-Osszetétel mellett a hdmérséklet, pH, szervetlen sok, illetve szubmerz fer-
mentacid esetén a keverés és az oldott oxigén szint egyarant befolyasolhatjdk a metabolikus
folyamatokat. A paraméterek hatasa egyes esetekben faj- és termékspecifikus lehet: a magas
sokoncentracio S. coelicolor A3(2) torzs esetén stimulalja az undecilprodigizon termelését,
Serratia marcescens-nél viszont gatolja a prodigiozin keletkezését. Még a fajon beliili torzsek
esetén is megfigyelhetok szabalyozasbeli kiilonbségek: a savas pH-sokk S. coelicolor M511
torzsében noveli, az SIMI1 torzsben viszont csokkenti az undecilprodigiozin mennyiségét
[48].

Az antibiotikumok szintézisének szabalyozasaban kis molekulatomegii szerves vegytile-
tek, példaul y-butirolaktonok (GBL) is részt vehetnek quorum sensing (a populacié denzitasa-
nak érzékelése) révén. Ezek a vegyiiletek a korai exponencialis novekedési fazis sordn terme-
16dnek, és a novekedéstdl fiiggd mértékben akkumulalédnak. Amikor a koncentraciojuk egy
kritikus hatarértéket elér, fiziologiai és morfoldgiai valtozasok kaszkadja megy végbe a bakté-
riumban [5]. A y-butirolakton az aktinorodin és az undecilprodigiozin génklasztereinek exp-
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ressziojat egyarant befolyasolja, valamint maguk a termékek is képesek autoregulatorként
sajat szintézisiiket szabalyozni [41].

Mas fajok altal eldallitott antibiotikumok — gatld hatast kivaltd koncentracional kisebb
mennyiségben alkalmazva — is eldsegithetik a Streptomyces fajok antibiotikum-termelését. S.
coelicolor tenyészetében a linkomicin noveli a keletkez6é aktinorodin mennyiségét, mig az
anguciklin korai undecilprodigiozin-képzdéshez és morfologiai differencialodashoz (spora-
képzddéshez) vezethet [51].

2.3.  Membran gradosztat reaktor

Ahogy azt az el6z6 fejezetekben kifejtettem, a masodlagos anyagcsere-termékek széles-
kori felhasznalasi teriilettel rendelkeznek, az ipar részérdl pedig jelentés igény lenne a folya-
matos lizemmodu eléallitasuk irant. Emellett — a Streptomyces coelicolor példajan keresztiil —
azt is szemléltettem, hogy a szekunder metabolizmus rendkiviil komplex folyamat, melyet
szamos tényezo, illetve gyakran azok kereszthatdsai is befolyasolnak. A hatékony fermentaci-
6hoz éppen ezért olyan technologiat kell 1étrehozni, mely minél tobb beavatkozasi lehetoséget
nyujt, mint példaul a pH és a hdmérseklet szabalyozasat, vagy a tdpanyagok mennyiségének
¢s Osszetételének akar a fermentacid kozbeni valtoztatasat. Masrészt, ha az adott mikroorga-
nizmus természetes kozegéhez hasonld koriilményeket biztositunk, nagy valosziniiséggel ak-
tivalodni fognak a termékképzédéshez sziikséges metabolikus ttvonalak. A mikrooganizmu-
sok jelentGs részének pedig — koztiikk a Streptomyceseknek is — ez a kozeg a talaj, tehat nem
folyadékban lebegve, hanem szilard feliilethez tapadva ndvekednek. A szubmerz és a szilard
fazisu fermentaciokat 6sszehasonlitd tanulmény szerint a legtobb vad torzs szdmara a szilard
fazisu tenyésztés kedvez6bb [52], s6t, egyes fajok csak ilyen koriilmények kozott termelnek
szekunder metabolitokat [53]. (Az iparban gyakran alkalmaznak genetikailag modositott tor-
zseket, melyek a szubmerz fermentaciokhoz optimalizalt tulajdonsagokkal rendelkeznek, a
sziikséges génmodositast azonban minden eljarasra ki kell dolgozni, mely 1d6- €és koltségigé-
nyes feladat.) Ezen célok egylittes megvalositasara kinal megoldast egy specialis membran
bioreaktor, a membran gradosztat reaktor.

Altalanos definici szerint a membran bioreaktorok olyan berendezések, melyekben a bi-
oldgiai reakcid €s a membranos eljaras integraltan jelen van. A membran elsédleges szerepe a
szeparacio, de katalitikus funkciodja is lehet, ha enzimeket vagy sejteket rogzitiink a memb-
ranban vagy annak feliiletén; a membran gradosztat reaktorok ez utdbbi kategdriaba tartoznak
[54].

Az 1980-as években Lowitt és Wimpenny [55] allt el6 a gradosztat reaktor 6tletével. Cél-
juk a folyotorkolatok okoszisztémajanak szimulalasa volt azaltal, hogy lehetévé teszik a tap-
anyagok kétiranyu aramlasat a kisérleti edények kozott, melyek a természetes kozeg kiillonbo-
z0 kompartmentjeit reprezentaljdk. Az alkalmazott berendezés képes volt fenntartani az adott
komponensek koncentracio-gradiensét, ugyanakkor nem biztositott szilard feliiletet a mikro-
bialis novekedéshez. Erre jelentett megoldast a membran gradosztat reaktor, melyben a
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membrannak kett0s szerepe van: fenntartja a tapanyag-gradienst €és lehetové teszi a biofilm-
képzbddést [56]. Az MGR-t 1999-ben szabadalmaztattak Leukes és mtsai. [57], akik extracel-
luléris enzimek termelésére fejlesztették ki a berendezést, konkrétan Phanerochaete chrysos-

porium fehér farothasztd gombaval allitottak el6 lignin peroxidazt és mangan peroxidazt.

2.3.1. A rendszer felépitése, mukodési elve

Az MGR rendszer egy vagy tobb kapillaris szalbol all, melyeket egy fermentor belsejé-
ben rogzitenek. A membran belsé feliiletét ultrasziir6 réteg boritja, melyet fedoréteg nélkiili,
porozus mikrosziird réteg vesz koriil. A kiilsé felszinen talalhatd iiregek €s ujjszerti bemélye-
dések nagy fajlagos feliiletet biztositanak a mikrobialis adhézidohoz, mikdzben a belsé réteg
megakadalyozza, hogy a sejtek bejussanak a lumenbe [58]. (Az ultraszliré réteg meglétének
fontossagat a kisérleteim soran tett megfigyelések is alatimasztjak, melyet az 5.4.3. fejezetben
ismertetek.) A reaktor lizemeltetése soran a tapanyagot a lumentérbe taplaljak be, ahonnan a
tdpanyag-komponensek sugérirany diffizidval jutnak a kapillarisok kiilsé felszinéhez. A
levegd — vagy oxigén — az extrakapillaris térbe keriil bevezetésre, ¢és diffuzioval halad a bio-
filmen keresztiil a membran felé, tehat az oxigén és a tapanyagok gradiense egymassal ellen-
tétes iranyu [59]. A rendszer egyedi strukturajanak koszonhetden a mikroorganizmusok leve-
govel koriilvett, szilard feliileten novekednek, a tapanyagot pedig a szilard feliileten keresztiil
veszik fel, hasonldan a természetes kortilményekhez. A reaktor felépitését ¢s mitkddési elvét a
2.6. abra mutatja be (a konnyebb atlathatésag érdekében a rajzon csak egy kapillaris szalat
tiintettem fel).

levegd

koncentracioé

4 szubsztrat

>

- - ‘—‘
biofilm ] tavolsag a
elfolyé membrantol
—
kapillaris
belseje

ﬁbetéplélés

2.6. abra: Membran gradosztat reaktor miikkodési elve
(a jobb oldali kinagyitott abran a biofilmben kialakul6 gradiensek lathatok) [60]
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Ahogy a mikrobialis novekedés hatasara a biofilm vastagodik, a hozzaférhetd tapanyagok
mennyisége a membran felszinétdl tavolodva csokken, ennek megfelelden kiilonbozo rétegek
alakulnak ki a biofilmben (lasd 2.6. abra jobb oldal), melyek fizioldgiai és morfoldgiai sajat-
sagaikban eltéréek. A membran feliiletéhez legkdzelebbi réteg (l.) elegendd tapanyaghoz jut,
ezért folyamatos novekedés és szaporodas jellemzi. Ezt koveti egy atmeneti zona (11.), mely-
ben a sejtek a novekedési kinetika stacioner fazisaban vannak, mig a legkiils6 rétegben (I11.)
hanyatl6 fazisban vannak [61]. Ez a folyamatosan fenntartott tapanyag-gradiens lehetové teszi
a szekunder metabolitok termelését a tdpanyagban szegény régioban, mikdzben folyamatosan
megujul a biofilm [56].

Bar a membran gradosztat reaktort mar 25 éve szabadalmaztattak, csupan néhany kutato-
csoport foglalkozik a témaval, ebbdl adéddan pedig szamos tisztazatlan kérdés meriil fel mind
az elméleti hatteret, mind a gyakorlati megvalositast illetéen. A 2.2 tablazatban 6sszegeztem —
novekvd idérendi sorrendben — a 2001 és 2024 kozott megjelent, kisérleti adatokat bemutato
publikacidkat. Emellett a rendszerre jellemzd transzportfolyamatok matematikai modellezé-
sének targykorében is jelentek meg publikaciok [62], [63], [64]. (Az esetek egy részében a
szerzOk nem hasznaljak a gradostat kifejezést — mint példaul a tablazatban szerepld [65] ese-

tén sem —, igy a felsorolas nem feltétlentil teljeskorti.)

2.2. tablazat: Membran gradosztat reaktorral végzett kisérleti publikéaciok

mikroorganiz- termék kutatas fokusza N,IGR membran forr-
mus tipus ras
Neurospora pollfer)ol- fenol eltavolitasa modell-
crassa OXIddz, | nnyvizbél (bioremedidcie) | MC PsU [65]
lakkéz Y
méretndvelés; MnP produktivi- SC &s
MnP  |tasat befolyasold paraméterek MC PSU [58]
meghatarozasa
MnP 1no}<ulalgs1 elj arats (reverse filt- sC PSU [66]
ration) kidolgozasa
Phanerochaete PSU
chrysosporium S brénok alkal titaniumoxid
. ilonb6z6 membranok alkal-
MnP, LiP mazhatdosaganak vizsgalata SC Al20s, [67]
cirkonium
Al2O3
) l‘:)loﬁlm ’novekedem kinetika sC PSU [68]
jellemzése

24



. . . SC
) sporak?ncer'ltra.lcm ef leveg9zte- flow PSU [69]
tés hatasa biofilm-névekedésre cell -
oxidativ sejtkarosodas, nyom- SC és
- elem-felhalmozodas, etanol és PSU [59]
1 . MC
B-gliikkan termelés
oxigénatadasi kinetika paramé-
] terF:lr}ek me gI}at’arozasa, oldot.t sC PSU [70]
oxigén eloszlasdnak matemati- -
kai modellezése
aramlési viszonyok modellezése
) ) biofilm nélkiili rendszerben SC PSU [71]
biofilm hatasa a hidraulikus
. e , [72]
Streptomyces aktinoro- |permeabilitasra ([71] folytatasa) .
. : SC kerdmia |———
coelicolor din Ibiofilm novekedési kinetika (73]
jellemzése
PFOB ¢s PF68 hatasa (oxigén-
MnP, LiP |felvétel, oxidativ stressz, nyom- | SC PSU [74]
elemek feldusulasa)
e o1z L. PSU, NMP
tapkozeg Osszetételének és oxi- .
. o aa . PEG, metil-
Phanerochaete génbevezetés modjanak hatasa
. MnP . e e SC | celloszolv, | [75]
chrysosporium (biofilm-képzddésre és terme- -
; polivinil-
1ésre) T
pirrolidon
kiilonboz6 tapanyag-limitaciok
MnP | hatasa a névekedésre és ter- MC PS [61]
mékképzodésre
kétlépcsds betaplalas hatasa
A " (biofilmvastagsagra, termék- PES. NMP. | [76]
o T lovasztatin | kepzddésre) SC | PEG keveré-
biofilm oxigén-ellatottsaganak ke [77]
javitasa

A tablazatban a kovetkezd roviditéseket hasznalom: MnP (mangén-peroxidaz), LiP (lig-

nin-peroxidaz), SC (single capillary, egyszalas rendszer), MC (multicapillary, tobbszalas
rendszer), PSU (poliszulfon), PES (poliéterszulfon), NMP (N-metil-2-pirrolidon), PEG (polie-
tilénglikol), PFOB (perfluoro-oktil bromid, oldott oxigénszint szabalyozasaban segit), PF-68
(Pluronic F-68, feliiletaktiv anyag). A feltlintetett membranok koziil a dolt betiivel irtak csé
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tipusuak, a tobbi kapillaris, illetve aldhtizassal jelolom azokat, amelyek Jacobs és Leukes altal

publikalt [78] eljaras szerint késziiltek (ezt a 2.3.2. fejezetben targyalom részletesebben).

2.3.2. Membranok és modulok az MGR-ben

Ahogy korabban irtam, az MGR-ben a membran kettds feladatot lat el: szilard feliiletet
biztosit a sejtek novekedéséhez, valamint lehetdéveé teszi a tdpanyag-gradiens fenntartasat a
biofilmben. Ennek megfeleléen szamos elvaras meriil fel a membrant illetéen [60]:

— a sejtadhézié szempontjabol kedvez6 feliileti tulajdonsadgok (hidrofobicitas, felii-
leti egyenetlenség, fajlagos feliilet nagysaga) [66];

— aszimmetrikus porusszerkezet (a kiilso felszin felé novekvd porusméret) €s nagy
porozitas;

— jo sterilizalhatosag;

— mechanikai stabilitas, mely elsésorban a hosszu tavon ilizemeltetett, méretnovelt
MGR esetén fontos szempont.

Bér tipusat tekintve cs6 vagy kapillaris kialakitdsu membranok is szdba johetnek, a kapil-
laris membranok 1ényegesen nagyobb fajlagos feliilete miatt elsésorban ez a tipus terjedt el. A
membranmodulok egy vagy tobb kapillarisszalat is tartalmazhatnak, ennek megfeleléen be-
szélhetiink egyszalas (SC, single capillary) ¢s tobbszalas (MC, multicapillary) rendszerekrol.
A jovobeni ipari alkalmazést tekintve a tobbkapillarisos rendszerek mindenképpen eldnyo-
sebbek, hiszen nagy mennyiségii termék eldallitasat teszik lehetdvé. A kutatdsok soran azon-
ban az egyszalas rendszereket konnyebb kezelni, megfigyelni és modellezni, ezért gyakran
talalkozhatunk veliik a publikaciokban [79].

Kisméretii, egyszalas modul vizsgalhatd horizontalis elrendezésben is [67], de alapvetSen
a vertikalis pozicio a preferalt. Vizszintes helyzetben ugyanis a gravitacios eré miatt a perme-
atum csak a membran als6 felén tdvozik, ami egyenetlen tipanyag-eloszlast €és biofilm-
novekedést eredményez, valamint tobbszéalas rendszer esetén a felsd szalakrol lecsopogd per-
meatum is befolyasolhatja az alatta 1év6 szalak biofilm-képzddését [56].
nagy permeabilitas — kiilonben rendkiviil lasst lenne a folyamat —, valamint a kiils6 feddréteg
hianya. Mivel az MGR — tudomasom szerint — az iparban még nem jelent meg, kereskedelmi
forgalomban nem kaphat6 kifejezetten erre a célra fejlesztett membran. A kutatasok tobbség-
¢ben Jacobs és Leukes altal publikalt eljaras [78] szerint készitett membrannal dolgoznak. Ez
egy fazisinverzids technikaval gyartott poliszulfon vagy poliéterszulfon membran, melynek
belsé fedorétege a szerkezet integralis részét képezi. A stirtin elhelyezkedd poérusok kereszt-
metszete a kiilsé — feddréteg nélkiili — felszin felé haladva fokozatosan nd, igy a sejtek kon--
nyen behatolnak a porusokba, illetve a nagy fajlagos feliilet elésegiti a sejtadhéziot.

Egyedi szerkezetének koszonhetden ez a membran valoban alkalmas biofilm kialakitdsa-
ra, ahogy ezt a 2.2 tablazat példai is igazoljak. Ugyanakkor a mechanikai stabilitasa alacsony,
valamint az Ujboli felhasznalasa — megfeleld tisztithatosag hianyaban — nem lehetséges. Ebbol
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kiindulva, Sheldon ¢€s mtsai. kutatdsukban olyan membranokat kerestek, melyekkel kikiisz-
0bolheték az emlitett nehézségek [67]. A kisérleteikben P. chrysosporium gombaval inokulal-
tak négyféle membrant (lasd 2.3. tablazat): poliszulfon és titanium-oxid kapillarisokat, vala-

mint cs6 tipusu, tiszta aluminium-oxid és cirkdniummal kevert aluminium-oxid membranokat.

2.3. tablazat: Sheldon és mtsai. [67] altal vizsgalt membranok tulajdonsagai

tipus Kapillaris csé

anyag Poliszulfon Titanium-oxid “.‘1““%1“1,“ ™ | Aluminium-oxid
oxid, cirkonium

porusméret (um) 11 3 0,2 3

bels6 fedoréteg van van nincs nincs

(0,9 nm pérusméret)

A poliszulfon kapillarison a varakozasoknak megfeleléen stabil biofilm alakult ki, a
membran elekronmikroszképos keresztmetszeti képén lathaté volt, hogy a sporak behatoltak a
porusok belsejébe, majd onnan terjedve beboritottdk a teljes kiilsd feliiletet. A csé tipust
membranok esetén joval vékonyabb biofilmréteg alakult ki, a spordk nem hatoltak be a poru-
sokba (bar az atlagosan 2 um atmérdji sporak kisebbek a tiszta aluminium-oxid pérusainal).
A 0,2 pm poérusméretii membrannak csak a felszinén tortént ndvekedés, a 3 um-es porusokba
— a sporakkal ellentétben — a gombafonalak egy része behatolt. A legvastagabb biofilm a ka-
pillaris keramiamembranon alakult ki, tovabba a keramiamembranok kémiai tisztitas és gdzs-
terilizalas utan elméletileg ujrahasznalhatdk, bar a cikkbdl nem deriil ki egyértelmiien, hogy
ezt a szerzok a gyakorlatban megvalositottak-e. A kutatdsuk tovabbi érdekes, bar részben el-
lentmondasos eredménye, hogy a csémembranok esetén a lumenben is jelen volt a gomba,
ami a 0,2 um poérusméretli membran esetén magyarazatra szorulna (hiszen a sporak atlagos
atmérdje 2 um, a hifak pedig jellemzdéen ennél vastagabbak), kiilondsen annak tiikrében, hogy
az elektronmikroszkopos felvételek alapjan a membran matrixdba nem hatoltak be a gomba-

fonalak, a publikacio azonban nem ad tovabbi értékelést a jelenségrol.

2.3.3. Inokulalasi technika

Az MGR altalanosan elterjedt inokulalasi eljarasa az angolul reverse filtration-nek, vagy-
is forditott irany sziirésnek nevezett eljaras, melyre a tovabbiakban a rasziirés kifejezést
hasznalom. Az angol kifejezés arra utal, hogy az inokulum az extrakapillaris térb6l a memb-
ranon keresztiil aramlik a lumen felé, vagyis irdnya éppen ellentétes a tapoldatnak a reaktor
iizemeltetése soran fellépd aramlasdval. Az inokulumot szivattyu segitségével a kdpenytérbe
juttatjak, majd megnovelik a nyomast ebben a térben, hogy az inokulumot a kapillarisok felé
tereljék. A folyadékfazis atjut a lumenbe, a sporakat viszont visszatartja a membran, igy azok

megtapadnak a membran kiilsé feliiletén, illetve porusaiban. Az eljarast Govender és mtsai.
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[66] fejlesztették ki P. chrsysosporium fajjal dolgozva, a publikaciok tobbségében ezt alkal-
mazzak. Luke és mtsai. [65] ajanlasa szerint a reaktor inditasat kovetd huszonnégy oraban
érdemes a lument feltdlteni a tapoldattal, majd a kivezetéseket lezarni. Ezalatt a kezdeti id6-
szak alatt megindul a sporak csirdzasa és er6sebben tapadnak a membran felszinéhez, ezaltal
elkeriilhetd, hogy a késdbbi tapanyagaramlas kimossa a sporakat.

A hatékony inokulalashoz nemcsak a megfeleld hajtoerd biztositasa sziikséges, de lehetd-
ség szerint el kell keriilni a folyadékdramlési csatornak kialakuldsat, ami egyenl6tlen spora-
eloszlast eredményezne. Ezt részben befolyasolhatja a reaktor konfiguracioja [66], tobbszalas
kapillaris rendszer esetén pedig a szalak tavolsaga, elrendezése is. Govender €s mtsai. ered-
ményei azt mutatjak, hogy gyengén sikeriilt inokulalas esetén is tobbnyire képes volt a gomba
a membran teljes feliiletét kolonizalni, bar a poérusokba kevésbé hatolt be. Ugyanakkor ezek-
ben az esetekben a mangan-peroxidaz produktivitas csak a negyede volt a legjobb rendszernél
mértnek, tehat az inokulalasnak a késdbbi termelés hatékonysagaban is fontos szerepe van.

Bér a kutatasok tobbségében spdraszuszpenziot alkalmaznak inokulumként, lehetdség
van vegetativ micélium haszndlatara is. A sporak méretiiknél és alakjuknal fogva feltehetdleg
konnyebben bejutnak a membran poérusaiba, ugyanakkor elképzelhetonek tartom, hogy a
gombafonalak nagy fajlagos feliiletiiknek és adhézids tulajdonsdgaiknak kdszonhetéen kon--

nyen megtapadnak a membran feliiletén, illetve egységesebb eloszlas érhetd el veliik.

2.3.4. Biofilm és potencialis termeld torzsek az MGR-ben

A membran gradosztat reaktor felépitésébdl adodoan a potencidlis termelé mikroorga-
nizmussal szemben két fontos elvaras fogalmazodik meg: a kivant szekunder metabolitot ext-
racelluldrisan kell termelnie, mésrészt megfeleld biofilmet kell alkotnia a membran feliiletén,
ami alatt azt értem, hogy a biofilm:

— az egész membranfeliiletet beboritja;

— optimalis vastagsagu;

— elég stabilan tapad a membranhoz, ami a méretndvelt, hosszl tdvon ilizemeltetett
rendszerek esetén kiemelten fontos.

A teljes feliileti boritottsdg nemcsak a membran kihasznaltsagat javitja, hanem nélkiil6z-
hetetlen a gradiens megvalosulasdhoz. Elégtelen boritottsdg esetén ugyanis a telepek kozt
atjuto tapoldat lecsorog a biofilm feliiletén, igy a kiils6 €s belso réteg sejtjei ugyanannyi tap-
anyaghoz jutnak, nem alakulnak ki a differencialt zondk. Az ideélis boritottsag elérésében a
mikroorganizmus és a membran tulajdonsagai, valamint az inokulélési eljarés is szerepet jat-
szanak.

A biofilm fejlodését, novekedésének kinetikajat vizsgaltak P. chrysosporium esetén poli-
szulfon kapillaris membranon MGR-ben [68], illetve aramlasi cellaban (flow-cell) [69], vala-
mint S. coelicolor esetén kapillaris keramia membranon MGR-ben [73]. A gomba novekedése
mindkét rendszerben kétfazisu kinetikaval jellemezhetd (két exponencialis ndvekedési sza-
kasz, koztiik egy atmeneti lag-fazis), amit P. chrysosporium biofilm kapcsan masok is megfi-
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gyeltek [68]. A nagyobb inokulalasi sporakoncentracio, illetve levegd aramlasi sebesség al-
kalmazasakor kordbban indult a masodik ndvekedési ciklus, valamint vastagabb biofilm ala-
kult ki, ugyanakkor a masodik ciklusra jellemz6 ndvekedési sebesség minden esetben alacso-
nyabb volt az elsd ciklusnal mértnél. A koztes lag-fazis minden rendszerben kozelitéleg egy-
beesett az ammoniumszint csokkenésével, vagyis ennek a tdpanyagnak a kimeriilése allhatott
a biofilm-fejlodés valtozasanak hatterében [69]. S. coelicolor esetén szintén két novekedési
ciklust figyeltek meg, de koztes lag-fazis nélkiil, illetve nem sikeriilt azonositaniuk a limitald
tapanyagot. Tovabbi publikaciokkal Gsszevetve feltételezhetd, hogy a kétfazisi novekedés
szilard fazisu tenyészetekre jellemzd, legalabbis szubmerz fermentacioknal nem irtak le ilyen
jellegti novekedési kinetikat [73].

A S. coelicolor biofilm fejlédése és a membran hidraulikus permeabilitasa kdzotti Ossze-
fliggést vizsgaltak Godongwana és mtsai [72]. Kisérleteik soran megfigyelték, hogy a hidrau-
likus permeabilitas (€s a transzmembran fluxus) az elsd 72 d6raban a biofilm ndvekedésével
parhuzamosan csokkent. Ezt kovetden azonban a permeabilitas kozel azonos maradt a biofilm
tovabbi vastagodasatol fliggetlentil, amit a biofilm egyedi struktarajaval magyaraznak. Ahogy
korabban irtam, a membran felszinétdl kiindulva harom kiilonb6z6 réteg alakul ki a biofilm-
ben: az elsddleges novekedési zona, az dtmeneti €és a 1égmicéliumos zéna. A szerzok korabbi
megfigyelései szerint az elsddleges zona és a légmicélium csak a kezdeti iddszakban — ez
esetben az els6 72 6rdban — ndvekednek, ebbdl adododan a tovabbi biofilm-vastagodas az at-
meneti zona fejlddésének eredménye. Ugyanakkor a biofilm tomorségét, ezaltal pedig a hid-
raulikus permeabilitast jorészt az elsddleges zona hatdrozza meg, ennek a vastagsaga pedig
nem valtozik, igy a hidraulikus permeabilitas is kozel allandd marad.

Ami a biofilm vastagsagat illeti, feltehetdleg 1étezik egy optimalis tartomény, amely ese-
tén a fermentacido megfeleld hatékonysagu. A biofilmnek egyfeldl kellden vastagnak kell len-
nie, hogy kialakuljanak a kiilonb6zd rétegek (belsd — meglijulo, kiilsé — termeld). Masrészt
viszont, aerob mikrobdk esetén figyelembe kell venni, hogy az extrakapillaris térbe betaplalt
oxigénre a tdpanyaggal ellentétes iranyu gradiens jellemz0, vagyis a kiilsé (tapanyag-limitalt)
réteg kapja a legtobbet, a membranhoz kozeli belsd réteg kevesebbet. Mivel az oxigénpenet-
racio nem korlatlan, 1étezik egy — feltehetdleg az adott fajra jellemzd — hatarvastagsag, aminél
vastagabb biofilm esetén a belsd rétegekben oxigénhianyos allapot 1éphet fel [76]. (Ntwampe
¢és mtsai. [70] végeztek erre vonatkozo méréseket P. chrysosporium esetén). Ezek az oxigén-
hianyos zondk inaktivalddnak, a biofilm egyes részei levalhatnak a membranrdl és ezeken a
helyeken a tdpanyag atjut a membranon anélkiil, hogy a biofilmen keresztiil diffundélna, tehat
nem alakul ki a gradiens [76].

Annak érdekében, hogy ezt az oxigénlimitaciot megakadalyozzuk, kiilonbozd stratégiakat
lehet alkalmazni. Az egyik, hogy a biofilm vastagsagat korlatozzuk valamilyen médon. A
sejtek novekedéséhez, a biofilm vastagodasahoz ugyanis egy optimalis C/N ardnyra van sziik-
ség, illetve megfeleld nitrogénforrasra; ezek megvaltozasa erdsen korlatozza a biofilm tovabbi

vastagodasat. Ezt hasznalja ki az tigynevezett ,,two-stage feeding strategy” (kétlépcsds betap-
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lalas): az inokulalast kovet6 idészakban a C/N arany [76], illetve a nitrogénforras [77] a bio-
film novekedésének kedvezd, majd az optimalis vastagsag elérése utan ezen paraméterek val-
toztatdsdval (més Osszetételli tapkozeg betaplalasaval) a biofilm novekedése megallithato.
Illetdleg a sejtek belépnek a stacioner fazisba és a metabolikus utvonalakat eltolodnak a sze-
kunder anyagcsere-termékek elballitasa iranyaba [76]. A masik lehetséges megkozelités a
biofilm struktarajanak valtoztatasa. Az MPEC technoldgiaban (mikroszemcsékkel segitett
tenyésztés, angolul microparticle enhanced cultivation) ismert, hogy mikrorészecskék hozza-
adasaval a sejtek morfologiaja valtoztathato. Ezt kihasznalva Mohseny és mtsai. [77] magné-
zium szilikat mikrorészecskéket adtak a tenyészethez, ami a biofilm vastagsagat nem befolya-
solta jelentOsen, viszont a szerkezete lazabb lett, ezaltal az oxigén konnyebben bejutott a belsd
rétegekbe.

Ahogy a 2.2 tablazatbol is lathato, az eddigi kutatasok soran alapvetéen fonalas mikroor-
ganizmusokat alkalmaztak termeld torzsként. Ez egyrészt azzal magyarazhato, hogy ezek a
fajok a szekunder metabolitok széles korét képesek eldallitani, masrészt — idealis esetben — a
filamentumok a pérusokba behatolva szorosan a membranhoz tapadnak, ezaltal stabil biofil-
met képesek létrehozni. Ugyanakkor a fonalas morfoldgia a tdpanyaggradiens kialakulasa
szempontjabol hatranyos lehet. A gombdk hifai apikélis novekedéssel terjednek, melyet a
mikrotubulusok és motorfehérjék altal végzett intracellularis transzportfolyamatok tesznek
lehetové, tehat a jobb tapanyag-ellatottsaggal rendelkezd sejtek képesek a tenyészeten beliil
tovabbitani a sziikséges komponenseket [81]. A hatékony belsé transzport alapjan megkérd6-
jelezhetd, hogy a fonalas gombdék alkotta biofilmben kialakulhat-e a tdpanyagok gradiense és
ebbdl eredden a meglijulo €s a szekunder metabolitot termeld zondk. A Streptomycesek nove-
kedése és belso transzportja a gombakéhoz hasonlo, de — 1évén prokaridta nemzetség — a Cito-
szkeletalis rendszeriik 1ényegesen egyszeriibb, igy a tapanyagok transzportja feltehetden limi-
taltabb, és nagyobb eséllyel alakulhat ki gradiens [60]. A membran gradosztat reaktorban al-
kalmazhat6 mikroorganizmusokra, illetleg a termeld torzs kivalasztasat korlatozo tényezdkre

vonatkoz6an azonban még nem jelent meg tanulmany.

2.3.5. MGR 06sszehasonlitdsa szubmerz és szilard fazisu fermentaciokkal

A fermentacids technoldgidk két f6 tipusa — a kozeg halmazallapota szerint — a folyadék-
kultaras (szubmerz) és a szilard fazist fermentacidé. Szubmerz rendszer esetén a tapanyagok
¢s a mikroorganizmusok is vizes oldatban vannak jelen, mig szilard fazisi fermentacional a
sejtek nedves, szilard matrix feliiletéhez tapadnak. Ez a szilard feliilet lehet inert hordozo
vagy vizben nem o0ldodo6 szubsztrat. A membran gradosztat reaktor a mikroba életkoriilmé-
nyeit tekintve az inert matrixua, szilard fazisti fermentdcidhoz hasonlit, de az iizemeltetés
szempontjabol Iényeges kiilonbségek vannak a két rendszer kozott. Az aldbbiakban a memb-
ran gradosztat reaktort az emlitett két fermentacios eljarassal hasonlitom 9ssze abbdl a célbol,
hogy az ipari alkalmazds szempontjait is figyelembe véve komplexebb képet adjak errdl a
rendszerr6l. A harom technologia fobb elényeit és hatranyait a 2.4. tablazatban foglaltam
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Ossze. (Az Osszehasonlitas soran tett megallapitasaim a szekunder metabolitok termelésére
vonatkoznak.)

2.4. tablazat: Szubmerz és szilard fazisu fermentaciok, illetve MGR 6sszehasonlitasa

szubmerz szilard fazisa MGR
meglévo, ismert tech- | szekunder metabolizmusnak |szekunder metabolizmusnak
nologia kedvez6 koriilmények kedvez6 koriilmények
' J0 szabalyozhatosag olcso alapanyagok, hulladé- |folyamatos tizemmod lehe-
elény kok hasznosithatok t0sége
nagyobb produktivitas termék kinyerése egyszerii

EPS frakcid hasznosithatd

szakaszos lizemmod nehezen szabalyozhat6 kidolgozatlan technologia

a természetestol eltéré | komplex termékfeldolgozasi |specialis membran bioreak-

hétran ot g . 1
y koriilmények miveletek torra van sziikség

komplikalt méretndvelés

A mikroorganizmusok jelentds része — koztiikk a Streptomyces nemzetség is — a termé-
szetben szilard feliilethez tapadva, azon biofilmet képezve fordul eld, tehat a szilard fazisa
fermentacio és az MGR a mikrobdk természetes €letkoriilményeihez hasonlo feltételeket biz-
tosit. Ez a tulajdonsag a szekunder metabolizmus szempontjabdl is kedvezd lehet, hiszen akar
a szilard taptalajon kialakulé morfologia és az ezzel osszefiiggésben 1évé metabolikus folya-
matok, akar a csokkent viztartalom mint kornyezeti szignal szerepet jatszhat a termékképzo-
désben [35]. A szilard fazist fermentacio esetében gyakran alkalmaznak élelmiszeripari mel-
lIéktermékeket, szerves hulladékokat szubsztratként, ami hulladékgazdalkodasi és gazdasagi
szempontbol is kedvezd [82], tovabba a szubmerz fermentaciohoz képest altalaban nagyobb
produktivitas jellemzi. Ugyanakkor a méretndvelést €s a szélesebb kort elterjedést korlatozza,
hogy a fermentéci6 elérehaladtaval inhomogenitasok alakulhatnak ki mind a pH-t és a hdmér-
torténd termékkinyerés altalaban bonyolult és koltséges folyamat [83].

A szubmerz fermentaci6 jol szabalyozhatd, altalanosan elterjedt technologia, a fermentor
¢és a kapcsolddo berendezések kidolgozottak, valamint szdmos gyakorlati tapasztalat all ren-
delkezésre azok miikodésérdl és iranyitasarol. Ezzel szemben a membran gradosztat reaktor a
laboratoriumi kutatasok fazisaban van, mind az elméleti alapok, mind a gyakorlati megvalosi-
tas tekintetében szamos megvalaszolatlan kérdés van. Tovabba a technologia alapja egy olyan
membran bioreaktor, amelyhez a sziikséges membran gyartastechnoldgiaja — a specialis 1gé-
nyek miatt — eltér a jelenleg hasznalt membranok tobbségének eldallitasatol [80]. Ugyanakkor
a szubmerz fermentacio leallitasakor a termék kis koncentracidban van jelen egy komplex
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Osszetételll fermentlében, nagy sejttomeg mellett, tovabba a fermentacid és a termékfeldolgo-
zéas — a szekunder metabolizmus sajatsagaibol adoddan — jellemzden szakaszos tizemmodban
torténik. Az MGR elméletileg alkalmas folyamatos lizemmod megvaldsitasara a biofilm fo-
lyamatos megtijuldsa révén, bar ennek a valos hatdrairol — a ténylegesen elérhetd leghosszabb
iizemeltetési idOrdl — csak korlatozott informacio all rendelkezésre. Az lizemeltetés idGtartam-
atol fiiggetleniil, a termék a permeatumba keriil, igy annak gytjtésével és rendszeres feldolgo-
zasaval a termékkinyerés folyamatossa valik, rdadasul a termék kevés sejt mellett és az 1d6
elérehaladtaval novekvo koncentracidoban van jelen.

A tablazatban szereplé EPS az angol extracellular polymeric substances, azaz extracellu-
laris polimer anyagok kifejezés roviditése, vagyis a mikroorganizmusok altal termelt, és a
sejten kiviili térbe kivalasztott polimer metabolitok sorolhatok ide. Prokariota és eukariota
mikrobaknal egyarant altaldnosan elterjedt az EPS-termelés, fajtol fiiggden a biofilmben a
teljes szerves anyag 50 — 90 %-at is kitehetik ezek a vegyiiletek. Kémiai 6sszetételét tekintve
poliszacharidok (40 — 95 %), fehérjék (1 — 60 %), nukleinsavak (1 — 10 %) és lipidek (1 —
10 %) alkotjak, valamint a kornyezetbdl felvett humuszanyagokat is tartalmazhat [84]. Az
EPS a biofilm strukturalis elemeként védelmet nytjt a kiszaradassal és mechanikai behata-
szerepet jatszik a sejtek kozti interakcidkban és a horizontalis géntranszferben, valamint az
exogén tapanyagok, szervetlen ionok felvételében [84], [85].

Altalaban a biofilm-képz3dés, ennek részeként pedig az EPS-frakcio karos lehet bizonyos
iparagakban, illetve egészségiigyi teriileteken: vizkezelési rendszerekben a vizmindség romla-
sahoz [85], membranos miiveleteknél foulinghoz (a membran eltomddéséhez) [84], egészség-
tigyi intézményekben pedig ellenalld és visszatérd fertézések kialakulasahoz [86] vezethet.
Ugyanakkor az EPS-frakcié nagy fajlagos feliiletének, jo lebonthatosaganak és sokféle funk-
cids csoportjanak koszonhetéen szamos felhasznalasi teriilettel rendelkezik. A kornyezetvéde-
lemben nehézfémek ¢és szerves szennyezOk megkotésére, valamint a talaj tapanyag-
utanpoétlasara hasznalhat6, élelmiszerekben és kozmetikumokban adalékanyagként, a gyogy-
aszatban pedig antioxidans, gyulladascsokkentd, antiviralis és egyéb bioaktiv hatéanyagként
[87]. A lehetséges felhasznalasi teriileteket elsdsorban a termeld mikroorganizmus hatarozza
Homero és mtsai. [85] kutatasukban Streptomyces nemzetség A5, MC1, Al14 és M7 izolatu-
mainak tumorellenes hatasat vizsgaltak kiilonb6zé tumormodell sejteken. Az egyes torzsek
biofilmjébdl extrahalt EPS-frakcidval torténd kezelés minden esetben citotoxikus hatést fejtett
ki, bar ennek mértéke térzsenként €s rakos sejtvonalanként eltérd volt.

Szubmerz fermentacié esetén lehetdség van a fermentlé flokkulaloszerként torténd fel-
hasznalasara, akar kozvetleniil, akar tisztitast, kezelést kovetden. Bar ez esetben a teljes bio-
massza-tomeg jelen van, alapvetden az EPS-matrix flokkulalo tulajdonsagait hasznaljak ki. A
kozvetlen felhasznalds meglehetdsen olcso, azonban a megfeleld hatékonysaghoz és stabili-

tashoz koncentralasi miiveletekre — sziirésre, centrifugélasra —, bizonyos esetekben szaritasra
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van sziikség, ami jelent6sen noveli a koltségeket [84]. A legtobb emlitett felhasznalasi teriilet
esetén pedig elengedhetetlen az EPS-frakcid szeparalasa, ami szilard biofilmbdl torténd ki-
nyerés esetén is tobblépcsds extrakcids eljarast jelenthet, hagyomanyos fermentacional azon-
ban a fazisszeparaci6 és koncentralas még komplexebbé teszi a technologiat. Az egyes fer-
mentaciok dsszehasonlitasdnal ezért a membran gradosztat reaktor elonyeinél tiintettem fel az
EPS-frakci6 hasznosithatosagat, mert bar egyes alkalmazasi teriileteken a szubmerz fermenta-
ci6 soran nyert fermentlé¢ is felhasznalhatd, az MGR esetében altalaban egyszerlibb és gazda-
sdgosabb az EPS tiszta formaban torténd kinyerése.

Osszefoglalva, az MGR jelenleg kidolgozatlan, de igéretes technoldgia, melyet a folya-
matos termékelvétel, a termék kdnnyebb kinyerése, tisztitasa, €¢s az EPS frakcid feldolgozha-
tosaga akkor is elony0ssé tesznek, ha a gradosztat elvének megvaldsitasa (a megujulo é€s ter-

mel6 biofilmrétegek kialakitasa) nem teljesiil.
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3.Kisérleti munka felépitése és célkitiizései

Kutatasom altalanos célja a membran gradosztat reaktor tanulmanyozasa, ezen beliil pe-
dig elsédlegesen az inokulélési eljaras fejlesztése a megfeleld biofilm kialakitasa érdekében.
Termel6 torzsként a Streptomyces coelicolor talajbaktériumot alkalmaztam a 2.2. fejezetben
ismertetett elényos tulajdonsagai miatt; a képz6dé szekunder metabolitok koziil pedig az akti-
norodin volt a céltermék. Mivel a kisérleti munka elég szerteagazd — négy kiilonboz6 rend-
szerrel végeztem Osszesen Otféle kisérletet —, annak részletes ismertetése elott atfogd képet
szeretnék nyujtani arr6l, hogy mi volt az egyes kisérletek célja, illetve hogyan épiilnek ezek
egymasra.

A baktériumtorzs beszerzését kovetden eldszor ferde agaros és Petri-csészés tenyészete-
ket készitettem, majd razott lombikos kisérleteket végeztem. Ezen kisérletek soran megismer-
modszereket, tehat megalapoztam a kés6bbi munkélatokat, viszont nem vezettek 0j ered-
ményre, igy nem kerililnek bemutatésra.

A disszertacidoban ismertetett elso kisérletem soran egy ultrasziiré membranmodult (Pen-
tair X-Flow) lizemeltettem membran gradosztat reaktorként. A célom az volt, hogy mind a
mikroorganizmust, mind a modult teszteljem, hogy alkalmasak-e MGR rendszer tizemelteté-
sére, sikeres kisérlet esetén pedig erre alapozva terveztem tovabbi méréseket végezni, a rend-
szert optimalizalni, hosszl tavon mukodtetni, termékfeldolgozassal csatolni, stb. Azonban a
kisérlet tobbszori megismétlésével sem sikeriilt megfeleld biofilmet kialakitanom, ezért a ku-
tatas iranyvonalat modositva a tovabbiakban azt vizsgaltam, mik azok a tényezdok, amik a bio-
film képzddését, illetve az inokulalas hatékonysagat meghatarozzak.

Mivel a reaktor inokuldlésa sziirési eljarassal torténik, kovetkezd lépésként a fermentlé
sziirését befolyasold paramétereket, valamint a sziirés soran a membranon kialakulé — a ké-
s6bbi biofilm alapjat képezd — sziirdlepényt jellemeztem. Az MGR-ként mar hasznalt Pentair
X-Flow modul mellett Ultradyn modullal is elvégeztem a sziirési kisérletet, melynek eredmé-
nyeként a porusok eltomodésének meértékérdl, valamint a kialakulo gélréteg ellendllasarol
kaptam informéciot. A mérést kétféle koru fermentlével végeztem el, igy a fermentacids ido,
kozvetetten pedig a morfoldgia szerepét is vizsgaltam. A fermentlé sziirési sajatsagainak jel-
lemzéséhez — a kémhatas és a fermentacios id6 hatasat is nézve — sziirpapiron, szakaszos
iizemmodban szlirtem mindkét kort fermentlevet harom kiilonb6z6é pH-n. A kisérletek soran
megallapitottam, hogy a sziirési folyamatot befolyasold paraméterek kozott komplex kdlcson-
hatasok zajlanak, az elvégzett mérésekre alapozva nem lehet egyértelmiien meghatarozni az
inokulalas szempontjabol optimalis beallitast. Az viszont kideriilt, hogy a vizsgalt koriilmé-
nyek kozott egyik modul sem alkalmas MGR-ként valo iizemeltetésre.
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Mivel az els6 kisérletben a sejtek csak kis mértékben tapadtak meg a membranon, és egy-
altalan nem terjedtek, a kovetkezokben azt vizsgaltam, hogy a membran hogyan befolyasolja
a novekedés kinetikdjat, gatolja-e — és ha igen, milyen mértékben — a kolonizaciét. A kon--
nyebb nyomonkdvethetdség kedvéért kapillaris modul helyett szilard taptalajra helyezett —
kétféle hidrofobicitasu és porusméretli — lapmembrannal végeztem a kisérletet, kontrollként
membran nélkiili rendszert alkalmazva. Az eredmények alapjan a baktérium sikeresen koloni-
zalta a hidrofil membranokat, a novekedés kinetikaja pedig megegyezett a kontroll rendszer-
nél tapasztaltakkal, csupén a terjedés sebessége csokkent. A vizsgalt pérusméretek — 0,22 ¢€s
0,45 um — Kozott nem volt jelent6s kiilonbség a mért paramétereket illetéen, a hidrofob
membranokon viszont nem tortént szamottevd novekedés, tehat a membran hidrofobicitasa a
sejtek megtapadasa és terjedése szempontjabol fontos tényezo.

Bar a lapmembran a feliileti novekedés szamszerii jellemzésére alkalmas volt, MGR-ben
mindenképpen kapillaris szalakkal és folyékony tdpkozeggel lehet dolgozni, ezért a negyedik
kisérletemben visszatértem a kapillaris membranhoz. Modul helyett ezuttal egyedi kapillaris
szalakat alkalmazva kidolgoztam egy egyszerisitett MGR modellrendszert, mellyel nagy
szamu parhuzamos mérést lehet elvégezni. Ebben a rendszerben kiilonb6z6 inokulalasi segéd-
anyagoknak a biofilm kialakulasara gyakorolt hatasat teszteltem, a legjobb segédanyaggal
pedig hosszu tavu lizemeltetést is megvalositottam.

Az utolsé kisérletemben a kapillaris szalak tapasztalatai alapjan Kidolgoztam egy méret-
novelt rendszert, melyben egy tobbcsatornas kapillaris membrant (SevenBore) alkalmaztam.
Ebben a reaktorban biztositani tudtam a belsé anyagaramlast, a nagyobb biofilm-mennyiség
pedig tobbféle analitikai eljaras alkalmazasat tette lehetdvé. Bar a tapasztalatok alapjan a gra-
diens, illetve az eltéré fiziologiaju biofilmrétegek kialakulasa nem igazolhat6, mind a memb-
ran, mind az Osszedllitott berendezés alkalmazhato specialis membran bioreaktorként, igy a
tovabbiakban — a folyamatos termékelvétel megoldasaval, és az analitikai modszerek fejlesz-
tésével — akar laborkisérletekhez, akar pilot berendezés kidolgozasahoz igéretes alternativat
jelent.

35



4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok, membranok és membranmodulok

A kisérleti munkam soran felhasznalt vegyszereket, azok tisztasagat és gyartojat a 4.1.

tablazatban tuntettem fel.

4.1. tablazat: Felhasznalt anyagok és vegyszerek

Név Mindéség Gyarto
acetonitril HPLC gradient grade Supelco
agar bakteriologiai N/A
CaCO3 98,8 % VWR
¢lesztokivonat mikrobiologiai célra Sigma-Aldrich
etanol technikai VWR
fenol 98,0 % Reanal
gliik6z ar. Sigma-Aldrich
H2S04 95 % Merck
habzasgatlo: antifoam 204 N/A Sigma-Aldrich
HPLC tisztasagu viz HPLC grade (< 1 uS/cm) Chem-Lab
huspepton mikrobiologiai célra Biolab Zrt.
kationcserélé gyanta N/A Viresol Kift.
malatakivonat mikrobiologiai célra VWR
mannit a.r. VWR
NaCl ar. VWR
NaOH 98,0 % VWR
neomagnol gyogyszertari -
szachar6z ar. VWR
Tween 80 (poliszorbat) a.r. Reanal
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4.1. abra: X-Flow (bal) és Ultradyn (jobb) membranmodulok [sajat képek]

A 4.1. abran lathatok a fermentlevek szlirése soran hasznalt membranmodulok, melyek

koziil az X-Flow modult alkalmaztam membran gradosztat reaktorként a 4.3. fejezetben leirt
kisérletben. A modulok fobb paramétereit a 4.2. tablazat tartalmazza.

4.2. tablazat: Ultrasz{ird kapillaris membanmodulok paraméterei

név X-flow Ultradyn
tipus RX300 0.83UFC FB02-CC-FUY03A1
gyartd Pentair Microdyn-Nadir

membran anyaga

PES/PVP (poliéter-szulfon /
polivinil-pirrolidon)?

PES (poliéter-szulfon)

feliilet [m?] 0,08 N/A
hidraulikus atméré [mm] 0,83 N/A
vagasi érték [kDa] 150 - 200 20 - 200

2 A PES hidrofob karakterfi, ezért PVP hozzdadasdval ndvelik a hidrofilitisat; a fazisinverzids gyartas sordn
a PVP-t porusképzoként alkalmazzak [88].
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A modulok mellett egyedi membranszalakat, valamint lapmembrant is vizsgéltam, ezek

tulajdonsagait a 4.3. tablazatban adtam meg. A vastagsag a kapillaris szal esetében a gyartd

altal megadott érték, a lapmembran vastagsagat pedig Briitsch-Riiegger gyartmanya mikromé-

terrel mértem meg.

4.3. tablazat: Lapmembran és kapillaris membranszalak jellemzoi

. i L SevenBore
tipus lapmembranok kapillaris szal

ZeeWeed 700B

o Nantong FilterBio . .| Veolia Water Technologies
gyartd Microdyn-Nadir )
Membrane Co., Ltd and Solutions
membran anyaga PVDF polipropilén poliéterszulfon
szal kiils6 atméroje
- 1 3
[mm]
aktiv membranfeliilet . 16 (I-es reaktor)
’ 15,9 24+0,1
[cm?] 15,4 (11-es reaktor)
porusméret [um] 0,22 és 0,45 0,2 N/A™
membran vastagsaga
0,098 0,1 N/A

[mm]
tipus mikrosziiré mikrosziiré ultrasziird
hidrofobicitas hidrofob és hidrofil hidrofob hidrofil

“ A £0,1 cm?-es eltérés oka, hogy a viasszal torténd rogzités soran nem pontosan ugyan-

akkora részét fedtem le a membranszalnak (1asd 4.6. fejezet).
“ A gyarto (Veolia Water Technologies and Solutions) nem adott meg pontos adatokat a

pérusméretre vonatkozoan. Ezt a modult jellemzben vizkezelési technologidkban alkalmaz-

zak, mikrosziirés és reverz ozmozis eljarasok koztes 1épéseként, porusmérete az ultrasziird

tartomanyban van.
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4.2. abra: SevenBore membranszal keresztmetszeti képe [sajat kép]

A SevenBore membran egy tobbcsatornas kapillaris membran, melyben a kdzponti kapil-
laris szalat hat tovabbi kapillaris veszi korbe (4.2. abra), innen ered a membran elnevezése. A

viztisztitasi eljarasok soran beliilrdl kifelé (inside-out) torténd sziirést végeznek vele.

4.2.  Mikroorganizmus, torzsfenntartas

Kutatasom soran a Streptomyces coelicolor A3(2) torzs DSM 40783 letéti szamu szubsz-
pecieszével dolgoztam [26]. A torzs liofilizalt ampulla formajaban keriilt beszerzésre, fel-
¢lesztése utan ferde agaros tenyészeteken tartottam fenn, negyedévenként atoltva. A torzs-
fenntartashoz hasznalt tapkozeg Osszetételét (lasd 4.4. tablazat) a torzset forgalmazo cég altal
javasolt recept alapjan hataroztam meg a kovetkezd modositassal. Az eredeti recept altal java-
solt 12 g/l agart és 2 g/l kalcium-karbonatot alkalmazva a Roux-tipusu tenyésztéedényben
nem volt kelléen stabil a gél, fliggdleges pozicidoban Gsszetdrt, ezért a megfeleld gélallapot
kialakitasa érdekében az agar mennyiségét ndveltem, a kalcium-karbonatét pedig csokkentet-
tem. (A tapkozeget a tovabbiakban a ,,Streptomyces coelicolor maintenance” kifejezésbol

szarmaz6 SCM roviditéssel jelolom.)

4.4. tablazat: A torzsfenntartashoz hasznalt tapkozeg (SCM) Osszetétele

Komponens Koncentracio [g/l]
gliikoz 4
¢lesztOkivonat 4
malatakivonat 10
CaCOs 0,5

agar 20

Az egyedi kapillaris membranszalakkal, illetve a SevenBore membrannal végzett kisérle-
tek esetén ferde agaros tenyészetekrdl készitettem sporaszuszpenziot, melynek modjat a 4.6.

fejezetben részletezem. A membran gradosztat reaktor inokulalasdhoz, valamint a sziirési ki-
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sérletekhez kapcsolddo fermentacidkhoz nagyobb mennyiségli sporaszuszpenziodra volt sziik-
ség, melyet 185 cm? feliiletii, Roux-tipusu tenyésztéedényben allitottam elé. Mivel a 1égmicé-
liumok, illetve a spérak feliilete erdsen hidrofob, desztillalt vizzel, illetve fizioldgias sdoldat-
tal — mechanikai behatas nélkiil — nem lehet lemosni a sporakat. A sporak lemosasanak elGse-
gitésére kiilonboz6 koncentracidkban teszteltem Tween 80-at (0,1 — 2 %), valamint glicerint
(5 — 15 %), de egyik esetben sem noétt jelentdsen a lemosott sporak mennyisége. (A sporasza-
mot Petroff-kamras sejtszamlalassal allapitottam meg a 4.8.5. fejezetben leirt modon.) A
Tween 80 alkalmazéasanak tovabbi hatranya, hogy a késdbbi fermentacid soran fokozott hab-
zast eredményez. A sporaszuszpenzio készitése a fenti tapasztalatok alapjan tgy zajlott, hogy
steril vizet pipettaztam a tenyészetre, majd a felszinét steril oltokaccsal dvatosan végigkapar-
tam a sporak levalasanak eldsegitése érdekében. A Roux-edény sziik nyaka azonban nem teszi
lehetévé, hogy a teljes felszint lekaparjam. Igy a 4.4 fejezetben leirt F3 és F4 fermentacioknal
mar Roux-edény helyett 4 db, egyenként 8 cm atmér6ji Petri-csészét alkalmaztam, melyek
egyiittes felszine kozel megfelel a Roux-edényben elért agarfeliiletnek.

A Kkisérletekhez hasznalt tapoldatok Osszetételét a 4.5. tablazatban tiintettem fel. A szak-
irodalom attekintése soran nem taldltam olyan receptet, melyet altalanosan haszndlnanak
Streptomyces coelicolorral végzett fermentaciokhoz. Ezért az altalam tanulmanyozott publi-
kaciok koziil kivalasztottam kett6t, melyeknél a tobbihez képest magasabb aktinorodin-
koncentraciot (200 mg/I-t [89], illetve 400 — 800 mg/I-t [90]) értek el, illetve az alkalmazott
tapoldatok Osszetétele is hasonlo volt. Ezek alapjan allitottam Ossze azt a receptet, melyet a
membran gradosztat reaktornal, valamint a szlirési kisérletek soran alkalmaztam. A tapasztalat
azonban azt mutatta, hogy a szachardz jelent6s része megmarad a fermentlében még az aktiv
aktinorodintermelés folyaman is, ezért a tovabbi kisérleteknél a szacharozt 20 g/l-es koncent-
racioban alkalmaztam. Mivel a pepton mennyiségét valtozatlanul hagytam, a malatakivonat
mennyiségét csokkentettem, hogy a C/N arany ne tolodjon el jelentdsen az elsé tapkdzeghez
képest (M. Elibol publikacioja [89] alapjan mind a pepton, mind a malatakivonat elegendd
lehet az altalam alkalmazottnal kisebb koncentracidban is, bar ez esetben tovabbi nitrogénfor-

rasként €lesztokivonatot tartalmazott a tapkozeg).

4.5. tablazat: Az egyes kisérletek soran alkalmazott tdpoldatok Osszetétele

Koncentracio (g/l)
Komponens MGR és sziirési | Egyedi kapillaris-reaktorok és
kisérlet SevenBore reaktorok
szachar6z 80 20
malatakivonat 23 10
pepton 10 10

40



A tapkozegek készitésénél minden esetben ugy jartam el, hogy a szacharozoldatot mér6-
lombikban elkészitettem, majd Schott-iivegbe aténtve sterilizaltam, és sterilezés utan 6ntéttem
Ossze a tapoldat tobbi komponensét tartalmazoé oldattal, igy a cukrok és a fehérjék kozt fellépd
Maillard-reakciok egy részét elkeriiltem. (Teljesen nem kiiszoboltem ki, mivel a malatakivo-

nat is tartalmaz kiilénb6zo szacharidokat.)

4.3. Membran gradosztat reaktor kialakitasa és iizemeltetése

A membran gradosztat reaktorral végzett kisérletekhez 6sszeallitott berendezés lathato a
4.3. dbran. Maga a reaktor a jobb oldalon elhelyezkedd Pentair X-Flow membran modul volt,
mely a lumen- és a kdpenyoldalon is két kivezetéssel (egy also és egy felsd) rendelkezett. A
tapoldatot egy perisztaltikus pumpa tovabbitotta 0,02 ml/min sebességgel az als6 csonkon at a
kapillarisok bels6 terébe. A lumenoldali felsd kivezetés a reaktor lizemeltetése soran le volt
zarva, igy a tapoldat a kapillarisok falan keresztiil diffundalt a kopenytérbe. A permeatumot a
kopenytér als6 csonkjan keresztiil egy steril Schott-iivegbe vezettem; a mintagy(ijté edényt
hetente kétszer cseréltem.

A laborban talalhat6 beépitett stiritettleveg6-halozatbol nedvesitett steril levegdt vezettem
a kopenytérbe. Az aramlési sebességet eldzetes kalibracio alapjan egy nyomdsszabalyozo se-
gitségével allitottam be 2,4 I/h értékre. (A kalibracid ugy tortént, hogy a nyomasszabalyozo
szelep adott beallitasai soran kialakulod levegdaramlési sebességet szappanbuborékos aram-
lasmérével mértem kozvetlentiil a reaktor levegdbevezetési pontjat megeldzd csdszakaszon.)
A nyomasmérd utani szakaszra bekotott sziirbegység feladata az olajcseppek és egyéb szen--
nyezOk eltavolitasa, az ezt kdvetd 0,2 pm-es levegdsziird pedig biztositotta, hogy steril levegd
keriiljon a reaktorba. A szlirt leveg6t steril vizen atbuborékoltatva vezettem a kdpenyoldal
felsd csonkjahoz, igy a nedvesitésnek koszonhetden a levegdaram nem széritotta a membran,
illetve a biofilm felszinét. Mind a tapoldat, mind a levegd aramlasi sebességét Godongwana és
mtsai. publikacioja [72] alapjan hataroztam meg.

A reaktor termosztaldsa a modul koré tekert szilikoncsOben keringetett flitéviz révén va-
16sult meg (4.3. dbra b) rész). A Julabo tipusu termosztatot 33 °C-ra allitottam, igy a modul-
ban 28-30 °C-ot tudtam biztositani, amihez a modul koré rogzitett hotiikor folia is hozzajarult
(4.3. abra c) rész). (A 4.3. abra a) részén lathato kép a termosztalas megvalositasa elott ké-
sziilt. Kozvetleniil a modulban nem tudtam mérni a hdmérsékletet, csak a kifolyd permedtum-

ban, és ebbdl becsiiltem a modulban kialakulé homérsékletet.)
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nedvesitett
levegd

4.3. abra: Membran gradosztat reaktor (a), fiitdcs6 a modul koriil (b), hdszigetelés (c)
[sajat abra]

A membranmodult és a hozza kapcsolt szilikoncsoveket a kisérlet inditasa el6tt az alabbi
modon sterilizaltam. A tapoldat, illetve a permeatumgyiijtd helyére kebocid 306 ipari vizkeze-
16 adalékanyag 1 %-0s (vegyesszazalék) oldatat tartalmazéd Schott-liveget kotdttem be olyan
moddon, hogy a modul felsé kivezetéseit a megfeleld Schott-liveghez csatlakoztattam, tehat a
tavozo folyadékokat visszavezettem. A biocid hatasu oldatokat harom 6ran keresztiil keringet-
tem mind a belsd térben, mind a kopenytérben egy-egy perisztaltikus pumpa segitségével. Ezt
kovetden a kebocid-oldatokat steril vizre cseréltem és visszavezetés nélkiil atmostam a memb-
ran mindkét oldalat.

A tépoldat osszetételét a 4.5. tdblazatban tlintettem fel; az elkészités utan mért 6,2-es pH-
értéket nem modositottam. Inokulumként 50 ml, Roux-edényrdl készitett sporaszuszpenziot
adtam 70 ml tapoldathoz, majd razoéinkubatorban négy napig eléfermentaltam 28 °C-on 200
rpm fordulatszdmu keverés mellett.

Az inokulumot laminaris fiilkében dolgozva attoltottem egy steril Schott-iivegbe, majd az
iiveget a modul kopenyterének also és felsd csonkjaihoz csatlakoztattam. Az inokulumot pe-
risztaltikus pumpaval lassan keringettem a kopenytérben, mikézben a modul lumenoldali ki-
vezetései zarva voltak. 15 perc elteltével — az inokulum tovabbi keringetése mellett — a lu-
menoldali alsé csonkon keresztiil perisztaltikus pumpaval szivni kezdtem a folyadékot a lu-
menbdl, ezaltal csokkentettem a nyomast a kapillarisok belsd terében. A membran két oldala
kozti nyomaskiilonbség hatasara az inokulum folyadékfazisa a kopenytérbdl atsziirodott a
lumenbe, mig a sejtek a kopenytérben maradtak a membran feliiletére tapadva. (A Govender
¢s mtsai. [66] altal leirt inokulalasi eljaras soran a transzmembran nyomas mint hajtoerd biz-

tositasat a kopenytér nyomasanak novelésével valositottak meg, de az elv ugyanaz.) A sziirést
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egy oOra utan ledllitottam, a kdpenytérbdl a visszamaradt folyadékot leengedtem, csatlakoztat-
tam a tapoldatot tartalmazé edényt €s a permedtumgytijtét, majd a betaplalas és a levegdztetés
bekapcsolasaval inditottam a kisérletet.

A kisérlet elvégzése utan a biofilm eltavolitdsdhoz ¢és a modul tisztitasahoz 0,1 M kon-
modon. Végiil steril vizes mosast kovetden kebocid-oldattal feltoltve és lezarva taroltam a

membrant.

4.4. Sziirési kisérletek

A sziirési kisérlethez sziikséges fermentaciot Sartorius Stedim BIOSTAT ® Bplus tipusu
fermentorban végeztem, mely egy iivegbdl késziilt, két liter hasznos térfogatu, altalanos célu
keverds bioreaktor (4.4. abra). A fermentor savallo acél fedlapjan talalhato csonkok lehetévé
teszik a szenzorok (hémér6, pH-elektrod, oldott oxigénmérd elektrod, stb.) bevezetését, a ke-
verdtengely, elmend levegd hiitd, oltdlombik csatlakoztatasat, a steril mintavételt és esetleges
betaplalast (sav, lug, habzasgatld adagolasat). A levegObevezetés a kever alatt ivesen hajlo
acélcsovon keresztiil torténik. A keverdtengelyre két darab, egyenként hat lapatos Rushton
turbinakeverdt szereltem, melyek a folyadékfazis homogenizalasa mellett a buborékok aprita-

sat és keveredését is segitik.

4.4. abra: BIOSTAT fermentor [sajat kép]
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A fermentécio 1 liter / perc levegd-bevezetés és 250 rpm fordulatszamu keverés mellett,
28 °C-on zajlott, utobbi értéket a termosztald kopenytér biztositotta. A kémhatas valtozasat
pH-méré6 elektrod segitségével nyomon kovettem, de értékét nem szabalyoztam. Az alkalma-
zott tapkozeg Osszetétele a 4.5. tablazatban lathat6. A szachar6z-oldatot kiilon sterilizéltam, a
tobbi komponens oldatdhoz pedig sterilezés el6tt hozzaadtam antifoam 204 habzasgatlot
0,0075 % koncentracioban (150 pl-t az dsszesen 2 liter fermentlébe), ami a gyarto altal meg-
adott ajanlott tartomany kozepe. A Roux-edényrdl (F1 és F2), illetve Petri-csészékrdl (F3 és
F4) készitett, 100 ml térfogat sporaszuszpenziot oltdedénybdl juttattam a fermentorba.

A sziirési kisérletekhez Gsszesen négy fermentlevet készitettem (4.6. tablazat), melyek a
fermentécio idejében, illetve az ebbdl adodé mikrobiologiai (sejttdmeg, morfoldgia) és egyéb
(viszkozitas) sajatsagaikban kiilonboztek. A korabban végzett kutatasok soran azt tapasztal-
tam, hogy a fermentacié harmadik-negyedik napjan a sejtek morfoldgiaja jelentdsen megval-
tozik, megjelennek a nagyobb pelletek és a stiri micéliumhalozat. A fermentlé szlrési sajat-
sagait az emlitett morfologiai valtozas eldtti (48 ora) és utani (96 ora) allapotban is vizsgal-
tam. A tenyésztési koriilmények azonossaga ellenére — feltehetdleg a biologiai rendszerek
valtozékonysagabol adodoan — Kisebb-nagyobb eltéréseket tapasztaltam mind a morfologia,
mind a biomassza mennyiségét illetden egyforma fermentacios id6 mellett is. Az F4-es fer-
mentlé esetében a tenyészet fejlodése ismeretlen okbdl elmaradt a tobbitdl, ezért késobb alli-

tottam le a miiveletet, hogy az F2-eshez hasonl6 tulajdonsagti fermentlevet kapjak.

4.6. tablazat: A szilirési kisérletek sordn alkalmazott fermentlevek és eljarasok

F1 F2 F3 F4
id6 [h] 48 96 48 168
pH-allitas 4 7 9 4 7 9 - -
s s s szakaszos (dead-end) rasziirés (reverse filtration)
sziirési eljdras (szlir6papiron) (X-Flow ¢és Ultradyn modulokon)

Kétféle szlirési eljarast alkalmaztam, mindegyiket kétféle — egy rovidebb és egy hosszabb
fermentacios idejii — fermentlével végeztem el. A szakaszos sziirés esetében a pH-nak a sz{iré-
si folyamatra gyakorolt hatasat is vizsgéaltam, ezért a fermentleveket harom részre osztottam, a
kémhatasukat pedig rendre 4-es, 7-es és 9-es értékre allitottam 10 %-os kénsav-oldat, illetve
10 %-os natrium-hidroxid-oldat hozzaadasaval. (Mivel a 600 ml térfogata fermentléhez né-
hany ml sav, illetve lig hozzaadasa elegendd volt, igy a térfogatvaltozasbol eredd higitast

elhanyagolhatonak tekintettem.) A kapillaris modulokon torténd sziirést 7-es pH-n végeztem.
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4.4.1. Szirés szurOpapiron — modszerek

A szakaszos sziiréshez vakuumsziiré berendezést alkalmaztam (4.5. abra), valamint AL-
BET LabScience FP589/1 tipusu sziir6papirt, mely nagy tisztasagl cellul6zbol késziilt, gyors
szliréshez alkalmazhat6 szlirOpapir. A fermentlevet a sziir6feltétbe toltdttem, majd a vakuum-
szivattyu bekapcsolasa utdn mértem a sziir6papiron atszivott szlirlet mennyiségét €s a szlirési
idot. Mivel a sziiréfeltéten a legkisebb beosztas 25 ml volt, a szivopalackban elhelyezett cent-
rifugacsé segitségével mértem a keletkezd sziirlet mennyiségét, igy kisebb térfogat mellett is
tobb mérési pontot kaptam, és gyorsabba valt az eljaras (a 4.5 abra (b) részén lathatd fénykép
félrevezeto, a centrifugacsd a valosagban teljesen fiiggbleges volt). Egy mérés soran 200 ml
fermentlébdl kiindulva 30 ml szilirletet gylijtéttem, minden mintaval harom parhuzamos mé-

rést végeztem. A szlirést minden esetben uj szlirGpapirral végeztem.

4.5. abra: Vakuumsziiré berendezés dsszeallitasa (a); sziirlet a szivopalackban elhelyezett
centrifugacsében (b); F2 (pH = 7) minta sziirése Blichner-tdlcséren (C) [sajat abra]

A parhuzamos adatsoroknal atlagos és relativ szorast szamoltam, és csak azokat az adato-
kat vettem figyelembe a késObbi szamitasok soran, melyek 15 %-os szérdson beliil voltak. Az
els6é mérési pont altalaban 10 ml sziirlettérfogathoz tartozott, ekkorra pedig a sziirést meghata-
roz6 sziirblepény kialakult. (A sziirési adatokbol készitett At/V vs V/A diagramon minden
esetben a linearis tartomanyban volt.) Igy a sziir6lepény fajlagos ellenalldsanak meghatéroza-
sara az alabbi 0sszefiiggés alkalmazhato:

t = +to (4.1)

(V—Vo)2 pep-a
A 2-Ap
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ahol t [s] a sziirési id6, V [m?] a sziirlettérfogat, to és Vo pedig ahhoz a ponthoz tartozo
adatok, amikorra a sziiréréteg feltételezheten kialakult, A [m?] a sziiréfeliilet, 4 [Pa - s] a
fermentlé dinamikai viszkozitasa, p [kg szarazanyag / m®] a fermentlé szirazanyag-tartalma, a
[m/kg] a szlir6lepény fajlagos ellenallasa és Ap [Pa] a nyomasesés. (A sziliréshez kétfokozata
vakuumszivattytt alkalmaztam, amellyel 3-4 mmHg vakuumot lehet elérni, ezért a kiértéke-
1ésnél 101325 Pa nyomaskiilonbséggel szamoltam.)

A szamitasokat excel programban, illetve annak Solver bévitményét alkalmazva végez-
tem el. Els6 1épésben t kivételével minden ismert adatot és egy véletlenszerlien valasztott alfa
értéket behelyettesitettem a 4.1. egyenletbe, ezéltal 1étrejott egy szimulalt 1d6 adatsor. Ezt
minden parhuzamos adatsorra elvégeztem, majd kiszamoltam a mért és a szimulalt idoértékek
abszolut eltérését. A legkisebb négyzetek modszerét alkalmazva ezen abszolut eltérést mini-
malizaltam az alfa értékének valtoztatasaval, igy végeredményként megkaptam azt az alfa
érteket, mellyel a legpontosabban jellemezhetd a figyelembe vett 0sszes mérési pont.

Az F2-es fermentlé sziirése semleges pH-n rendkiviil lasst volt, tiz perc alatt nem egé-
szen 2 ml szurlet keletkezett, az ezt kovetd egy oraban pedig a sziirlet mennyiségének ndve-
kedését még analitikai mérleggel sem sikeriilt nyomon kovetni. A folyamat gyorsitasa érdek-
¢ben a mérést megismételtem tivegfeltét helyett Biichner-tdlcsérrel is, a megnovelt sziiréfelii-
leten viszont fajlagosan joval kevesebb fermentlé sziir6dott at, igy nem alakult ki a szlirést
meghatarozo sziirdlepény. Ezt igazolja, hogy az At/V vs V/A diagramon nem értem el a linea-
ris Osszefliggéssel jellemezhetd tartomanyt. (A sziirélepény kialakulasahoz sziikséges men--
nyiségli fermentlé nem allt rendelkezésemre.) A szdmitdsoknal ezért az tivegfeltéttel kapott
egyetlen mérési pontot vettem figyelembe azzal a megjegyzéssel, hogy az igy kapott ered-
mény nem pontos érték, csupan nagysagrendi becslésre alkalmas.

4.4.2. Szurés kapillaris modulokon — mddszerek

Az Ultradyn modulon t6rténé sziiréshez 6sszeallitott berendezés a 4.6. abran lathato. A
fermentlevet tartalmazo6 valasztotolesért a modul alsé kopenyoldali kivezetéséhez csatlakoz-
tattam, mig a fels6 kopenyoldali csonkot a modul feltdltése utdn lezartam. A kapillarisok bel-
s6 teré¢hez szintén két kivezetd csonk tartozik, a felsonél helyeztem el a nyomasmérét, az al-
son keresztill pedig gylijtéttem a permeatumot szivopalack és vakuumszivattyu alkalmazasa-
val. A szivopalackban talalhato centrifugacsd segitségével mértem a permeatum térfogatat a
4.4.1. fejezetben leirtakhoz hasonléan.

X-flow modul esetében a kisebb poérusméret miatt kisebb nyomaskiilonbségre volt sziik-
ség, ezért vakuumszivattyl helyett perisztaltikus pumpat alkalmaztam. Az 6sszegylijtott sziir-
letet egy taramérlegen elhelyezett fézOpoharba vezettem, a mért tomegbdl pedig — a szirlet

stiriiségének meghatarozasa utan — kiszamitottam a térfogatot.
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4.6. abra: Sziirés Ultradyn modulon [sajat kép]

A sziirlet térfogatabol (vagy tomegébdl és stirliségébdl) a Darcy-térvény alapjan kiszami-
tottam a fluxust, mely megadhat6 az alkalmazott nyomaskiilonbség, valamint a sz{irési ellen-

allas és a viszkozitas hanyadosaként is:
J=7—F=5— (4.2)

ahol J [m®/(m?:s)] a fluxus és R [1/m] a teljes sziirési ellenallas. A sziirés soran fellépd
eredd ellenallas tehat kiszamithato a fluxus, a nyomaskiilonbség és a viszkozitas ismeretében.
(A transzmembran nyomas X-Flow modulon tiszta viz szlirésénél 20 mbar volt, fermentlé
szlirésnél 30-40 mbar kozott valtozott, Ultradyn modulon 940 mbar kortiili értékeket mértem.)
A sorba kapcsolt ellenallasok modellje [91] szerint az ered6 ellenallas az alabbi komponensek
Osszegeként irhat6 fel:
— membran ellenallas (Rm),
— amembran feliiletén kialakuld gélréteg ellenallasa (Rg),
— aporuseltomddésbol szarmazo ellenallas (Rp).
A kisérlet harom sziirési és egy tisztitdsi miiveletbdl allt, az egyes részfolyamatok soran
pedig csak bizonyos ellenallastagok 1éptek fel (lasd 4.7. tablazat), igy azok értéke a haromféle
szlirés soran kapott ellendlldsok kiilonbségébdl meghatarozhatd. Az 1. és 3. 1épésnél harom

egymast kovetd sziirés eredményét atlagoltam, a 2. 1€épésnél a harmadik mérés soran kapott
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adatokkal szamoltam (a folyamatos eltémddés miatt ebben az esetben nem lehet atlagolni a
mért értékeket).

4.7. tablazat: Sziirési 1épések és az ezekbdl meghatarozhato ellenallastagok

Sziirési folyamat Ellenallastag
1. HPLC-tisztasagu viz szlirése (tiszta modulon) Rm
2. fermentlé sziirése Rm+ Rg + Rp

a membran feliiletének mechanikai tisztitasa vizes mosassal

3. HPLC-tisztasagu viz szilirése Rm + Rp

4.5. Biofilm terjedése lapmembranokon

A Streptomyces coelicolor tenyészet szilard taptalajon, illetve membranon torténd terje-
désének vizsgalatat hidrofil és hidrofob PVDF lapmembranokkal végeztem, mindkét tipusbol
0,22 és 0,45 um porusméretiit is alkalmaztam. A membranokat sterilizalas céljabol el6zetesen
2 6raig 2 %-0s (vegyesszazalék) Neomagnol-oldatba aztattam, a neomagnolt steril vizzel le-
mostam, ezt kovette egy 30 perces aztatas 75 %-0s etanololdatban, végiil a laminaris fiilke
germicid lamp4ja alatt hagytam 6ket megszaradni. A tobblépcsos sterilizalasi eljarasra a gyak-
ran fellépd fertézések miatt volt sziikség. Egy esetben a Neomagnol-oldatos kezelést kihagy-
va, csak etanolban 4ztattam a membranokat 72 6ran keresztiil. Az etanol azonban ennyi id6
alatt szemmel lathatdan csokkentette a membranok hidrofilitasat, ugyanis az eredetileg hidro-
fil membréanokon is megiilt a sporaszuszpenzid cseppje, ahelyett, hogy — a korabbi tapasztala-
tok alapjan vartak szerint — szétteriilt volna a feliiletén. A vizualis megfigyelést alatdmasztja,
hogy analitikai modszerekben valo alkalmazas esetén a PVDF membranok aktivalasara meta-
nolos aztatast javasolnak [92], mely etanolos aztatassal is kivalthatd (hosszabb behatasi id6
mellett). A kezelés hatdsara a membran hidrofob sajatsagai erdsodnek, igy konnyebben 1étesit
kotést a vizsgalt mintak fehérjéivel.

A kisérlethez 80 mm atmérdji Petri-csészékben készitettem szilard SCM tapkozeget,
ezek kozepére helyeztem egy-egy 4,5 cm atmérdjli lapmembrant. (A tapkozeg Osszetétele
megegyezett a 4.4. tdblazatban leirtakkal, azzal a kiillonbséggel, hogy a tdpanyagok diffuzio-
janak eldsegitése érdekében az agar mennyiségét 20 g/l-r6l 12 g/l-re csokkentettem.) A
membran — illetve a kontroll rendszerek esetén a taptalaj — kozepére cseppentettem pipettaval
100 ul sporaszuszpenziodt, melyet ferde agaros tenyészetr6l, steril vizzel €s oltdkaccsal torténd
kapardssal nyertem. Egy fehér lapra ismert 4&tmérdjii, koncentrikus korokbdl allo skalat nyom-
tattam, ezt hasznaltam hattérként a Petri-csészék feliilnézeti fotozasahoz, melyet néhany na-
ponta megismételtem. A fényképeket a klinikai €és egyéb mikrobiologiai kutatdsokban elter-
jedten hasznalt [93], [94] Image] 1.54. nyilt forraskoda szoftverrel dolgoztam fel. Az elemzés
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soran eldszor kijeloltem két pontot a skalan, megadtam a valés tavolsagukat, majd berajzol-
tam a telep korvonalat. A megadott tavolsag alapjan a program kiszédmitotta a korberajzolt
telep teriiletét, igy nyomon tudtam kdvetni a ndvekedés litemét.

A telepek teriiletét az 1d6 fliggvényében abrazoltam, majd az adatsorokra a Gompertz-
kinetika [95] modelljét illesztettem, melyet az alabbi egyenlet ir le:

A = Ay + (A, — Ay) =€ 4.3)

ahol A(t) [cm?] a mikrobék altal lefedett teriilet t idépontban, Ao [cm?] a telep teriilete a
kisérlet kezdetén, Amax [CM?] a maximalisan lefedhetd teriilet (jelen esetben a Petri-csésze fe-
liilete), k [cm?/nap] a maximalis teriileti novekedés relativ sebessége, 4 [nap] a lag-fazis ido-
tartama, t [nap] a kisérlet inditasatol eltelt id6.

A k és 1 paraméterek meghatarozasa a sziirdpapiron végzett sziirésnél (4.4.1. fejezet) leir-
takkal analég mddon tortént. A Gompertz-kinetika egyenletébe behelyettesitettem az ismert
adatokat és egy-egy, véletlenszerlien valasztott A és k értéket, igy generaltam egy modellezett
tertilet-adatsort. Az excel program Solver bévitményével, a legkisebb négyzetek modszerét
alkalmazva minimalizaltam a mért és a modellezett adatsorok kozti eltérést, igy megkaptam a
mérési adatokat legpontosabban leir6 k és 1 értékeket. (Mivel minden esetben legalabb 6t mé-
rési pontot vettem figyelembe, a paraméterek szamitasi modszere egzaktnak tekinthetd.)

4.6. Biofilm vizsgalata egyedi kapillaris membranszalakon

A Streptomyces coelicolor kapillaris szalakon torténd biofilm-képzésének megfigyelésére
olyan kisérleti elrendezést dolgoztam ki, mely lehetdveé teszi parhuzamos rendszerek egyidejii
vizsgalatat. Az elsddleges célom a sejtek megtapadasanak, a biofilm kialakulasdnak vizualis
nyomon kovetése volt.

A sejtadhézio eldsegitése céljabol haromféle segédanyagot teszteltem, melyek feltételezé-
sem szerint az alabbi modokon jarulhatnak hozza az emlitett folyamathoz:

— Tween 80: feliiletaktiv sajatsaga révén segiti az eltérd hidrofobicitasu feliiletek
kozotti adhézidt — azaz a membran feliiletén és porusaiban a spordkbol fejlodo
mikrobatomeg megtapadasat (Cheng és mtsai. [96] kutatasukban sikeresen alkal-
maztak szilard feliilet bakterialis kolonizacidjanak eldsegitésére);

— agar: az inokulumhoz kevert agar lehiilve megszilardul a kapillarison, igy a spo-
raszuszpenzio vékony réteget képez a membran teljes feliiletén (tehat az agar egy-
fajta ,,ragasztdbanyagként” funkcional);

— karboximetil-celluloz (CMC): az agarhoz hasonléan bevonatot képez a membran
feliiletén a hozzéaadott sporakkal egyitt.

Az altalam vizsgélt komponensek mindegyikét elterjedten hasznaljak a mikrobiologiai
gyakorlatban, illetve az élelmiszeriparban (Tween 80-at fermentaciok soran emulzifikaloként

[97], agart a tapkozegek szilarditasara, CMC-t élelmiszer-adalékanyagként stirités, emulgealas
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céljabol). S. coelicolorral végzett kutatisokban lathatunk példat a Tween 80 tapkozeg-
komponensként torténé alkalmazasara [97], tovabba Kulkarni és mtsai. publikacioja [98] sze-
rint ez a faj extracellularis enzimei révén képes lebontani és szénforrasként hasznositani a
CMC-t (bar ezt elsdsorban konnyen felvehetd szénforrds hidnyaban teszi), tehat a segédanya-
gok nem toxikusak a vizsgalt baktériumra nézve. Mind az agar, mind a CMC esetében feltéte-
lezhet6, hogy nagy mennyiségben adagolva a kialakul6 bevonat olyan siirli vagy vastag lesz,
Az optimalis mennyiség meghatarozasa érdekében mindkét anyagot haromféle koncentracio-
ban alkalmaztam (lasd 4.8. tablazat).

4.8. tablazat: Egyedi kapillarisok inokuldldsdhoz hasznalt segédanyagok

segédanyag
jelolés
neve koncentracioja
K (kontroll) - -

T Tween 80 1%
Al 19/l
A3 agar 39/l
A5 59/l
C2 29/l
C5 CMC 59/l
C8 8 g/l

A reaktorok teste egyszerli 17-18 mm atmérdji, 16 cm hosszi boroszilikat kémcsé Vvolt,
ezekbe keriilt egy-egy kapillaris. Az egyes kapillaris-reaktorok felépitését mutatja be a 4.7.
abra c) része (a kép egy tesztrendszerrdl késziilt, ami tapoldat helyett desztillalt vizzel volt
feltdltve). A membréanszalat egy vattadugon atszart injekcios tii hegyére rogzitettem, igy he-
lyeztem a kémcsdbe; a kémcso aljaba pipettazott 1-2 ml viz kelléen paras kornyezetet biztosi-
tott a tenyészet kiszaradasanak elkeriiléséhez. A vattadugon atszurt fecskendd segitségével
juttattam a lumenbe a tapoldatot, a fecskenddt pedig feliil szintén vattadugdval zartam le,
amely segitett a sterilitas fenntartasaban, ugyanakkor nem zart Ilégmentesen, igy nem gatolta a
tapoldat fogyasat. A membran also végét egy szilikonlappal zartam le, ami megakadalyozta a
tapoldat atfolyasat, emellett segitett elkertilni, hogy a kapillarisszal a kémcsé faldhoz tapad-
jon. A kapillaris-reaktor Osszeallitasa el6tt a membrant 0,1 M-0s HCl-oldatban aztattam 24
oran keresztiil, ezaltal olyan mértékben ndoveltem a hidrofilitasat, hogy a tapoldat 4t tudott

jutni a membran falan.
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Az inokulum elkészitésé¢hez 20 ml fiziologids s6oldatba bemértem a kivalasztott segéd-
anyagot a 4.8. tablazatban leirt mennyiségben, majd sterilizaltam ¢és 45 °C-ra allitott termo-
sztatba helyeztem, hogy a lehiilés mértékét kontrollalni tudjam. (A tul meleg oldat kérositotta
volna az inokulumként hasznalt tenyészetet, alacsonyabb héfokon viszont az agar megszilar-
dul.) Ezt kovetden egy ferde agaros tenyészetet tartalmazo kémcsovet feltoltottem az oldattal,
¢s steril oltdkaccsal ovatosan lekapartam a tenyészet felszinérdl a sporakat. Az inokulalés
sordn az igy elkészitett sporaszuszpenzioba martottam az elézdéleg tapoldattal feltoltott, majd

a végén lezart membranszalakat.

a) }f <— vattadugé <)
olvafit 5 ‘_\z
membran ~ €<— fecskendd
i —> 4
B
<—— vattadugé
b %
) ) * €<—— fecskendé6tii
<—— membran
viasz —>
" / .
ti —> - tU
<— szilikonlap
/

4.7. abra: Egyedi kapillaris szalas rendszer felépitése [sajat abra]

A kapillaris-reaktorok osszeallitdsanak menete az alabbi 1épésekbdl allt (a 4. ponttol
kezdve minden felsorolt 1épést laminaris fiilkében végeztem):

1. A membranszal als6 végébe bevezettem egy 1,5 cm hossza fém injekciostii-
darabot, amihez ezutan néhany masodpercig hozzaérintettem egy elézdleg felhe-
vitett csipeszt. Ahogy a tli felmelegedett, a membranszal raolvadt, amit az eredeti-
leg fehér membran elszintelenedése jelzett (4.7. abra a) rész). (Ha a membrant
kozvetleniil érte nagyobb hdhatas, hosszabb szakaszon megolvadt, deformalodott,
ezért csak a tiit lehetett dvatosan melegiteni.)

2. A stabilabb rogzités és a szivargas elkeriilése érdekében a membran és a tii csatla-
kozasi pontjara olvadt gyertyaviaszt csepegtettem (4.7. abra b) rész).

3. Az igy ecl6készitett membranokat 2 %-0s (vegyesszazalék) Neomagnol-oldattal

feltoltott kémcesdbe allitottam sterilizalas céljabol.
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4. A kémcsovet lezaro vattadugén atfartam a steril fecskendotiit.

5. A membranszal felsé végét az 1. és 2. pontban leirtak szerint rogzitettem a fecs-
kenddtiih6z, majd az egészet behelyeztem a kémcesdbe.

A steril fecskend6bol kiszedtem a dugattyut, majd csatlakoztattam a tiihoz.

7. A fecskenddbe 5 ml tapoldatot pipettaztam, és vattadugoval feliil lezartam.
Egy-két csepp tapoldat kifolyasa utan a kapillaris aljan 1évo tht beleszurtam egy
kis darab szilikonlapba.

9. A membrant az elézdleg elkészitett inokulumot tartalmazé kémcsébe martottam,
majd néhany masodperc mulva kiemeltem ¢€s visszatettem a kémcsdbe.

Ahogy az a felsorolasbdl is kideriil, a kapillarisokat el6bb feltoltottem tapoldattal és csak
utana zartam le a szilikonlappal, hogy a feltdltés soran ne mosodjanak le a sejtek. Ez egyuttal
ellenérzési pontként is szolgalt: ha par perc alatt jelentés mennyiségli tapoldat atfolyt, az szi-
vargast jelzett. Forditott esetben, ha a kémcsé aljaban 1év6 desztillalt vizet nem szinezte el
hosszabb 1dd utan sem a tpoldat, az eltomddésre utalt. (Feltételezem, hogy vagy a fecskendo-
tl tomodott el a vattadugo atszirasanal, vagy a membran belseje az olvasztasnal.)

A biofilm fejlddésének nyomon kovetése érdekében a kapillarisokat rendszeresen lefotdz-
tam egy vonalzoval és szinskalaval ellatott, laminalt fehér lap el6tt (4.8. abra a) része). A la-
minalt lapot 70 %-0s etanol-oldattal fertdtlenitettem, igy a membranokat a kémcsébol kivéve
is fotozhattam a laminaris boxban. A hattér alkalmazéasaval csokkenteni tudtam a kiilonb6z6
fényviszonyok mellett, illetve eltérd tavolsagbol végzett fotdozasbol eredd hibakat. A hattér
segitségével a tenyészet szine a szinskalahoz viszonyitva — RGB-kodokra bontva — elvben
meghatarozhat6. Ugyanakkor a nagy mintaszam (nyolc beallitasi pontban, harom parhuza-
mosrol harom hét soran késziiltek a fotok, képenként gyakran két-harom jellemz6 szin is
megallapithatd) nehezen kezelhetd matrixot eredményezne. Mivel az egyes beallitasok kozott
nem volt jelentds eltérés a szinfejlédésben, az emlitett elemzést nem végeztem el, de a fehér
hattér és a szinskala egyiittesen segitett kevésbé szubjektivve tenni az értékelést.

A biofilm ,,j6sdganak”™ egyik legfontosabb jellemzdje, hogy milyen mértékben boritja be
a membran feliiletét. Ennek meghatarozasa a kiilonb6zd iranyokbol készitett fényképek vizua-
lis elemzésével tortént. A boritottsdgot szazalékos formaban, két komponensre (vizszintes és
fliggbleges boritottsag) bontva adtam meg. Bar a szubjektiv értékelésbdl adodoan az adatok
pontatlanok lehetnek, a kisérlet célja nem a boritottsdg mértékének preciz meghatdrozasa,
hanem az egyes beallitasi pontok kozotti kiilonbségek megallapitasa volt, melyet az egy em-

ber altal, azonos mddon végzett értékelés lehetdvé tesz.
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4.8. abra: A membranok fényképezéséhez alkalmazott hattér (a); vastagsag mérése (b)

[sajat abra]

A biofilm vastagsaganak, pontosabban a membran és az azt koriilvevo telepek egyiittes
atmérdjének meghatarozasa online képelemzd program [99] segitségével tortént, hasonloan a
Mohseny és mtsai. altal leirtakhoz [77] (illetve a lapmembranokkal végzett kisérletnél alkal-
mazott eljarashoz). Az elemzéshez egy egységnyi hosszusagli szakaszt kell meghatarozni a
képen a végpontok kijelolésével, a tovabbi szakaszok hosszat pedig a megadott egységhez
viszonyitva szamitja ki a program. Egységként a hattérben elhelyezett vonalz6 egy centiméte-
res szakaszat adtam meg, a mért értékekbdl pedig levontam a kapillaris atmérdjét, igy meg-
kaptam a biofilm tényleges vastagsagat. Minden esetben két paramétert hataroztam meg, egy
maximalis és egy atlagos vastagsagot; ez utobbit 6t — a maximumtol kiilonbdz6 — ponton mért
érték atlagolasaval szamitottam ki.

Mind a boritottsagot, mind a vastagsagot a kisérlet végén (21. napon) készitett fénykép
alapjan hataroztam meg. Az egyes kapillarisokat tehat a végallapotra jellemz6 atlagos (datlag)
¢s maximalis (dmax) biofilm-vastagsaggal, valamint a membran fliggbleges (bf) és vizszintes
(by) boritottsagaval jellemeztem. Az adatok elemzését fékomponens-analizissel (principal
component analysis, roviden PCA) végeztem, melynek 1ényege, hogy a mérések soran meg-
hatarozott, nagyobb mennyiségii valtozot linearis transzformacioé révén kisebb szamu, uj fiig-
getlen valtozéva (un. fokomponenssé) vonjuk 0ssze a lehetd legkisebb informacidveszteség
mellett. A valtozok szamanak csokkentése megkonnyiti a rendszerek Osszehasonlitasat és az
eredmények grafikus megjelenitését. A fékomponensek (mas néven faktorok) gyakorlati érte-
lemmel nem bird, matematikai valtozok, melyek megadjak azokat az iranyokat az n dimenzi-

0s térben — ahol n az eredeti vizsgalt paraméterek szama — amely iranyokban a legnagyobb a
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valtozotér variancidja. Az els6 fokomponens (PC1) irdnyaban a legnagyobb a vizsgalt adat-
halmaz variancidja, erre merdleges a masodik fékomponens (PC2), amerre a masodik legna-
gyobb a variancia, és igy tovabb. Altalaban — igy az altalam bemutatott kisérleti adatok eseté-
ben is — két fokomponens mar kelld mértékben jellemzi a rendszert, ennek megfeleléen az
eredmények kétdimenzios koordinatarendszerben abrazolhatok [100].

Azért, hogy az eltérd értéktartomanyban 1évo boritottsag-, illetve vastagsagértékeket 6s--
sze tudjam hasonlitani, az analizis el6tt normalizaltam a mért adatokat. A boritottsagot erede-
tileg szazalékos formaban hatdroztam meg, ezek tizedes tort alakban felirva megegyeznek a
normalizalt értékkel. A maximalis és az atlagos vastagsagok esetén kivalasztottam az adott
adatsor legnagyobb értékét, és ezzel leosztva az sszes adatot 0 és 1 kozotti értékeket kaptam.
A normalizalt adatsor alapjan a Statistica 8.0 szoftver (gyart6: StatSoft Inc.) meghatarozta a
fokomponenseket. Az analizist a Statistica 8.0 szoftverrel végeztem, az itt kapott eredmények
felhasznalasaval pedig a GraphPad Prism 8.0.1. programban (gyart6: GraphPad Software Inc.)

készitettem el az abrakat.

4.7. SevenBore reaktor

Az egyedi kapillaris membranszalakkal végzett kisérletek utan egy 1éptéknovelt rendszert
dolgoztam ki SevenBore tipust membran felhasznalasaval. A reaktor teste 5 cm atméréji és
20 cm hosszu, henger alaku, tivegesappal ellatott (250 ml-es) csepegtetd tolesér volt (kiegyen-
1itd cs6é nélkiili kialakitasu). Az dsszeallitds kozben késziilt képeken lathatd a reaktor belsd
felépitése (4.9. abra). A fiiggdleges elrendezésii membranszal mindkét végéhez egy-egy fém-
csovet csatlakoztattam szilikoncsd segitségével. A felsé végéhez kapcsolt féemesdvon keresz-
tiil tortént a betaplalas, az alsd végéhez csatlakoztatott csovet pedig ivben meghajlitottam, igy
a membrannal parhuzamosan helyezkedett el. A fémcsoveket feliil egy kozos szilikoncsdvon
atvezetve rogzitettem egymashoz, majd a csoveket kdrbevevd, a reaktortest nyakahoz szoro-
san illeszkedd vattadugot készitettem, igy a vattadugonal fogva tudtam mozgatni a belsé vazat
(valamint ezen keresztiil zajlott spontan diffazioval a steril 1égcsere). Ez az elrendezés nem
csak a folyamatos betaplalast és a retentatum elvezetését — vagyis a belsd tapanyag-aramlast —
biztositotta, hanem egyuttal novelte a mechanikai stabilitast is.

A permeatumot a csepegtetd tolcsér aljahoz rogzitett szivopalackban gytjtottem. A tapol-
datot tartalmazd, valamint a talfolyd gylijtésére szolgald Schott-iivegeket szilikoncsdvekkel
kapcsoltam a reaktor megfeleld fémcsoveihez. A tapoldat Gsszetétele megegyezett az egyedi
kapillaris-reaktoroknal hasznalttal (lasd 4.5. tablazat), a folyamatos betaplalast perisztaltikus
pumpa biztositotta 1 ml/h dramlasi sebességgel. A szivopalack, illetve a Schott-livegek szaba-

don maradt kivezetéseit 0,2 pm porusméretii steril levegdsziirével zartam le.
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4.9. abra: SevenBore reaktor belsd felépitése [sajat képek]

A teljes kisérleti elrendezés a 4.10. abran lathatd. Két parhuzamos reaktort inditottam,
melyek koziil az I-est termosztaltam a kopenytérben keringetett 31 °C-os flitoviz segitségével.
(A ll-es reaktor homérséklete a labor hémérsékletének megfelelden 20 és 24 °C kozott ala-
kult.) A termosztalas hianyatol eltekintve a II-es reaktor minden tovabbi lizemeltetési paramé-
terben megegyezett az 1-es reaktorral.

A membran kivételével mindent autoklavban sterilizaltam 25 perc hontartassal, 121 °C-
on, az ezt kovetd osszeallitast pedig laminaris fiilkében végeztem. A reaktorokhoz csatlakoz-
tattam a szachar6zmentes tapoldatot tartalmazd Schott-iiveget, valamint az elfoly6 gytijtéedé-
nyét, igy helyeztem az autoklavba. A szachar6z-oldatot kiilon Schott-livegbe mértem be, és
sterilizalas utan, még forron hozzadntdttem a tobbi komponens oldatahoz. A szivopalackokat
vattadugoval lezarva, a csepegtetd tolcsér mellett sterilizaltam, majd a membran behelyezése
¢s inokulédlésa utan csatlakoztattam egymashoz az iivegeszkozoket.

A membrant sterilizalas céljabol 75 %-o0s etanol-oldattal feltoltott kémcesébe allitottam 30
percre, majd steril vizzel ledblitettem. Mivel az 0sszeallitas soran elkeriilhetetlen volt, hogy —
etanollal fert6tlenitett — kézzel megfogjam a membrant, ezért inokuldlas eldtt a laminaris box

beépitett UV-lampéjaval tiz percig sterilizaltam a fémcsovekhez csatlakoztatott membrant.
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4.10. abra: SevenBore reaktorok — 6sszeallitott rendszer [sajat kép]

A sporaszuszpenziot a 4.5. fejezetben leirtakkal megegyezden készitettem el, inokulalasi
segédanyagként pedig agart alkalmaztam 3 g/l koncentracioban, mivel a korabbi kisérletekben
ez bizonyult a legkedvezobbnek. Az inokulalas ugy tortént, hogy egy 10 ml-es pipettahegybe
felszivtam a szuszpenziobol, majd a membranhoz érintve a hegy végében 1évd cseppet, dvato-
san végightiztam a hegyet a membran mentén, mikdzben lassan adagoltam a szuszpenziot. Ezt
a miveletet tobbszor megismételtem, kozben hagytam az agart szilardulni, illetve a membrant
kétszer elforgattam, hogy minden irdnybol egyenletes réteget tudjak képezni.

A kisérlet végén lekapcsoltam a termosztalast és a perisztaltikus pumpat, majd a reakto-
rokhoz csatlakoz6 szilikoncsdveket levalasztottam. A felsé vattadugot meglazitottam és 6va-
tosan huzni kezdtem felfelé¢ addig, mig egy csipesszel mar meg tudtam fogni membran felsé
végét, kihtiztam a szilikoncsovekbdl — amik a fémesovekkel kototték ossze — és kiemeltem a
reaktortestbdl. (Mivel a kisérlet végére a membran meghajlott, helyenként el is érte a reaktor
falat, igy ha a fémvazzal egylitt vettem volna ki, végightztam volna a biofilmet az iivegedény
csiszolatos nyakan.) Analitikai mérlegen megmértem a tomegét, majd egy vonalz6 mellé téve
lefényképeztem, hogy a biofilm vastagsdgat meg tudjam hatarozni az egyedi kapillaris szalak
esetén is alkalmazott mddszerrel (lasd 4.5. fejezet). Ezt kdvetden hosszadban ovatosan végig-
vagtam a biofilmet egy zsilettpengével, és kiemeltem beldle a membrant. A membran tomegét
lemértem, melyet az 6ssztomegbdl kivonva megkaptam a teljes nedves sejttomeget. A biofil-
met — fényképezés utan — mozsarban homogenizaltam, majd két részre osztottam. Az egyik

részt 80 °C-on tomegallanddsagig szaritottam és mértem a széraz biomassza-tdmeget, a ma-
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sikbdl pedig extrahdltam az EPS frakciot és fenol-kénsavas eljarassal meghataroztam a po-
liszacharid-tartalmat a 4.8. fejezetben leirtak szerint.

4.8. Analitikai eljarasok

4.8.1. Aktinorodin mennyiségének meghatarozasa

Az aktinorodin mennyiségi analizisére elterjedten alkalmaznak kiilonb6z6 fotometriés el-
jarasokat [101], [102], [103], melyek koziil a Holtmann és mtsai. altal leirt modszert [90] va-
lasztottam. A mérés soran 1 ml mintahoz 1 ml, 1 M-0s KOH-oldatot adtam, majd homogeni-
zalast kovetéen 5 percig 8000 rpm fordulatszamon centrifugaltam (VWR MicroStar 12 mik-
rocentrifugan). A feliilusz6 abszorbanciajat 640 nm-en mértem (Hach Lange DR3900 tipusu
spektrofotométeren), sziikség esetén tovabbi higitast végeztem 1 M-0s KOH-oldattal. Mivel
aktinorodin standard nem allt rendelkezésemre, az aktinorodin mennyiségét a molaris extink-

cios koefficiens ismeretében az alabbi egyenlet alapjan hataroztam meg:

E

‘T

(4.4.)

ahol E az abszorbancia,
| a kiivetta vastagsaga [cm],
¢ a molaris extinkcios koefficiens (értéke 640 nm-en 25320 1/(M cm).

4.8.2. Cukrok meghatarozasa

A kiilonb6z6 membran gradosztat rendszerek esetén kapott permeatumok cukortartalma-
nak meghatdrozasaira HPLC-moédszert alkalmaztam. A tapoldatban hasznalt maldtakivonat
harom kromatografids csticsot adott, melybdl a gliikozt és a maltdzt a retencids 1d6 alapjan,

standard oldatok segitségével be tudtam azonositani. Az eredmények értékeléséhez kalibraci-

val. Az egyes komponensek retencios idejét a 4.9. tablazatban tiintettem fel.

4.9. tablazat: Cukorkomponensek retencios ideje

Komponens Retencios id6 [perc]
gliikoz 6,71
szacharoz 7,33
maltdz 8,01

malatakivonatbdl szarmazd6 961
ismeretlen csucs ’
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A meghatarozast YL9100 HPLC rendszerrel, Thermo Hypersil APS-2 kolonnan végez-
tem. A mintakat 0,2 pum-es fecskenddsziiron sejtmentesre sziirtem, majd elvégeztem a sziiksé-
ges higitasokat. Az eluens készitéséhez ¢s a mintdk higitdsdhoz egyarant HPLC-tisztasagu
vizet hasznaltam. A mintak mérése automata mintaadagoléval, elére megadott programtabla
szerint tortént, a HPLC iranyitasdhoz és a kromatogramok kiértékeléséhez pedig YL-Clarity
3.0.2.244 szoftvert (Young Lin Instrument Co., Ltd) hasznaltam. Az eljaras tovabbi paraméte-
reit a 4.10. tablazat tartalmazza.

4.10. tablazat: Cukormeghatarozashoz hasznalt HPLC-moddszer paraméterei

kolonna tipusa Thermo Hypersil APS-2
(ID: 4,6 mm, L: 250 mm, részecskeméret: 5 pm)
eluens (izokratikus modszer) acetonitril és viz 65:35 térfogataranyu elegye
kolonna termosztalasa 30 °C
aramlasi sebesség 0,7 ml/min
futasi id6 15 perc
injektalasi térfogat 10 pl
detektor refraktiv index (RI)
timoso folyadék (mintaadagold) |metanol és viz 1:1 térfogataranyu elegye

4.8.3. EPS extrakciodija és poliszacharid-tartalmanak meghatarozasa

A biofilm-matrix osszetételének jellemzése érdekében az EPS-frakciot extrahaltam, majd
meghataroztam az extraktum poliszacharid-tartalmat. A szakirodalomban a biofilm EPS-
frakciojanak extrakcidjara leirt modszerek koziil az ultrahangos kezelést [85], a hokezelést
[84] és a kationcseréld gyantaval torténd feltarast [104] probaltam ki. Az eljarasok tesztelésé-
hez lapmembranon ndvesztett Streptomyces coelicolor biofilm-szuszpenzidjat hasznaltam fel.
Olyan eljarast kellett talalnom, mely az EPS frakciot hatékonyan extrahalja, ugyanakkor a
sejteket nem tarja fel. Az extrakcid hatékonysagat a kinyert poliszacharid mennyiségével jel-
lemeztem, emellett Folin-modszeres fehérjeméréssel [105] ellendriztem, hogy a mintak fehér-
jetartalma valtozott-e az egyes kezelések hatasara. A fehérjetartalom ugrasszerti novekedésé-
bdl arra kovetkeztettem, hogy a sejtek lizisének eredményeként nagy mennyiségii fehérje ke-
riilt ki a citoplazmébdl. Az ultrahangos kezelés a lehetd legkisebb amplitud6 mellett is feltarta
a sejteket, a kationcserélé gyanta pedig onmagaban nem volt elég hatékony. Bar a hokezelés
mindkét szempontbol megfelelonek bizonyult, a kinyerhetd poliszacharid mennyiségét tovabb
tudtam novelni, ha a hdkezelt mintat kationcseréld gyantas modszerrel tovabb extrahaltam,
igy végiil a kétlépcsds eljaras mellett dontdttem.
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tam, majd termosztalhatd (B.Braun Biotech International gyartmanyd, Certomat S tipusu)
razogépben 30 percig, 170 rpm fordulatszamon kevertetve, 60 °C-on hdkezeltem. Ezt kove-
tden bemértem 2 g kationcseréld gyantat egy 30 ml-es centrifugacsébe, hozzdadtam 10 ml-t a
hokezelt biofilm-szuszpenzidbol, és razogépben tovabbi 30 percig razattam 170 rpm fordulat-
szamon (ekkor mar nem alkalmaztam fiitést).

Az EPS-frakcid poliszacharid-tartalmat fenol-kénsavas eljarassal [106] hataroztam meg,
melynek sordn a kénsav a poliszacharidokat egyszerli cukrokra bontja, a fenollal lejatszodo
szinreakcid révén pedig ezek mennyisége fotometridsan mérhetd. Annak érdekében, hogy
csak a poliszacharidbdl szarmazo cukrok vegyenek részt a reakcioban, az extrahalt mintaban
jelenlévoé mono- és diszacharidokat dializissel eltavolitottam. Ehhez az extrahalt mintakat 20
percig, 14 000 rpm-en centrifugaltam (Herolab Unicen MR laboratériumi centrifugan), majd a
feliiluszot egy celofanzacskoba pipettaztam, a lezart zacskot pedig harom liter desztillalt viz-
zel felt6ltott kanndba allitottam, és magneses keverdvel kevertettem a vizet. A dializist 24 6ra
utan leallitottam, majd fenol-kénsavas eljarassal meghataroztam a dializalt minta poliszacha-
rid-tartalmat.

A fenol-kénsavas modszer 1épései az alabbiak voltak (a mintak higitasat kovetéen minden
1épést elszivofiilke alatt végeztem):

— kémcsobe bemértem 0,5 ml — sziikség esetén higitott — mintat;

— automata pipettaval hozzaadtam 0,5 ml, 5 %-0s fenol-oldatot, és vortex-keverd
segitségével Osszekevertem,;

— mérbhengerrel hozzaadtam 2,5 ml tdmény kénsavat, ismételten homogenizaltam
vortex-keverovel;

— 30 percig elszivofiilke alatt hagytam a mintakat, majd spektrofotométerben 490
nm-en mértem az abszorbanciajukat.

Az eredmények értékelése kalibrald sor segitségével tortént, melyet 100 ng/ml koncent-
racioji D-gliikoz torzsoldat higitasaval készitettem (20 — 100 pg/ml tartomanyban), vak min-
taként pedig desztillalt vizet alkalmaztam. A vak mintaval és a kalibralo sor tagjaival egyarant

elvégeztem a fenol-kénsavas eljaras 1épéseit.

4.8.4. Szaraz sejttOmeg mérése

A széraz sejttomeg (biomassza-koncentracid) meghatarozadsdhoz 10 ml fermentlé mintat
centrifugaltam 5 percig 12 000 rpm fordulatszamon (Herolab Unicen MR laboratoriumi cent-
rifugdn), a feliiluszé eltavolitasa utan a kiiilepedett sejteket felszuszpendaltam, mosast kove-
téen pedig ismét centrifugaltam és 80 °C-on tomegallanddsagig szaritottam. A szdraz sejtto-
megbdl a minta térfogatdnak ismeretében kiszamithatd a szdraz biomassza koncentracio. A
fermentlé inhomogenitasabol szarmazd mintavételi hiba csokkentése érdekében harom parhu-

zamos mérés eredményét atlagoltam.
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4.8.5. Mikroszkopos vizsgalatok

A folyadékkultaras tenyészetek tisztasdganak ellendrzését, valamint a mikroorganizmus
morfologiajanak és fejlédésének megfigyelését fénymikroszkoppal végeztem. A vizsgalatok-
hoz fazis kontraszt feltéttel ellatott, Zeiss Primo Star tipusu ates6 fényes mikroszkopot hasz-
naltam négyszazszoros, illetve ezerszeres nagyitassal. A sporalemosasi eljaras kidolgozasanal
a sporaszam megallapitasat Petroff-kamras sejtszamlélassal végeztem. A mérés soran minden
esetben legalabb 300 sporat szamoltam meg 400-szoros nagyitas mellett (4.11. abra), majd a
racsok teriiletének és mélységének, vagyis a kamrak térfogatanak ismeretében meghataroztam

a sporaszamot.

4.11. abra: Sporaszamlalas Petroff kamraval (400-Szoros nagyitas) [sajat abra]

4.8.6. Viszkozitas és suriség mérése

Az 5.2.1. fejezetben leirt fermentlevek dinamikai viszkozitasanak meghatarozasat Szigeti
Marton (Pannon Egyetem, Mérnoki Kar, Természettudomanyi Kozpont, Korrézids Kutato-
csoport) végezte Myr Y2L tipust rotacids viszkoziméterrel (Myr Viscotech). A berendezés-
ben két, koncentrikusan elhelyezett egység talalhato; a kiilsd, rogzitett hengerben helyezkedik
el a vizsgadlandé minta, ebbe meriil a forgathatd méréfej, mely egy torzids rugdval kapcsolo-
dik az eszkdz motorjdhoz. A mérdfej forgasat a minta a viszkozitasatol fliggden hatréltatja, a
kifejtett ellenallas mértékébdl tehat meghatirozhatd a viszkozitds értéke. A fermentlevek
vizsgélata 20 - 200 rpm fordulatszdm-tartomanyban, 28 °C-on termosztalva tortént. Egy mé-
réshez 18 ml minta sziikséges, minden esetben harom parhuzamos mérés eredményét atlagol-
tam.

A sliriség meghatarozasahoz a fermentlébdl homogenizalast kdvetden mintat vettem, ami-
vel egy 100 ml térfogat, ismert tomegli mérélombikot jelre toltdttem, majd analitikai mérle-
gen megmértem a fermentlé és a mérélombik egyiittes tomegét. Végiil a fermentlé tdmegébdl

és térfogatabol kiszamoltam a stirliséget.
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5. Eredmények

5.1. Membran gradosztat reaktor

A 4.3. fejezetben bemutatott membran gradosztat reaktort tizenkét napig lizemeltettem.
Mivel az elkészitett sporaszuszpenziot elézetesen négy napig razott lombikban tenyésztettem,
a reaktor inokulalasat koveté harmadik napon mar lilak voltak a megtapado telepek. A terme-
16d6 aktinorodinnak kdszonhetden a telepek elhelyezkedése vizualisan jol nyomon kdvethetd
volt.

5.1. abra: MGR inokulalasi kisérlet [sajat képek]

Ahogy az az 5.1. abran lathato, az alkalmazott inokulalasi eljarassal nem sikeriilt egybe-
fiiggd biofilmréteget kialakitani a kapillarisok felszinén. A baktérium egyedi, elszort telepeket
hozott 1étre, melyek eloszldsa nem egyenletes, bizonyos régiokban nagyobb csoportosulasok
figyelhetOk meg. Ezek elhelyezkedése feltehetden az inokulalasi folyamatra jellemz6 aramlasi
viszonyok mintézatat koveti: az inokulum keringtetésekor szemmel lathatéan kialakultak na-
gyobb aramlasi sebességili folyadékcsatornak és pangd zondk, melyek a sziirés hatékonysagat,
a sejteknek a porusokba vald bejutasat, illetve a membran feliiletén torténé megtapadasat be-
folyasolhattak. Amint azt az irodalmi attekintésben emlitettem, Govender és mtsai. [66] is
beszamoltak rola, hogy bizonyos reaktor-konfiguraciok esetén olyan folyadékaramlasi csator-
nak alakultak ki, melyek egyenldtlen spora-eloszlast eredményeztek. Az altalam hasznalt
rendszer esetében ezt elsdsorban a modul belsd kialakitdsdnak, a szdlak elhelyezkedésének
tulajdonitom.
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A kisérlet elérehaladtaval a sejtek nem kolonizaltdk a membran feliiletét, hanem a kiindu-
lasi helyiikon maradva Iéptek at az életciklusuk tovabbi fazisaiba. Idealis esetben az inokula-
las végén a sejtek egyenletesen eloszlanak a membran felszinén, az ezt kdvetd terjedésiik és
novekedésiik eredményeként pedig egy id6 utan a teljes feliiletet beboritjak. Ugyanakkor a
Streptomyces fajok evoluciosan arra rendezkedtek be, hogy egy sziikebb régioban maximali-
zaljak a tapanyagfelvételt és megvédjék magukat a kornyezé mikroorganizmusoktol, ami egy-
feldl azt eredményezi, hogy ez az egyik legfontosabb szekunder metabolit termeld nemzetség,
masrészt azonban kolonizacios képességiik — a rendkivill energiaigényes sporazastol eltekint-
ve — erdsen korlatozott [107]. Bizonyos kornyezeti koriilmények esetén megfigyelhetd egy
specialis ,,felfedez6” (exploratory) viselkedés, melynek Iényege, hogy a vegetativ micélium-
hoz hasonld, de nem elagazo6 hifak a talaj (ill. szilard tapkdzeg) felszinén terjedve — akar mas
baktériumtelepeken és abiotikus feliileteken is athaladva — keresik a szamukra kedvezobb
terlileteket. Ennek a viselkedésnek a mechanizmusa még nem ismert pontosan, de feltehetdleg
mas fajok jelenléte, illetve ezzel Gsszefiliggésben a tapanyagszint csdkkenése és egyes illékony
szerves vegyiiletek megjelenése is szerepet jatszik benne [107], [108]. Az altalam elvégzett
kisérletben azonban csak a S. coelicolor volt jelen, valamint a tdpanyag-utanpétlas is folyama-
tos volt, tehat a felfedezd terjedést kivaltod tényezdk nem valosultak meg.

A kisérlet eredménye alapjan tett tovabbi fontos megallapitasom, hogy az antibiotikum
termelddése megfeleld tapanyag-ellatas esetén is végbemehet. Az elszortan elhelyezkedd te-
lepek kozott ugyanis akadalytalanul atjutott a tdpoldat a membranon, igy a tervezett limitacio
nem alakult ki. A 2.2.4. fejezetben emlitett quorum sensing ugyan kivalthatja a szekunder
metabolitok termelddését, ezt azonban jelen esetben valdsziniitlennek tartom, mivel a telepek
mérete €s vastagsdga nem valtozott szemmel lathato mértékben, tehat nem beszélhetiink a
populécio denzitasdnak jelentds novekedésérdl. (Ugyanakkor a quorum sensing meglétét vagy
hidnyat nem tudom igazolni, tehat nem zéarhat6 ki a szerepe.) Az antibiotikum termelddése
feltételezésem szerint genetikai programnak megfelelden tortént, melyben a sejtek dregedése,
esetleg valamilyen metabolit(ok) intracellularis felhalmozodésa is kozrejatszhatott.

5.2. Fermentlé sziirhetoségének és kapillaris modulok MGR-ben valo

alkalmazhatosaganak vizsgalata

Mivel az el6z6 fejezetben bemutatott kisérletek soran nem sikeriilt egybefliggd biofilmet
kialakitani a membran feliiletén, a tovabbiakban az inokulalasi eljaras vizsgalatara, a folyama-
tot befolyédsold tényezok meghatirozéasara irdnyuld méréseket végeztem. Ennek soran a mar
alkalmazott X-Flow modul mellett az Ultradyn modult is teszteltem, melynek kisebb a po-
rusmérete €s lazabban helyezkednek el benne a membranszalak. A kapillaris modulokkal vég-
zett szlirési kisérlet soran meghataroztam a sziirési ellenallas tényezok egymdashoz képesti
viszonyat kétféle fermentacios idejii fermentlé esetén. Emellett a fermentacids idonek és a

pH-nak a fermentlé szlirési sajatsagaira gyakorolt hatdsardl is pontosabb képet akartam kapni.
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Ez azonban a modulok geometridja, a nehezen leirhatd aramlési viszonyok miatt a kapillaris
modulokban bonyolult lett volna, ezért vakuumsziliré berendezésben végzett szakaszos (dead-
end) sziiréssel jellemeztem a fermentleveket. A kétféle kisérlet soran kapott eredményeket
mutatom be ebben a fejezetben.

A szakaszos szliréshez beallitott pH-értékek (4, 7 és 9) kivalasztasakor a kovetkezd
szempontokat vettem figyelembe. Mivel a miivelet célja jelen esetben nem a fermentlé feldol-
gozasa, hanem a gradosztat reaktor inokulalasa, ezért olyan tartomanyban kellett dolgoznom,
mely nem karositja a sejteket. Amennyiben a fermentacid sordn nem szabalyozzuk a kémha-
tast, az els6 néhany napban kozel semleges értéket mérhetiink, majd a masodlagos anyagcse-
reutak aktivalodasaval egyidejlileg a kémhatés eltolodik a lagos, dontéen 8-10 kozotti tarto-
manyba. Ez alapjan valasztottam a szliréshez a 7-es és 9-es pH-értékeket, melyek standard
koriilmények kozott jellemzOek a fermentlére. (A kapillaris modulokon végzett szliréshez
szintén a 7-es pH-t valasztottam, igy a kétféle sziirés eredményei Osszevetheték.) Harmadik
beallitasi pontként a savas tartomanybol valasztottam a 4-es pH-értéket Kim és mtsai. publi-
kacioja alapjan [109], amely szerint sikeresen alkalmaztak savas pH-sokkot az aktinoro-
dintermelés fokozasa érdekében. Tehat az altaluk beallitott 4-es pH-t a baktérium bizonyitot-
tan tolerdlja, s6t — sikeres inokulalds esetén — akar a késdbbi termelésre is kedvezd hatdssal
lehet.

5.2.1. Fermentlevek altaldnos jellemzése

Ahogy azt a 4.4. fejezetben emlitettem, mindkét tipusu szlrést kétféle fermentlével vé-
geztem el, melyek az éltalam meghatirozott paraméterek koziil csak a fermentacids idében
rovidebb fermentacios idejli fermentlevek — F1 és F3 — mikroszkopos vizsgalata soran rovid
filamentumokat, kis méretii, laza pelleteket figyeltem meg, valamint elvétve sporak is jelen
voltak. A hosszabb fermentacié ezzel szemben nagyobb, tomottebb pelleteket eredményezett
— amint az irodalom alapjan varhat6 volt [40] —, valamint jelentds volt a szabadon 0sz6 micé-
liumhalézat aranya i1s. Ezek a kiilonbségek megmutatkoztak a viszkozitdsban, és a sziirdle-
pény fajlagos ellenallasaban is.

Az egyes fermentlevek (4.6. tablazat) kiilonb6z6 fordulatszamokon (a 4.8.6. fejezetben
leirt modon) mért viszkozitasat mutatja be az 5.2. abra. A hosszabb fermentacios id6 altala-
ban véve nagyobb viszkozitast eredményezett, ami magyarazhat6 egyrészt a nagyobb bio-
massza-tomeggel, de leginkabb a kis pelletek és a kiterjedt micéliumhalézat eltérd reoldgiai
sajatsagaival. Ez 6sszhangban van Kumar és mtsai. [110] Streptomyces toxytricini fermenta-
cidja sordn tett megfigyelésével, miszerint a fermentlé a kisérlet elérehaladtaval pszeu-
doplasztikussa valt és viszkozitdsa megnétt. Altaldban véve igaz a nemzetségre, hogy a micé-

lium fejlodése a viszkozitas novekedésével jar [40].
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5.2. abra: Fermentlevek viszkozitdsa a fordulatszdm fliggvényében
(F1, F3: 48 oras; F2: 96 oras; F4: 168 oras fermentlé) [sajat abra]

A rovid fermentéacios idejii fermentlevek viszkozitasprofilja pH-t6l fiiggetleniil kozel
azonosnak mondhatd, csak a 7-es pH-ji F1 fermentlé 30 és 60 rpm-en mért viszkozitasa tért
el jelentdsen a tobbitdl. (Bar a viszkozitast nézve a 7-es pH-ji F1 és F3 mintak szignifikansan
eltérnek, a viszkozitas a sziir6lepény fajlagos ellenallasdnak szdmitdsaban szerepel, tehat az
ebbdl adodo kiilonbség megjelenik az eredményekben. Tovabba a fermentacid koriilményei
azonosak voltak, a mikroszkopos megfigyelés alapjan a morfologiai sajatsagok is jo kozelités-
sel megegyeztek, ezért Osszességében parhuzamosnak tekintettem a mintakat.) Ezzel szemben
F2 esetén nagyobb kiilonbségeket tapasztaltam, illetve a trendek sem egyeztek meg, bar
aranylag szilk tartomanyban mozogtak az értékek. F4 esetén pedig mind az egyes értékek,
mind a trend eltért a tobbi fermentlétél. Ugy tiinik tehat, hogy a pH-nak a viszkozitasra gya-
korolt hatasa az Oregebb fermentlé esetén erdteljesebb — feltehetéen a fonalas morfologia
vagy a nagyobb sejttomeg miatt.

200 rpm-en viszont mar kortdl és pH-t6l fiiggetleniil minden minta viszkozitasa 2,0 és 2,5
mPa s kozott volt. Mivel a fermentlé heterogén, tobbfazisu rendszer, nagyobb forgasi sebes-
ségnél a centrifugalis eré szeparalja a levet. fgy a méréfejet a gyakorlatban egy ,,sejtmentes”
folyadéktazis veszi koriil, aminek a viszkozitdsa minden esetben hasonlo.

Az eredményekbdl latszik, hogy a fermentlevek nem-newtoni jelleget mutatnak, hiszen a
viszkozitasuk a nyirderdvel valtozik. Mivel a sziirési kisérletek sordn nem tortént keverés, a
mért viszkozitasok koziil a legkisebb sebességhez tartozo jellemzi a legpontosabban a leveket
a kisérleti koriilmények kozott. Azonban a mintdk egy részét 20, ill. 30 rpm-en nem lehetett
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vizsgalni — viszkozitasuk a mérhetd tartomany alatt volt —, ezért az egységesség kedvéért

minden fermentlénél a 60 rpm-en mért értékkel végeztem a késdbbi szamitasokat.

5.2.2. Szlrés szlirOpapiron — eredmények

Az alabbiakban a lapmembranon végzett szakaszos szlirés eredményeit ismertetem, me-
lyet kétféle fermentacios idejii fermentlével — 48 ora (F1) és 96 ora (F2) —, harom kiilonb6z6
pH-n (4, 7 és 9) hajtottam végre.
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5.3. abra: A sziir6lepény fajlagos ellenallasanak (a), valamint a fermentlé viszkozitasanak (b)

pH-fiiggése (a viszkozitdasndl az atlagos értékeket és a szordast is feltiintettem) [sajat abra]

Bar az 6sszes viszkozitasadatot feltiintettem az 5.2. abran, F1 és F2 fermentlevek 60 rpm-
en mért viszkozitasat kiilon kiemelem az 5.3. abran, hogy a pH, a viszkozitas és a sziirélepény
fajlagos ellenallasa kozti Osszefiiggést be tudjam mutatni. A trendeket illetéen elmondhato,
hogy mig F2 esetében a viszkozitas a pH novelésével enyhén nétt, F1 viszkozitdsdnak 7-es
pH-n maximuma volt. A viszkozitdsadatokat STATISTICA szoftverben, Tukey HSD teszttel
(honest significance test) elemeztem, melynek eredményeként megkaptam, hogy p < 0,05
szignifikanciaszint mellett mely fermentlevek viszkozitasa tér el egymastol szignifikansan:
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— F1 esetében a 7-es pH-n mért érték eltér a 4-es €s 9-es pH-n mérttdl;
— F2 esetében a 4-es és 9-es pH-n mért értékek kiilonboznek egymastol;
— F1 és F2 egymastol 4-es és 9-es pH-n tér el szignifikansan.

Ami a szlrdlepény fajlagos ellenallasat illeti, F1 esetében a gorbe lefutasa a viszkozitasé-
val ellentétes: 4-es és 9-es pH-n mindkét paraméter kozel hasonlo értékii, viszont 7-es pH-n
alfa egy nagysagrenddel kisebb a tobbinél, a viszkozitasnak pedig maximuma van. Ezzel el-
lentétben F2-nél az alfa minimuma a viszkozitasnak nem a maximumaval, hanem a minimu-
maval esett egybe. F2 esetén az alfa értéke 7-es pH-n volt a legnagyobb, lag, ill. sav hozza-
adasanak hatéasara is jelent6sen csOkkent. Ez utobbi jelenség 6sszhangban van Hooper és
mtsai. kutatasaval [111], akik Streptomyces rimosus fermentlével végeztek sziirési kisérlete-
ket. (Az éltaluk alkalmazott fermentacios koriilmények az F2-es fermentacioval 6sszevethe-
tok). Amikor a levet 7-r61 4-re lesavaztak, a filamentumokbol allé aggregatumok irreverzibili-
sen széthasadtak, igy a 1¢ reoldgidja megvaltozott, konnyebben szivattytizhato lett.

Ha a két fermentlevet dsszehasonlitjuk, 4-es és 9-es pH-n is az F1 sziir6lepényének fajla-
gos ellenallasa nagyobb (bar utobbi esetben azonos nagysagrendbe esnek). 7-es pH-n viszont
F2 szlir6lepényének fajlagos ellenallasa két nagysagrenddel nagyobb F1-nek mind az azonos
pH-n mért értékével, mind a maximalisan mért értékével. Ez megfelel a gyakorlati tapaszta-
latnak is, miszerint ezt a levet volt a legnehezebb sziirni, ahogy azt a 4.4.1. fejezetben leirtam.
A kiilonb6z6 kort fermentlevek esetén a szlirdlepény fajlagos ellenallasa tehat ellentétes tren-
det mutat: 7-es pH-n F1-nek minimuma, F2-nek maximuma van.

Osszefoglalva az aldbbi megallapitasokat tehetjiik a sziirdlepény fajlagos ellenallasa, a
viszkozitas és a pH kapcsolatarol. A 4.1. egyenlet szerint a sziir6lepény fajlagos ellenallasa
forditottan aranyos a viszkozitdssal, vagyis nagyobb viszkozitas kisebb ellenallashoz vezet.
Ugyanakkor ez a fajta 0sszefliggés nem figyelhetd meg egyértelmilen a mérési adatokban,
hiszen a sziir6lepény fajlagos ellenallasanak minimuma és a viszkozitds maximuma csak F1-
nél esett egybe, F2-nél nem. Emellett a sztir6lepény fajlagos ellenéallasanak lefutasa F1 és F2
esetén eltérd volt, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a fermentlé izoelektromos pontja a fer-
mentlé koraval valtozik. Mindebbdl arra kovetkeztetek, hogy mind a pH, mind az 6regedés
komplex hatassal van a szlirési sajatsdgokra. Nem csak a viszkozitast befolyasoljak, de a mor-
fologiat, a sejtek, ill. a sejt és a membran feliilete kozti interakcidkat, ezek eredményeként

pedig a szlir6lepény kialakulasat, struktarajat és kompresszibilitasat [112].

5.2.3. Szlirés kapillaris modulokon — eredmények

Az 5.4. abran lathato a teljes sziirési ellenallas harom tagja mindkét modul, illetve fer-
mentlé esetén. Mivel a membranellenallas mérése HPLC-tisztasagu vizzel tortént, ennek érté-
ke a fermentlétdl fiiggetlen, a membranra jellemz6 adat. Ahogy azt a vagasi érték (lasd 4.2.
tablazat) alapjan vartam, az Ultradyn modul esetében két nagysdgrenddel nagyobb memb-
ranellenallast kaptam az X-Flow modulhoz képest.
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A poruseltomddésbdl szarmazo ellenallds mindkét modul esetén kozel megegyezett a
membran sajat ellenallasaval. F3 esetén picit nagyobb értékeket kaptam, mint F4-nél, de ez a
kiilonbség nem volt olyan jelentds, mint vartam volna. Az elézetes feltételezésem az volt,
hogy a rovid filamentumok jobban beiilnek a poérusokba, mint a nagy pelletek, ezaltal na-
gyobb Rp-t okozva, de az eredmények azt mutatjak, hogy a szlir6lepény képz6désében mas
mechanizmusok dominaltak. Emellett azt is elképzelhetének tartom, hogy masik modul eseté-
ben, ahol a porusméret kozelebb all a fermentlére jellemz6 atlagos sejtmérethez, vagy mas a

porusok geometridja, igaz lehet a feltételezésem.

1015

1014
E 108
=
© 102
‘©
c
2 10v I I I
w .

7
1010 m7
RM RP RG
m X-Flow W X-Flow _F3 m X-Flow _F4
Ultradyn H Ultradyn _F3 Ultradyn _F4

5.4. abra: Sziirési ellenallasok [sajat dbra]

A kialakul6 gélréteg ellenéllasa a fiatalabb fermentlé esetén a poruseltomdédésbdl szarma-
z0 ellenallashoz képest kisebb volt. Ultradyn modul esetén ez haromszoros, X-Flow esetén
harmincszoros kiilonbséget jelent, tehat az Ultradyn membranon nagyobb ellenallasu gélréteg
alakult ki, bar a tobbi ellenallastaghoz képest ez sem mondhat6 jelentdsnek.

F4 esetében, ha a teljes fermentlére jellemz0 viszkozitassal (2,5 mPa s) végeztem a sza-
mitasokat, a gélréteg ellenallasa mindkét modul esetén negativnak adddott (X-Flow esetén
-4,90 - 10, Ultradyn esetén -1,70 - 10'*). Az eredmény hatterében a kovetkezd jelenség all-
hat. A fermentlé szlirése soran a biomassza f6tomege szemmel lathatdoan nem tapadt a memb-
ran feliiletéhez, hanem a kapillaris szalaktol tavolabb lebegett a folyadékfazisban (5.5. abra).
Tehat ténylegesen egy nagyon alacsony biomassza-tartalmu fermentlevet sziirtem, aminek a
viszkozitasa valahol a teljes fermentlé és a sziirlet viszkozitdsa kozé esik, de pontos értékét
nem lehet meghatarozni, hiszen a mintavétel ebbdl a rétegbdl nem kivitelezhetd. Mivel a kiin-
dulasi fermentlé €s a sziirlet viszkozitdsanak atlagaval szamolva is negativ lenne az eredmény,

végiil a sziirlet viszkozitasaval szamoltam, és az igy kapott értékeket tiintettem fel az 5.4.
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abran. Ez azonban egy becsiilt érték, a valos Re ennél kisebb; sot, a fent részletezett gyakorla-

ti tapasztalat alapjan nulldnak is tekinthetd.

5.5. abra: F4 sziirése X-Flow modulon [sajat kép]

Osszességében mind a szdmitdsok, mind a megfigyelések azt igazoljik, hogy egyik eset-
ben sem alakult ki a szlirési ellenallas szempontjabol szamottevd gélréteg. Tovabba, a poru-
sok eltomddése sem okozott a membran ellendllasdhoz képest nagysagrendi ndvekedést a tel-
jes ellenallasban.

5.2.4. Szurési kisérletek eredményeibdl levont konkluzidk

A sziirési kisérletek soran tett megfigyelésekbol és szdmszerisithetd eredményekbdl to-
vabbi konkluzidk vonhatok le a fermentlé egyes tulajdonsagainak kapcsolatarol, valamint a
membranmodulok inokuldldsara gyakorolt hatasarol. Az aldbbiakban ezeket a megallapitaso-
kat ismertetem.

A szakaszos szilirés eredményei alapjan elmondhatd, hogy a tapkozeg pH-ja hatassal van
lagos ellenallasara is. A hatas jellege és mértéke pedig fiigg a fermentlé koratol. Eppen ezért a
sziiréssel torténd inokulalas kidolgozasanal a pH valtoztatasa egy egyszert és hatékony szaba-
lyozasi méd lehet, a kedvezd pH-értéket azonban az adott korti fermentlére kell meghatarozni.

Bar a viszkozitas €s a szlirdlepény fajlagos ellenallasa kozott fenndll a sziirési egyenlet al-

tal leirt forditott ardnyossag, ez az 6sszefiiggés csak a fermentlé egy adott allapotanak leirdsa-
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ra alkalmas, de ez alapjan a viszkozitas valtozasabol dnmagaban nem lehet megjosolni a szii-
rOlepény fajlagos ellenéllasanak valtozasat. Az elvégzett kisérletek soran a pH-ban, a sejtto-
megben, illetve a morfologiaban fellépd valtozasok ugyanis nem csak a viszkozitas valtozta-
tasan keresztiil hatottak a sziirdlepény fajlagos ellenallasara, hanem egyéb mechanizmusok
membran kozti interakciokra gyakorolt hatasa, melyek a szlirési sajatsagokat befolyasoljak.
Ezt tdmasztja ala Graves ¢és mtsai. [113] Bacillus subtilis mikrosziirése soran tett megfigyelé-
se, miszerint pH-novelés hatasara megvaltozott a sejtek aggregacioja, ezaltal pedig a sziirdle-
pény fajlagos ellenalldsa. Egy masik fontos tényezo lehet az EPS mennyisége, ami a fermen-
tacio elérehaladtaval novekszik, a nagyobb EPS-koncentracio pedig altalaban véve intenzi-
vebb membran-eltomdédést (fouling) [114] és megnovekedett viszkozitast [115] eredményez.
Emellett a morfologia, a sejtek hidrofobicitasa és a sejtek feliileti toltése is befolyasolhatja a
sziirblepény tulajdonsagait [112].

Az altalam vizsgalt fermentlevek koziil a hosszabb fermentacids idejii, 7-es pH-ja fer-
mentlé volt a legnehezebben sziirheté mind a gyakorlati tapasztalat, mind a szlir6lepény fajla-
gos ellenallasanak értéke alapjan. Ugyanakkor a membranmodulok inokulalasa soran ugyan-
ilyen paraméterek mellett nem fejlodott gélréteg €s a porusok sem tomddtek el jelentdés mér-
tékben. Tehat nem azért volt lasst a sziirés, mert a sejttdmeg nagyon szorosan tapadt a memb-
ran felilletéhez és eltomte a porusait, ezaltal akadalyozva a sziirést — ami a kivant allapot len-
ne az inokulalas végén —, hanem egy nehezen tilepedd réteg alakult ki a membran feliiletétol
tavolabb. Vagyis a fermentlé szlirhetdsége nem egyértelmii indikatora az inokulalas sikeres-
ségének.

Végso soron azt a konkluziot vontam le az elvégzett kisérletekbdl, hogy a rendelkezésem-
re 4ll6 membranmodulok a vizsgalt koriilmények kozott nem alkalmasak Streptomyces co-
elicolor baktériummal torténd inokulalasra. A szakaszos szlirésnél tett megallapitasok alapjan
elképzelhetd, hogy a pH valtoztatasaval javithatd az eredmény, hiszen a sejtek feliileti tulaj-
meghatarozzak [112]. Ugyanakkor a bemutatott sziirési kisérleteken til egyéb tényezoket is
figyelembe véve ugy gondolom, ezek a modulok jelen formajukban nem alkalmasak memb-
ran gradosztat reaktor kialakitdsara, ezért nem végeztem tovabbi kisérleteket veliik. Ezt a
megallapitast egyrészt a modulok belsd elrendezésére, masrészt a gyartasi eljarasukra alapo-
zom. Az X-flow modul esetében ugyanis a kapillaris szalak szorosan egymashoz tapadva he-
lyezkednek el, nincs koztiik elég tavolsag ahhoz, hogy az egyes szalakon elkiiloniilten fejlod-
jenek a telepek. Ha viszont csak a membranszéalak kotegének feliiletén alakul ki biofilm, a
feliileti kihasznaltsdg rendkiviil alacsony lesz. Az Ultradyn modul kialakitasa ebbdl a szem-
pontbol kedvezdbb, ugyanakkor a kisebb vagasi értékbdl kovetkezden a sejtek nehezebben
hatolnak be a membran porusaiba. (A kapillarisok kozti optimalis tdvolsagrol tudoméasom
szerint nem jelent meg tanulmany, bar feltételezésem szerint ezt elsésorban a varhaté biofilm-

vastagsag hatarozza meg, ami az alkalmazott mikroorganizmustol is fiigg.)

69



A vizkezelési és egyéb ipari sziirési miivelet tobbségénél a mikroorganizmusok megtele-
pedése a membran felszinén karos folyamat, hiszen a fluxus csokkenéséhez, a szeparacio ha-
tékonysaganak romldsdhoz, egyes esetekben akdr a membran anyagénak kéarosodasdhoz is
vezethet. Ezért a kereskedelmi forgalomban kaphatdé membranokat ugy tervezik, hogy az el-
tomodését minél inkabb megeldzzEk: a feliilet érdességének csokkentésével, hidrofobicitasa-
nak ¢s feliileti toltésének modositasaval, a megtapadast gatlo (antifouling) réteg kialakitasaval
egyarant hatraltatjak a sejtadhéziot [116]. A membran gradosztat reaktorban viszont a célunk
ezzel ellentétes, hiszen a sejtek megtapadasa elengedhetetlen a stabil biofilm kialakulasahoz.
Mivel biofilmes reaktorhoz fejlesztett membran beszerzésére, illetve sajat modul gyartasara
nem volt lehetdéségem, a tovabbiakban lapmembrannal, egyedi kapillaris szdlas membrannal,

illetve tobbcsatornas kapillaris membrannal végeztem kisérleteket.

5.3. Biofilm terjedése lapmembranokon — eredmények és értékelésiik

A Membran gradosztat reaktor cimii fejezetben bemutatott kisérletben azt tapasztaltam,
hogy a membran feliiletén elszortan megtapadt sejtek nem kolonizaltak a membran feliiletét,
igy nem csak az inokulalast kovetden, hanem az lizemeltetés késébbi szakaszaban sem alakult
ki egybefiiggd biofilm. A telepek terjedésének tovabbi vizsgalatat szilard taptalajra helyezett
lapmembranokon végeztem, kontroll rendszerként membran nélkiili taptalajt alkalmaztam.
Osszesen négyféle membrannal — hidrofil és hidrofob, 0,22 és 0,45 pm pérusméretii — dolgoz-
tam, minden esetben harom parhuzamos rendszert inditottam, a tovabbi szamitasok sordn pe-
dig ezek atlagat vettem figyelembe. Bar a kisérleti koriilmények tobb szempontbol is kiilon-
boznek a membran gradosztat reaktornal leirtaktol — folyékony helyett szilard tapkozeget al-
kalmaztam, illetve kapillaris helyett lapmembrant —, ebben a rendszerben egyszeriien és eg-
zakt mdodon tudtam nyomon kovetni a telepek terjedését.

A hidroféb membranokon porusmérettdl fiiggetleniil a sporaszuszpenzid cseppje kezdet-
ben megiilt a membranon, €s csak lassan — akar tobb, mint egy nap utan — ,,simult bele” a
membran sikjdba. A teriilete azonban ekkor sem valtozott, igy valddi szétteriilés helyett in-
kéabb azt tartom valdsziniinek, hogy a viz tobbsége elparolgott beldle. A folyadékcsepp tertile-
te az elsd hét soran egyik mintandl sem nott, viszont a baktériumtelepek sotét pontként megje-
lentek, majd az id6 eldrehaladtaval egyre latvanyosabban elkiiloniiltek a szintén pirosodo hat-
tértél. Bar a pontszerii telepek szemmel lathatdan novekedtek, a sporaszuszpenzid kezdeti
cseppjének teriilete két hét utdn sem valtozott, ezért a hidrofob membranoknal kapott adatok-
kal tovabbi szamitasokat nem végeztem (illetve két hét utan mar fénykép sem késziilt a tele-

pekrol, ezért az 5.6. abra felso soraban csak harom kép lathato).

70



3. nap 7. nap 14. nap 22. nap

5.6. abra: Biofilm fejlodése 0,45 um porusméretii hidrofob (felsé sor) és hidrofil (alsé sor)

lapmembranokon [sajat &bra]

A hidrofil membranoknal ezzel szemben a spdraszuszpenzid cseppje szétteriilt a memb-
ranon. A teny€szet mar a harmadik napon pirosodni kezdett, majd egyre gyorsuld litemben
novekedett és sotétedett, @ masodik hét végén pedig a sporaképzddés is szemmel lathatova
valt (sziirkésfehér teriiletek). A 22. napon késziilt képen jol megfigyelhetdek a kiilonbozd
fejlddési szakaszban 1évo sejtekbdl allo, koncentrikus zondk: a legkiilsé korben a biofilm su-
gariranyban terjedod, vildgos (tehat kevés aktinorodint termeld) sejtekbdl all, mig befelé halad-
va egyre erdteljesebben felgylirddd és sporazo régiok talalhatok. Kozépen talalhatd egy, a
kiindulasi folyadékcseppel kozel megegyezd méretli, kor alakt teriilet, melyben szintén jol
lathat6 az aktinorodintermelés és a sporaképzddés, de nem gytirddik fel a biofilm. A kétféle
porusméretli membran esetén a biofilm-fejloddés megfigyelt menete hasonld volt, melyet az
5.6. abran a 0,45 um pérusméretli membrannal szemléltetek.

Membran nélkiil a szilard taptalajon fejlédo kolonia szinvaltozasa a hidrofil membranok-
nal tapasztalthoz hasonlé volt, de mar az 5. napon megjelentek a sporak, illetve kevésbé volt
intenziv a felgytir6dés (5.7. abra). A masodik hét soran az agar is egyre sotétebb lett, ahogy az
aktinorodin-termelés fokozodott, a harmadik hét végére mar a teljes taptalaj sotétlila volt. A
telep kezdeti alakjat az hatarozta meg, hogy a csepp milyen alakban folyt szét az agar feliile-
tén, késobb azonban sugariranyban egyforma mértékben ndvekedett. A telep terjeszkedése a

membranokon zajlé névekedéshez képest szemmel lathatéan gyorsabb volt.
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3. nap 5. nap 7. nap 12. nap

5.7. abra: Biofilm fejlédése szilard taptalajon (membran nélkiil) [sajat abra]

A pontos Osszehasonlitas érdekében a mért teriiletek iddbeli valtozasat diagramon abra-
zoltam, majd a novekedést Gompertz-kinetikaval jellemeztem. A Gompertz-modellt elterjed-
ten alkalmazzak a biotechnoldgidban mikrobialis novekedés és termékképzddés kinetikajanak
leirasara [95]. A modell szerint a kezdeti lassu terjedést (lag-fazis) egy intenziv ndvekedési
periddus koveti, majd a terjedés lelassul, ahogy a kolonidk elérik a rendelkezésre all6 maxi-
malis teriiletet. Az itt bemutatott kisérletben a modell a biofilm feliileti novekedésének elsd
két fazisat (lag-fazis és intenziv novekedés) irja le.
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5.8. abra: Telepnovekedés 0,22 um (bal) és 0,45 pum (jobb) porusméreti,

hidrofil lapmembranon [sajat dbra]

A biofilm altal lefedett teriiletek — a mért és a modellezéssel kapott értékek — idébeli val-
tozasa hidrofil membréanok esetén az 5.8. dbran, mig a kontroll rendszernél az 5.9. dbran latha-
to. A Gompertz-kinetika modellje a membranok esetében végig jol illeszkedett a mért adatso-
rokra, valamint a teriiletek nagysaga és a gorbék lefutasa jo kozelitéssel azonosnak mondhat6
a kétféle porusméretli membrant tekintve.
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A kontroll rendszernél ezzel szemben csak a 13. napig megfelel6 a modell illeszkedése a
mért adatsorra, ezt kovetden a novekedés egyre jobban elmarad a modell alapjan varhatotol.
(Bar az adatsorokat a 17. napig abrazoltam, a biofilm fejlédését tobb, mint harom hétig kovet-
tem nyomon, ¢és ezen iddszak alatt egy folyamatos, de a korabbinal lassabb ndvekedést mér-
tem.) Ennek feltételezett oka egyrészt a parolgas miatti kiszaradas, masrészt a taptalaj 9sszeté-
tele is valtozott eddigre (a telep koriil szemmel lathatéan felhalmozodott az aktinorodin, va-
lamint a hozzaférhet6 tapanyagok mennyisége csokkent). Emellett a sejtek nem csak a tapko-
zeg feliiletén terjedtek, hanem a belsejébe is szemmel lathatdéan behatoltak, igy elképzelhetd-
nek tartom, hogy egy id6 utan a feliileti terjedés mellett hangsulyosabba valt az agar alsébb
régioi felé iranyuld novekedés (ugyanakkor mérési eredmény csak a feliileti novekedésrdl allt
rendelkezésemre, igy a két folyamat idobeliségét nem tudom 6sszehasonlitani). Mivel a célom
membranok feliiletén és a kontroll rendszerben megvalosuld novekedés 0sszehasonlitasa volt,
a Gompertz-kinetika paramétereinek szamitdsakor csak a modellel jol jellemezhetd szakaszt —
az els6 13 napot — vettem figyelembe.
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5.9. abra: Telepnovekedés membran nélkiil [sajat abra]

A kinetikai egyenletben (4.3. egyenlet) szereplé Ao értékét az hatarozta meg, hogy az
inokulalasndl a sporaszuszpenzid a cseppentés utdn mennyire teriilt el a feliileten: a hidrofil
membréanok esetében ez 0,7 — 1,3 cm? kozétti érték volt, mig membran nélkiil dtlagosan 3,6
cm?. Amax -nak minden esetben a Petri-csésze teriiletét, azaz 50 cm?-t valasztottam, hiszen
egyéb fizikai gatja nem volt a terjedésnek (a membran nélkiili esetben a limitalo kdrnyezetben
zajlo novekedést pedig nem vettem figyelembe). A 4 paraméter a lag-fazis id6tartamat adja
meg, vagyis azt a kezdeti periddust, amig a mikroorganizmus alkalmazkodik a kornyezethez,

és a teriiletnévekedés nem indul meg jelentésen. A k a maximalis teriileti névekedés relativ
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sebessége, vagyis azt mutatja meg, milyen gyorsan novekszik a lefedett teriilet, miutan a sej-
tek kiléptek a lag-fazisbol. A kétféle porusméretii, hidrofil membran, valamint a kontroll

rendszer esetében kapott kinetikai paramétereket az 5.1. tablazatban foglaltam 0ssze.

5.1. tablazat: Gompertz-kinetika paraméterei

k [cm?/nap] J [nap] k-2
hidrofil 0,22 um 0,038 15,2 0,58
hidrofil 0,45 um 0,038 16,4 0,63
membran nélkiil 0,060 7,2 0,43

Ahogy a diagramok alapjan is vartam, a membran porusmérete nem befolyésolta szamot-
tevoen a terjedés kinetikdjat, hiszen a novekedés sebessége megegyezett, a lag-fazisban pedig
egy nap kiilonbség volt a kétféle porusméretii membran kozott. A kinetikai paraméterek meg-
erdsitették azt a megfigyelést is, miszerint membran nélkiil gyorsabb a kolonizacié folyamata:
mig a lag-fazis a membranoknal mérthez képest a felére csokkent, k értéke masfélszeresére
né6tt, tehat rovidebb alkalmazkodasi id6szakot kdvetd, gyorsabb ndvekedés jellemzi a rend-
szert.

Ugyanakkor a kinetika egyenletében (4.3. egyenlet) szereplé k - A szorzat mindharom
esetben egy nagysagrendbe esik, ami arra utal, hogy a ndvekedési kinetika jellege nem valto-
zott meg. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtek elsddlegesen nem a memb-
ran belsejében, hanem annak feliiletén novekedtek. Mivel a porusok mérete a hifadk atmérdjé-
vel (atlagosan 0,7 um) egy nagysagrendbe esik, illetve kisebb annal, a kiilsé kdrnyezethez
képest a membran porusaiban eltérdek a koriilmények — térbeli gatlas 1ép fel, mas a tdpanya-
gok, viz, oxigén elérhetdsége —, amihez a baktériumnak metabolikusan is alkalmazkodnia
kellene, ¢s feltehetdleg masfajta ndvekedési kinetika jellemezné. (Bar a pérusméret alapjan
eleve kizarhatonak tiinik a sejtek behatolasa a membranba, Wolf és mtsai. kutatasukban [117]
azt tapasztaltak, hogy a Streptomyces coelicolor és a nemzetség tobb faja képes athatolni a 0,2
um porusméretii membranon a hifa 6sszehtuzodasa révén. Erre a jelenségre az 5.4.3. fejezet-
ben még kitérek.) Ezt a feltételezést az is alatamasztja, hogy a kétféle porusméretli membran
kozott nem tapasztaltam kiilonbséget. A membran tehat a ndovekedés karakterisztikajat nem
modositja, csak lassitja a folyamatot. A lassabb novekedés pontos okat az elvégzett kisérlet
alapjan nem lehet megallapitani, de feltételezésem szerint a membran altal fizikailag hatralta-
tott tapanyagfelvétel, valamint az agar és a membran eltéré feliileti tulajdonsaga is szerepet
jatszhat benne. Fontosnak tartom kiemelni, hogy az itt bemutatott modell egyfajta korlatozott
Gompertz-kinetikai leiras, hiszen csak a feliileti novekedést jellemzi, a kontroll rendszer ese-
tében azonban a tapkozeg belseje felé is terjedt a mikroorganizmus, ahogy arra korabban utal-
tam.
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5.4. Egyedi kapillaris membranszalakon végzett kisérletek eredménye

A lapmembranokkal végzett kisérletek alapjan megallapitottam, hogy a baktérium a
membran feliiletén a szilard taptalajon valdé novekedéshez hasonlo kinetikdju, bar lassabb no-
vekedést mutat. A porusméret a vizsgalt tartomanyban nem befolyasolta az eredményeket,
viszont az erésen hidrofob membranon nem tortént ndvekedés, csak a hidrofilen. (Az MGR-
ként hasznalt X-flow modul hidrofilitasarél nem 4allt rendelkezésemre gyartoi adat, viszont
mivel elsésorban vizes oldatok szlirésére hasznaljak, feltételezem, hogy inkabb hidrofil jelle-
gli. Viszont a porusmérete ultrasziir tartomanyban van, illetve a lapmembrantdl anyagaban és
feltehetdleg egyéb feliileti tulajdonsagaiban is eltér.) A kovetkezd kisérletekben a lapmemb-
ranoknal bevalt 0,2 um-es porusméretii, de kapillaris kialakitasi membranon vizsgaltam a
biofilm-képz6dést. Mivel a feliileti tulajdonsagokat meghatarozonak tartom az eddigi tapasz-
talatok alapjan, a membrén és a sejtek kozti adhéziot eldsegitd anyagokat teszteltem ebben a
rendszerben, majd a legjobbnak bizonyult anyaggal hossza tavu, ,,folyamatos tizemmoda”

miikodést is megvalositottam.

5.4.1. Inokulalasi segédanyagok biofilm-képzddésre gyvakorolt hatasanak vizsgalata

Az inokulalasi segédanyagok — agar, CMC, Tween 80 — tesztelésére iranyulo kisérlet so-
ran harom hétig kdvettem nyomon az egyes biofilmek fejlodését. A 4.8. tablazatban feltiinte-
tett beallitasi pontok mindegyikénél harom parhuzamos kapillarist terveztem vizsgalni, hogy a
vizsgalt valtozok hatdsat megbizhatobban el tudjam kiiloniteni a bioldgiai rendszerek valtozé-
konysagabol eredd eltérésektdl. A kisérlet soran azonban szadmos olyan probléma lépett fel,
amely értékelhetetlenné tette az adott rendszert. Ezek részben konstrukcios hianyossagok vol-
tak — pl. a membran és az injekcios tii illesztése elengedett, a kapillaris hozzaért a kémcs6
falahoz és a sejtek az tivegfeliilethez tapadtak, stb. —, valamint a membranszal eltomddése is
tobbszor eléfordult, ez utdbbi jelenséget az 5.16. abra kapcsan részletesebben is targyalom.
Tovabba az is eléfordult, hogy ismeretlen okbdl egyaltalan nem vagy csak elvétve jelentek
meg telepek a kapillarisokon. A felmeriilt nehézségek miatt a teljes kisérletsorozatot megis-
mételtem azonos koriilmények kozott, és az ily modon megdupldzott mintaszambol vélasztot-
tam ki az analizalhat6 rendszereket. Az Osszehasonlithatdo parhuzamosok szama igy is tobb
esetben haromnal kevesebb volt, ezért a kapott eredményeket kellé koriiltekintéssel kell ke-
zelni.

A biofilm fejlddésének iiteme az alkalmazott segédanyagtol fiiggetleniil minden esetben
kozel azonos modon zajlott, ezért a folyamatot a C8-as bedllitas egyik parhuzamosaval szem-
1¢ltetem (5.10. abra). (Egy-két nap eltérés eléfordult a fejlédés sebességében, de ez nem muta-
tott Osszefliggést az inokuldlasi segédanyagokkal, a biologiai rendszerek valtozékonysaga és
egyéb, egyeldre nem azonositott tényezok allhattak a hattérben.)

A kisérlet inditasatol szamitott elsd két napon nem tortént szemmel lathatd valtozas, ha-

sonldan a lapmembranokkal végzett kisérletekhez. A harmadik napon mar éltaldban megfi-
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gyelhetd volt egy halvany, krémszinli réteg, mely az ezt kdvetdé harom-6t nap soran eldszor
halvany r6zsaszin, majd egyre sotétedd barnas-vords arnyalatiivd valt. A tenyésztés korai sza-
kaszaban tapasztalt vordses pigmentaltsag prodigiozinok jelenlétére utal, amint azt a 2.2.4
fejezetben ismertettem. A masodik hét végén mar az aktinorodinra jellemzd, sotétlila szin
dominalt, majd a 16-18. nap kozott megjelentek a halvanysziirke spordk. A biofilm feliilete a
masodik hét folyaméan sok esetben barazdalttd valt, ennek id6pontja azonban valtozd volt,
nem is kovetkezett be minden mintandl. A vastagabb biofilmeknél jelentdsebbnek tiint a ba-
razdaltsag, ami a membran feliiletegységére jutd nagyobb sejttomeggel vagy a vastagsadg miatt
erdteljesebb tapanyag-limitacidval is Osszefliggésben lehet. Emellett a viztartalom is szerepet
jatszhat a folyamatban, mivel a szdrazabb feliiletli (kevésbé nyalkas) telepek barazdaltabbak
voltak. (Ugyanakkor konnyen lehet, hogy pusztan a vastagabb €s szarazabb feliiletii biofilmen

feltindbb a jelenség.)

4. nap 6. nap 8. nap 11. nap 18. nap 22. nap

5.10. abra: Biofilm kialakulasa és novekedése (C8-as bedllitas egyik mint4jan bemutatva)

[sajat abra]

Szinte kivétel nélkiil megfigyelhetd volt a membran felsd szakaszan, a betaplalashoz
kozel egy vastagabb csomd, mely két hét utan is még a kezdeti intenziv novekedésre jellemzo,
halvanysarga szini volt, mikézben a biofilm tobbi része szekunder anyagcserét folytatott,
illetve sporazott. (Erre a jelenségre még az 5.4.4. alfejezetben kitérek.)
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Az elso telepek elszortan vagy javarészt 0sszefiiggd filmet alkotva is megjelenhettek. Az
1d6 elorehaladtaval a membran boritottsaga jellemzden javult, de ahogy a fenti abran is latha-
to, a sejtek els6dlegesen a kitapadasi helylikon novekedtek, sok esetben a kisérlet végére sem
kolonizaltak a teljes feliiletet. Az is gyakran el6fordult, hogy membran teljes hosszaban elter-
jedt a biofilm, de csak az egyik oldalon. Altalaban véve elmondhato, hogy a telepek kezdeti

eloszlasa a végso boritottsagot jelentésen meghatarozta.

5.2. tablazat: Inokulalasi segédanyagok hatdsa a biofilm vastagsadgara és homogenitasara

s

crer

huzamosokat a, b, ¢ betiik jelolik)

boritottsag [%0] vastagsag [mm]
fiiggbleges  vizszintes | atlagos  maximalis
minta bt bv Jitlag Omax
K_a 100 70 0,3 1,5
K_b 100 55 1,9 4,6
K_c 100 60 0,5 3,3
T a 90 70 2,0 4,2
T_ b 100 85 0,7 3,5
Al _a 80 60 0,2 1,1
Al b 65 40 0,7 2,5
A3 _a 100 80 1,2 4,3
A3 _D 100 60 1,8 4.4
A3 _c¢ 100 60 1,1 4,7
A5 _a 95 100 0,1 0,2
A5 D 100 60 1,1 2,8
C2_a 50 75 1,4 3,0
C2_b 100 80 1,8 4,5
C5_a 80 40 1,0 3,4
C5_b 80 70 1,4 3,9
C8_a 40 50 2,4 4,3
C8_b 100 60 2,5 4,6
C8_c 100 50 0,8 4,6
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A szinanyag termelddésében tehat nem tapasztaltam szamottevo eltérést az egyes bealli-
tasi pontok kozott, a kialakuld biofilm vastagsagdban és a membran boritottsagaban ezzel
szemben megmutatkozott az inokulalasi segédanyagok hatasa. Ugyanakkor az adatok véaltoza-
tossdga miatt nem egyértelmii, hogy melyik beallitdsi pont az optimalis, ezért az 5.2. tabla-
zatban feltiintetett adatokkal elvégeztem a fékomponens-analizist a 4.5. fejezetben leirt mo-
don.

A négy vizsgalt paraméter informéciotartalmat két fokomponenssel irtam le, melyek ko-
zill az els6 fokomponens variancidja 47,9 %, a masodiké pedig 29,6 %. Tehat a két fékompo-
nens egylittesen a teljes variancia 77,5 szazalékat irja le, amely — figyelembe véve az adatsor
sajatossagait — megfelel6 kompromisszumnak tekintheto.

A valtozok vektorainak a faktorsikra es¢ vetiilete 1athatd az 5.11. abran. A vektorok hos--
sza arra nézve ad informaciot, hogy a hozzajuk tartozo valtozét milyen pontosan irja le az
analizis. Ennek érzékeltetését segiti a piros vonallal jelolt, egységsugart korrelacids kor: mi-
nél jobban megkozeliti egy vektor a korvonalat, annal nagyobb mértékben irja le a variancia-
jat a két valasztott fokomponens. A fenti abra alapjan a maximalis vastagsagot szinte teljesen,
a atlagos vastagsagot és a fliggoleges boritottsagot jo kozelitéssel jellemzi az analizis, mig a
vizszintes boritottsag variancidjat mar gyengébben magyarazza. A vektorok irdnya azt mutatja
meg, hogy milyen erds a korrelacios egyiitthat6 a fékomponensek és az egyes valtozok kozott.
Az atlagos €és a maximalis vastagsag vektora a vizszintes tengellyel kozel parhuzamos, igy az
els6 fokomponens elsddlegesen ezekrdl ad informaciot, mig a masodik fékomponens inkabb a

boritottsag — kiilondsen annak fliggbleges tagjanak — varianciajat foglalja magaban.
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5.11. abra: Valtozok leképezése a faktorok sikjaban (dauag és Omax = dtlagos és maximalis

biofilmvastagsag, by és bt = vizszintes és fiiggdleges boritottsdg) [sajat abra]
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Az egyes vektorok altal bezart szogbdl kovetkeztetni lehet a valtozok kozti korrelaciora.
Azonos iranyba mutatd vektorok esetén pozitiv, ellentétes irany esetén negativ korrelacio all
fenn, mig az egymasra merdleges vektorok kozott nincs a statisztika altal leirhatod kapcsolat.
Az éltalam vizsgalt valtozokrol megallapithato, hogy az atlagos és a maximalis vastagsag ko-
z0Ott pozitiv korrelacio all fenn, tehat a nagyobb atlagos vastagsag altalaban nagyobb maxima-
lis vastagsaggal parosul. A boritottsag két komponensénél kevésbé erdteljes ez a kapcsolat,
ahogy azt a vizualis megfigyeléseim alapjan vartam is, hiszen gyakori volt az inhomogén bio-
film-képz6dés, a membran egyik oldalan torténd novekedés, ami jo fiiggbleges és gyengébb
vizszintes boritottsaggal jellemezhetd. Az 5.11. ébra alapjan a vastagsag €s a boritottsag ko-
zOtt nincs kimutathatd 6sszefiiggés, feltehetdleg kiilonbozo tényezok hatarozzak meg a bio-
film ezen tulajdonsagait. Ezt a megallapitast a tovabbi fejlesztések soran fontos szem el6tt
tartani, hiszen mas paraméterek valtoztatasara lehet sziikség attol fliggden, hogy melyik tulaj-
donsagot szeretnénk befolyasolni. Ahogy arra kordbban is utaltam, a boritottsdgot elsddlege-
sen az hatarozta meg, hogy kezdetben hol tapadtak meg a sporak, tehat az inokulalasi eljaras
optimalizalasaval lehetne javitani az eredményt. A biofilm ndvekedésében, fejlodésében na-
gyobb szerepet jatszanak a tenyésztés koriilményei — a tapanyag-ellatottsag, homérséklet, stb.

—, ennek vizsgalatira a késobbi kisérletek sordn térek ki.
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5.12. abra: Fékomponens-analizis eredménye [sajat abra]
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A valtozok helyett az egyes mintakat is megjelenithetjiik a faktorok sikjadban, ennek
eredménye lathato az 5.12. dbra bal oldalan. Idedlis esetben az azonos bedllitdshoz tartozo
parhuzamosok egymashoz kozel (egy csoportban, vagyis klaszterben) helyezkednek el. Minél
tavolabb jelenik meg két minta egymastdl az abran, anndl nagyobb az eltérés koztiik a vizsgalt
valtozokat illetéen. Az elemzésénél fontos figyelembe venni, hogy az els6 fékomponens men-
tén nagyobb a variancia, tehat a vizszintes tengelyen mért tdvolsagok nagyobb valddi eltérést
jelentenek, mint a fliggdleges tengelyen mértek. Az 5.12. 4bra alapjan az egyes inokulalasi
segédanyagok hatdsa nehezen hatdrozhat6 meg, mivel a parhuzamosok szoérdsa miatt a klasz-
terek megallapitasa nem evidens. Példaul a Tween és az 1 g/l-es agar egyértelmiien kiilon
csoportba sorolhatd, ugyanakkor a 2 g/l-es CMC mindkét csoporthoz kozel esik.

Az optimalis segédanyag ¢és koncentracid kivalasztasahoz a mintdk és a valtozok fak-
torsikra eso vetiiletét egyiittesen kell vizsgalni (ennek megkonnyitése érdekében az 5.11. abrat
is feltiintettem az 5.12. 4bra jobb oldaldn). A gradosztat reaktor koncepcidjanak megvalosita-
sdhoz a membran feliiletét minél nagyobb mértékben lefedd, megfeleld vastagsaghi biofilm
kialakitasara van sziikség. (Amint azt a 2.3.4. fejezetben kifejtettem, a vastagsag bizonyos
hatarérték felett limitalhatja az oxigénpenetraciot. Ugyanakkor a jelenlegi kisérleti fazisban,
ahol a cél a minél jobb fedés és a termeld biofilm kialakitdsa, a nagyobb atlagos biofilm-
vastagsagot tekintem kedvezdbbnek, feltételezve, hogy egyik esetben sem érem el az ideélis
tartomany felsé hatarértékét.) Eszerint a vizsgalt beallitasok koziil azok johetnek szamitasba,
melyek dmax €s br vektorok altal kozrezart teriileten helyezkednek el, ezt jeloli a bal oldali ab-
ran a fekete korvonal. Ide tartoznak a 2 g/l-es és 8 g/l-es CMC, a Tween ¢és a kontroll beallita-
sok egyes mintai, ugyanakkor a megfeleld parhuzamosaik tavol esnek a kijeldlt régiotol, igy
nem mondhatd egyértelmiien pozitivnak ezen segédanyagok — illetve azok hianyanak — hata-
sa. A 3 g/l koncentracioban alkalmazott agar parhuzamosai viszont mindharom esetben egy-
mashoz kozel és az optimalis tartomanyban helyezkednek el, ezért ezt itéltem a legsikere-
sebbnek. Bar ez a beallitas az 5.12. abra alapjan a kontroll rendszerhez képest — annak Osszes
mint4jat figyelembe véve — mind a vastagsag, mind a boritottsag tekintetében kedvezdbbnek
tlinik, a segédanyag hatasardl pontosabb képet akartam kapni, ezért tovabbi elemzést végez-
tem a kétféle beallitas 6sszehasonlitdsdhoz.

Az A3-as és kontroll rendszerek eredményeit STATISTICA programban Tukey HSD
teszttel paraméterenként Gsszehasonlitottam, igy megallapithatd, hogy az egyes valtozok ese-
tén tapasztalt eltérés statisztikailag szignifikans-e. A kapott p-értékeket az 5.3. tablazatban
tiintettem fel. (Mivel a boritottsag fliggbleges komponense a két rendszer mindharom parhu-
zamosanal szaz szazalékos volt, e tekintetben nem mutatkozott eltérés, ezért csak a masik

harom paraméterre végeztem el az elemzést.)
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5.3. tablazat: Valtozok p-értéke (A3-as és kontroll rendszerek 6sszehasonlitasa)

valtozo p-érték
vizszintes boritottsag 0,566
atlagos vastagsag 0,443
maximalis vastagsag 0,216

Az adatok alapjan p < 0,05 szignifikanciaszint mellett egyik paramétert tekintve sem
mondhato statisztikailag szignifikansnak a két beallitas kozotti eltérés. A maximalis vastagsag
esetén kaptam a legkisebb p-értéket, tehat itt a leger6sebb a segédanyag hatasa, mig a boritott-
sadgot nézve a mért eltérések nagy valoszintiséggel véletlen hatasnak tudhatok be. A két rend-
szer szemléletesebb Osszehasonlitasa érdekében egy kozos diagramon abrazoltam a harom

valtozonal mért atlagos értékeket és szorasokat (5.13. abra).
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5.13. abra: A3-as és kontroll beallitasok dsszehasonlitasa

(minden esetben a harom pdarhuzamos dtlagat és a szorast tiintettem fel) [sajat abra]

A vizszintes boritottsagot nézve az A3-as rendszer atlagos értéke nagyobb, de ez az elté-
rés tiz szazalék alatti, mik6zben a szoras 6t szazalékkal nagyobb, tehat ez az 6sszehasonlitas
megerdsiti a p-érték alapjan tett megallapitast, miszerint a vizszintes boritottsdgban tapasztalt
kiilonbségek véletlenszertiek, feltehetleg a biologiai rendszerek véltozékonysagabol adod-
nak. A biofilm vastagsagat leir6 paramétereknél azonban — a szignifikanciaszintnél magasabb
p-értékek ellenére — valdsziniisithetd a segédanyag pozitiv hatasa. Az A3-as mintak atlagos és

maximalis vastagsdga egyarant mintegy masfélszerese a kontroll rendszernél mért értékeknek,
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ami jelentds kiilonbségnek szamit. A kontroll rendszer esetében rendkiviil magas, 97 és
50 %-os szorasokat mértem d(max), illetve d(atlag) esetén, mig az A3-as beallitasnal ugyan-
ezen paraméterek szordsa 28, illetve 5 %-os. Ez egyrészt magyarazatot ad arra, hogy a Tukey
HSD teszt miért nem mutatja szignifikdnsnak ezen valtozok esetén a segédanyag hatasat —
hiszen a szérasok kozt atfedés van —, masrészt megallapithato, hogy agar hozzaadasaval csok-
kenthet6 a biofilm vastagsdgaban tapasztalt bizonytalansag, tehat javul a reprodukalhatosag.
Az inokulalasi segédanyagok vizsgalatara iranyuld kisérletsorozatban tehat a 3 g/l-es a-
garoldat 6sszességében pozitiv hatassal volt a biofilm-képzédésre, ezért a tovabbi kisérletek
soran ezt alkalmaztam. Emellett tobb olyan beéllitasi pont lehetséges — kiilonds tekintettel a 8
g/l-es CMC-re —, melyek szintén javithatjak a biofilm tulajdonsagait, ezek igazolasahoz azon-
ban tovabbi kisérletek sziikségesek, melyek nem képezik részét a disszertacioban bemutatott

tovabbi kutatasaimnak.

5.4.2. A3-as kapillarisok hosszutavu iizemeltetése

A membran gradosztat reaktor koncepcidjanak egyik legfontosabb eleme, hogy elvileg
folyamatos iizemmodban, hosszatdvon megvaldsithaté benne a szekunder metabolitok terme-
Iése. Ennek gyakorlati megvaldsitasarol azonban tudomasom szerint mindossze két publikacio
jelent meg: Luke és mtsai. [65] Neurospora crassa penészgombaval végeztek egy kozel két
honapig tartd bioremediacios kisérletet, valamint De Jager és mtsai. [73] vizsgaltak 18 napos
kisérletben S. coelicolor novekedési kinetikajat (a keletkez6 aktinorodin mennyiségérdl azon-
ban nem k&zoltek adatot). A hosszutava lizemeltetésrdl tehat rendkiviil kevés informécio all
rendelkezésiinkre, éppen ezért a biofilm-fejlddés szempontjabol legsikeresebbnek bizonyult
ben bemutatott kisérletet kovetéen tovabbi 25, tehat Gsszesen 45 napig lizemeltettem.

Az inokulalastol szamitott 14. naptol kezdve tovabbi analizis céljabol gyljtottem a kém-

cs0 aljaban 0sszegyiild permeatumot a kovetkezd modon:

egy tiszta, szaraz kémcso tomegét analitikai mérlegen lemértem,
— akémcsovet autoklavban sterilizaltam (121 °C-on, 20 perc hdntartéssal),
— a kapillarist a kémcsovet lezaro vattadugonal fogva kiemeltem a kémcsdbdl, €s a
teljes rendszert (fecskenddvel egylitt) athelyeztem az ismert tomegii kémcsdbe,
— apermeatumot tartalmazo kémces6 tomegét ismét lemértem, az lires kémeso tome-
gének ismeretében pedig megkaptam a permeatum tomegét.
A kémcsovek cseréjét 3-5 naponta, 0sszesen hét alkalommal megismételtem. Az elsé 14
nap permeatumat nem analizaltam, tehat 6sszesen hat mintat kaptam. A mintakban mértem a
leirt modon. (A permeatum siirliségét a viz slirliségével azonosnak tekintettem, igy a mért
tomeget at tudtam valtani térfogatra.) Hairom parhuzamost terveztem ilyen modon iizemeltet-
ni, az elsé kémcsdcsere soran azonban az egyik membran leszakadt a felso tlirdl, igy két par-

huzamos kapillaris eredményeit mutatom be.
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5.14. abra: Aktinorodin-termelés A3-as kapillaris rendszerekben
(A3/1 és A3/2 jeldli a két parhuzamost) [sajat abra]

Az 5.14. dbra mutatja a permedtum gytjtésének kezdetétdl, azaz a kisérlet 14. napjatol —
mely az x tengelyen a 0. napnak felel meg — 6sszesen keletkezett aktinorodin mennyiségét. Az
A3/1-es kapillarisnal az elsé hisz napban a termékmennyiség linearisan névekedett, majd
kismértékben csokkent a képzddési sebesség. Az A3/2-es rendszerben a termelés iliteme eny-
hén hullamz6 volt, de a teljes kiséretet nézve ebben az esetben is jol kozelithetd a termékkép-
z0dés linearis fliggvénnyel. Az elért végsd termékmennyiség a két rendszer esetén megegye-

zett, az adatsorok parhuzamosnak tekinthetdk.
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5.15. abra: Szachar6z koncentracidja a permeatumban [sajat abra]

83



Az aktinorodinon kiviil a tdpoldatbol fel nem hasznalt cukrok koncentraciojat is mértem a
permeatumban. A malatakivonatra jellemz6 kromatografias csucsok egyik mintaban sem je-
lentek meg, tehat az inokulaldstol szamitott 14. napra olyan biofilm alakult ki, mely a memb-
ranon lassan atjutd tapoldatbol teljes mértékben hasznositja a malatakivonat cukorkomponen-
seit.

Az 5.15. 4bran lathatok a permeatumokban mért szachar6zkoncentraciok, valamint viz-
adatsorok ebben az esetben is jo egyezést mutatnak, csak az utolsd6 mintanal tapasztaltam na-
gyobb eltérést a két parhuzamos rendszer kozott. Az elsd harom minta szachardézkoncentra-
cidja 20 g/l alatti volt, a 21. naptol kezdve viszont végig 20 és 30 g/l tartomanyba esett, vagyis
meghaladta a kiindulasi tapoldatra jellemz6 értéket. Az ellentmondasosnak tiind adatok értel-
mezés¢hez sziikséges az a megfigyelés, miszerint az ekkorra kialakult ardnylag vastag, baraz-
dalt biofilm feliiletén a membran feldl érkezd cseppek hosszan megiiltek, mieldtt a kémcsd
aljaba keriiltek volna. Ez 1d6 alatt feltehetdleg annyi viz parolgott el a 28 °C-on termosztalt
kémcsobol, mely az atlagosan 0,5 — 1 ml térfogati mintadknal mar aranyaiban jelent6s men--
nyiségnek bizonyult. Az ismeretlen mértékli toményedés miatt a mért koncentraciok szamér-
téke nem értelmezhetd. Ugyanakkor a ndvekvo trendet, mely mindkét parhuzamosra jellemzo,
valdsnak fogadom el, és a jelenségre az alabbi két magyarazatot tartom lehetségesnek:

— a biofilm fejlédése lelassult, az eloregedd tenyészet pedig a fiatalabb sejtekhez
képest kevesebb szacharozt hasznalt fel;

— az id6 elérehaladtaval — a vastagodas és a barazdalodas kovetkeztében — a biofilm
feliilete nd, illetve hidrofobicitasa valtozik, ez pedig a parolgési viszonyokra is ha-
tassal lehet.

Az emlitett okok csupan feltételezések, melyek igazolasara nem volt modom; ezek egyiit-
tes hatdsa vagy egyéb folyamatok is allhatnak a toményedés hatterében.

Osszességében elmondhatd, hogy az egyedi kapillarisszalas rendszereket 45 napon ke-
resztiil sikeresen ilizemeltettem, a termékképzddés sebessége pedig a kisérlet végére sem

csokkent jelentOsen, tehat a kidolgozott berendezés hosszutava miikodtetésre alkalmas.

5.4.3. Eltomddés a kapillaris belsejében®

Az egyedi kapillaris szalakkal végzett kisérletek soran tobb esetben is azt tapasztaltam,
hogy a membran felsé végén, egy csomoban vagy rovidebb szakaszon fejlodott a biofilm, mig
a betaplalasi ponttol tdvolabb esd szakaszon csak néhany telep jelent meg elszortan, azok is
csak minimalis fejlédést mutattak a kisérlet elérehaladtaval (5.16. abra a) rész). A jelenség
okanak felderitése érdekében az egyik ilyen membrant keresztben elvagtam két ponton, majd
az igy kapott szakaszokat hosszaban kettévagtam. Ahogy a fényképeken is latszik, a biofilm-

mel boritott szakaszon a kapillaris belsejét teljes keresztmetszetében kitoltotték a sejtek, mig

3 Az 5.4.3. fejezetben leirtakat a ,,The concept and practical challenges of membrane gradostat reactors”
cimi publikaciomban kifejtettem.
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az alsébb régioban nem volt szabad szemmel lathato telep. Ebbol arra kovetkeztettem, hogy a
baktérium atjutott a membran faldn, megtapadt a belsé feliileten, intenziv ndvekedésének
eredményeként pedig elzarta a kapillaris belsejét, igy az alsébb régidoba nem jutott tapanyag és
nem fejlédott ki a biofilm.

a)? ; b)

5.16. abra: Eltomddés a kapillaris belsejében [sajat képek]

Az emlitett jelenség azért érdekes, mert az alkalmazott membran atlagos poérusmérete 0,2
um, tehat a membran elvben visszatartja a baktériumokat, hiszen a sporak jellemzden 1,2 um
[118], a hifak pedig 0,62 um [32] (egy régebbi forras szerint 0,7 um [117]) atlagos atmérdji-
ek. Ugyanakkor a gyartasi eljaras (fazisinverzid) soran kis szamban keletkeznek az atlagosnal
joval nagyobb méretli — akar néhany um-es — porusok is, melyek egy hagyomanyos vegyipari
miiveletben — a szelektivitds enyhe csokkentésétdl eltekintve — nem okoznak problémat. Bio-
logiai rendszerek esetén azonban mar néhdny, a membran falan atjuto sejt is képes lehet el-
szaporodni, ami a lumen eltomddéséhez vezethet.

Egy masik lehetséges magyarazat a fenti jelenségre a Streptomyes fajok azon kiilonleges
képessége, miszerint a hifa atmérdjénél Iényegesen kisebb porusokon is képesek atjutni. Wolf
¢és mtsai. [117] tiz kiilonb6zé Streptomyces fajjal végzett kutatasuk soran megallapitottak,
hogy ezek a mikroorganizmusok bizonyos mértékii flexibilitdst mutatnak, melynek révén a
0,7 um atlagos atmérdjt hifak képesek akar 0,2 pm atmérdji fonalakka 6sszehuizodni, ezéltal
atjutnak a hagyomanyos mikrosziird membranokon. (A természetben feltételezhetden a talaj-

szemcsekbe vald bejutast teszi lehetéve ez a képességiik.)
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Barmelyik magyarazat is a helytallé jelen esetben, a tapasztalat azt mutatja, hogy a
membran gradosztat reaktorban alkalmazott membranok esetén az ultrasziir6 belsé réteg meg-
léte elengedhetetlen a sejtek bejutasanak megakadalyozasahoz — legalabbis Streptomyces fa-

jok esetén mindenképpen.

5.4.4. Inhomogén tapanvag-eloszlas a kapillarisokban

Ahogy azt a kapillarisokon kialakul6 biofilm jellemzésénél emlitettem (lasd 5.4.1. feje-
zet), az esetek tobbségében a membran felsé végénél a biofilm erésen megvastagodott. Ez a
csomo a szine alapjan itélve tovabb maradt az intenziv novekedés fazisdban, késobb kezdett
aktinorodint termelni, mint a biofilm tobbi része.

A rendszer felépitésébdl adodoan ugy gondolom, a csomo kialakulasanak oka az inho-
mogén tapanyag-eloszlas a lumenben. A reaktor Osszeallitasandl a kapillarist feltoltom tap-
anyaggal, majd alul lezdrom. Ha a membran kiils¢ feliiletén is jelen van egy vékony folyadék-
réteg, a folyadék membranon keresztiili &ramlésanak hajtéereje csupan a folyadékoszlop hid-
rosztatikai nyomadsa, ami a reaktor méretébdl adodoan rendkiviil kicsi (néhany mbar nagysag-
rendl). Ennek eredményeként abiotikus koriilmények kozott a tapoldat atszivargasa a memb-
ranon — tehat a tapanyag-utanpotlas — rendkiviil lassu folyamat. Az inokulalasi kisérletek
megkezdése eldtt végeztem méréseket arra vonatkozdan, hogy pontosan milyen gyors a fo-
lyadéktranszport a membranon keresztiil, illetve befolyasolja-e a folyamatot a segédanyagok
hasznalata. A fecskendokbe 5 ml desztillalt vizet toltve egy hét alatt 1 — 1,5 ml permeatum
keletkezett minden esetben, tehat az alkalmazott segédanyagoktol fiiggetleniil valoban rend-
kiviil lasst a folyadéktranszport. Inokulalt rendszerek esetében viszont a membran kiils felii-
letén megtapadd baktériumok felveszik a tdpanyagokat, ezaltal koncentracidgradiens alakul
ki, ami tobb nagysagrenddel is megnodvelheti a transzport hajtoerejét. Amennyiben a betapla-
lasi ponthoz kozel 1€v6 sejtek hatékonyan felveszik a tdpoldat komponenseit, a membran al-
sobb régidiba — belsd keringetés hidnyaban — egy tapanyagban szegényebb folyadék keriil.
Ennek eredménye a betaplalasi ponthoz kozeli, intenziven novekedd csomé (5.17. abra a)
rész), €s a vékonyabb, hamarabb 6regedd biofilm a membran tébbi szakaszan.

Hasonloan, Sheldon és Small [67] is azt tapasztalta dead-end tizemmodban alkalmazott
kapillaris membranok esetén, hogy a kialakul6 biofilm a betaplalasi ponttol tavolodva egyre
vékonyodik, feltehetdleg a koncentracio-gradiens eredményeként (bar 6k nem kiilonallo cso-
mordl, hanem folyamatos elvékonyodasrol szdmoltak be).
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5.17. abra: A membran felsé végén kialakult csomo struktiraja (A3-as kapillaris esetén)

[sajat abra]

Azért, hogy a csomo bels6 struktarajarol is képet kapjak, az A3/1-es biofilmet a 45 napos
kisérlet végén pengével dvatosan kettévagtam. Elozetesen egy tobbé-kevésbé tomor, esetleg
kiilonboz6 rétegekbdl allo biofilmre szamitottam. Ehelyett azonban a felvagaskor sotétlila,
enyhén kocsonyas folyadék tdvozott a belsejébdl, és csak egy vékony, bardzdalt burok maradt
a csomobol (5.17. dbra). Az elvégzett kisérletbdl nem deriilt ki szdmomra, hogy kezdettdl
fogva igy nétt a biofilm, vagy csak egy késdbbi fazisban, a sejtek oregedésének eredménye-
ként folydsodott el a belsd réteg. Ennek kideritése olyan kisérlettel lenne lehetséges, melynek
soran egyszerre inokulalt, parhuzamos kapillarisokbol adott id6kozonként egyet felvagunk,
igy a belsd struktura fejlédése nyomon kovethetdve valna.

Az egyedi kapillaris szalas rendszer korlatai — inhomogén tapanyag-eloszlas, nehézkes
1éptékndvelés, kevés szamszerlisithetd mérési adat, stb. — miatt szlikségessé valt egy mecha-
nikailag stabilabb, 1éptéknovelt rendszer kidolgozasa, ahol a felmeriilt problémakat részben
orvosolni tudtam.
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5.5. Biofilm kialakitasa SevenBore membranon — lIéptéknévelt MGR

Az egyedi kapillaris szalakkal végzett kisérletek f6 tanulsagai kozé tartozik, hogy:
— amembran gradosztat reaktorban ultraszliré — vagy belso ultrasziird réteggel ren-
delkez6 — membranra van sziikség;
— dead-end tlizemeltetés esetén az inhomogén tapanyageloszlas korlatozza a biofilm
fejlodését, a membran hossza mentén egyenldtlen novekedéshez vezet;
— a biofilm vastagsaga és a membran feliiletének boritottsaga az inokulumhoz 3 g/l
koncentracioban adagolt agarral novelheto.
Ezen megallapitasok alapjan, SevenBore membran felhasznélasaval alkottam meg azt a
1éptékndvelt membran gradosztat reaktort, melynek eredményeit és tapasztalatait ebben a fe-
jezetben bemutatom.

5.5.1. A reaktorok iizemeltetése soran tett megfigyelések

A kisérlet soran fertdzés nem lépett fel, tehat a sterilizalasi eljarasok sikeresnek bizonyul-
tak. A permeatum kezdetben teljesen tiszta, attetszd volt, majd hozzavetdlegesen a tizedik nap
kornyékén kis mennyiségii lebegé anyag jelent meg benne. A kisérlet ezen fazisaban ugyanis
a biofilm kiils6 rétegében 1évo, eloregedett sejtek egy része levalt, a membranon atjut6 tapol-
dattal lemosodott, és igy bekeriilt a permeatumgyiijtobe is. A l1-es reaktor permedtumgyiijtoje
500 ml térfogath volt, ezért egy alkalommal kiiiritettem az edényt, hogy beleférjen a permea-
tum. (Ehhez steril fecskenddtiivel atszirtam az tivegedényt €s a steril levegdsziirét 6sszekotd
szilikoncsovet, és a fecskenddvel kiszivtam a folyadékot.)

Az eldzetes feltételezésem az volt, hogy a biofilm iddvel eltdmi a membrant és olyan
mértékben akadalyozza a tadpoldat atjutasat, hogy a folyadék egy része tovabbhalad a memb-
ran als6 végéhez csatlakoz6 fémcsovon at az elfolyo-gytijtébe. Ez az edény azonban a kisérlet
végéig lires maradt, tehat a biofilm nem tomitette el a membran porusait. (Ezt a megallapitést
a kisérlet leallitasat kovetd megfigyelések is alatdmasztjak.)

Az inditast kovetd masodik napon valtak lathatéva a telepek, kezdetben vékony, Sarga
filmet képezve a membran feliiletén, majd ez a filmréteg vastagabba, feliilete barazdaltta valt.
Mindkét membran esetében teljes boritottsagot sikeriilt elérni mar az lizemeltetés elején. A
telepek szinének valtozasa az egyedi kapillarisoknal leirthoz (5.4. fejezet) hasonloan alakult,
de akadtak eltérések. A fejlodés iiteme a SevenBore reaktorok esetén jelentdsen gyorsabb
volt, ami a folyamatos betaplalasbol szarmazd jobb tapanyag-ellatottsaggal magyarazhato.
Mig a kapillarisokon a kezdeti vilagos, krémszinii réteg néhany nap utan rézsaszin, majd piros
arnyalatiiva valt, a SevenBore esetében egy ¢lénksargabol barnaba torténd atmenetet figyel-
hettiink meg (5.18. abra). Az ezt kdvetd egyre sotétiild lila szin minden rendszerre jellemzd
volt. Tovabbi kiilonbség az egyedi kapillarisoknal tapasztaltakhoz képest, hogy itt mar a 6.
napon, a még sargasbarna telepeken megjelentek sporazo részek, mig a kapillarisoknal csak a

sotétlila, tehat aktinorodint nagyobb mennyiségben termeld sejtek sporaztak.
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A szint és a sporazast illetd kiilonbségek arra engednek kovetkeztetni, hogy a sejtek
génexpresszidjat — a metabolittermelés profiljat, a sporaképzddés megindulasat — befolyasol-
tak a két rendszer kozti kiilonbségek, feltehetdleg a jobb tapanyag-ellatas, illetve a nagyobb

sejttomeg.

6. nap 13. nap 6. nap 13. nap
I-es reaktor k6zéps6 szakasza ll-es reaktor alsé szakasza

5.18. abra: Szinvaltozas és sporazas a termosztalt (bal oldali, 1-es) és a nem termosztalt (jobb
oldali, I1-es) reaktorokban [sajat abra]

Mindkét reaktor esetén megfigyelhetd volt egy vertikalis gradiens a biofilm fejlédésében:
a felso, betaplalasi ponthoz kozeli rész néhany nappal hamarabb érte el az egyes fejlédési fa-
zisokat, mint az alsobb szakaszok. Az I-es és II-es reaktorok azonos fazisokon mentek keresz-
tiil, viszont a termosztalt rendszer (I-es) gyorsabban valtozott, és ez esetben kisebb volt az
also és felsé zonak kozti kiilonbség (5.19. abra).

A masodik hét soran a membranok elkezdtek kifel¢ gorbiilni, a harmadik héten mar lat-
vanyosan meghajlottak, a II-es hozz4 is ért a reaktor faldhoz, valamint a reaktortestet és a szi-
vopalackot 0sszekotd szakaszon jelentds mennyiségii telep jelent meg (szintén a sejtek lemo-
sodasanak kovetkezményeként), igy a 20. napon leallitottam a kisérletet.
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6. nap 13. nap 20. nap

5.19. abra: Biofilmfejlédés menete (a képparok bal oldali tagja az I-es, a jobb oldali a Il-es

rendszerrdl késziilt) [sajat abra]

5.5.2. A Kkisérlet leallitasat kovetd analizis

Az alabbiakban a reaktorok szétszerelése soran szerzett tapasztalataimat, valamint a bio-
film és a permedtum analizisének eredményeit mutatom be.

Amikor a pumpafejbdl kivettem a szilikoncsoveket, a I1-es reaktorhoz tartozo betapcsdbe
visszaaramlott néhany ml sotétkék folyadék a lumenbdl. A folyadékbdl mintat vettem mik-
roszkopos analizishez, és megallapitottam, hogy nem tartalmaz sejteket, ami igazolja, hogy a
membran sikeresen visszatartja a sejteket.

Az lizemeltetés soran rendszeresen bejeldltem a tapoldatot tartalmazo edény oldalan a fo-
lyadékszintet és feljegyeztem az id6pontot, a leallitast kdvetden pedig meghataroztam az
egyes szintjeldlésekhez tartozo térfogatot. Az igy kapott adatokbol kiszamitottam a tapoldat
fogyasanak sebességét. Amint az 5.20. abran lathatd, a tapoldat a kisérlet teljes idGtartama
alatt kozel azonos sebességgel fogyott, a kialakulo biofilm nem volt ra hatassal. (A perisztal-
tikus pumpan 1 ml/h értéket allitottam be, a valésagban ez 2 ml/h koriil ingadozott. Az eltérés
oka, hogy a megadott értéket csak megfeleld atmérdji, Masterflex csé esetén biztositja a szi-
vattyu, ez a csOtipus azonban tapasztalataim szerint sterilizalas hatdsara deformalodhat, a hoz-
za csatlakoztatott csonkokrdl konnyen lecsuszik vagy azokhoz kozel elszakad. Ezért helyette
sterilizalhat6 szilikoncsével dolgoztam, amivel viszont nem lehet pontos dramlasi sebességet

beallitani.)
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5.20. abra: Tapoldat fogyasi sebessége [sajat abra]

A 5.21. abra szemlélteti a biofilm atlagos vastagsagat mindkét rendszer esetén harom
szakaszra tagolva. Minden szakaszon ot kiilonb6z6 pontban végeztem mérést, ezekbdl sza-
moltam atlagot, illetve szorast. Az dregedésnél megfigyelhetd vertikalis gradiens a vastagsag-
ban is megmutatkozott: az alsé régid atlagos vastagsaga az I-es rendszernél 1,6-szerese, a |l-
esnél 1,3-szerese a felsonek. A termosztalt rendszer esetén a kozépso €s alsd zonakat tekintve
nagyobb vastagsagot sikeriilt elérni a nem termosztalthoz képest. Az erdsen barazdalt felszin
miatt az arkokban és a bardzdak kiils6 élénél mért atmérdk kozott jelentds kiilonbség van,

mely jelenség a membran als6 szakaszan hangsulyosabb, ez okozza a nagy szorasokat.
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5.21. abra: Biofilmek 4atlagos vastagsaga felsd, kozépso €s also szakaszra bontva [sajat dbra]
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Ahogy azt a 4.7. fejezetben leirtam, a biofilmet egyik oldalan hosszaban atvagtam, hogy
ki tudjam emelni a membrant. A levalasztds meglepden konnyen ment, a sejtek a membran-
hoz lazan, egymashoz viszont szorosan kotddtek, igy a biofilm a membran kiemelése utdn
egyben maradt (5.22. abra d) rész). A fels6 szakasz szarazabb, rugalmasabb, mig az alsé régiod
nedvesebb volt, konnyebben szétesett, kenddott. Ez a megfigyelés mindkét rendszerre igaz, de
a ll-es esetében hangsulyosabb volt a kiilonbség az egyes terliletek kozott, a termosztalt rend-
szerben a felsd szakasz is nedvesebb maradt.
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5.22. abra: A biofilm felsé (a), kozépsoé (b) és also (€) szakaszarol, valamint a membranrol
késziilt kép a rendszer leallitasat kovetden (I1-es reaktor) [sajat abra]

A membrant keresztben és hosszaban is tobb helyen elvagtam, eltomddést nem tapasztal-
tam, viszont az aktinorodin a membran kiilsé és belsé felszinét, illetve az anyagat egyarant
lilara szinezte (5.23. abra). Ahogy azt korabban emlitettem, a kisérlet elérehaladtaval a
membranok kifelé meghajlottak — feltehetdleg a biofilm sulyatol —, a leéllitds utdn azonban
visszanyerték eredeti alakjukat, tehat csak atmeneti duzzadas és meghajlas tortént.
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5.23. abra: SevenBore membran hossz-¢s keresztmetszeti képe a hasznalat elott (felsé sor) és

utana (also sor) [sajat abra]

A permeatumbol — térfogatmérés utan — mintat vettem az aktinorodin, valamint a tapol-
permeatumgyijtot a kisérlet kozben is ki kellett {iriteni, ezért ennél a rendszernél kétféle min-
ta allt rendelkezésemre: az els6 a 14. napig, a masodik a 14. és 20. nap kozott dsszegytilt per-
meatumot jellemzi. Az 5.4. tablazatban tiintettem fel az egyes mintak cukorkoncentracioit,

valamint a keletkezett aktinorodin mennyiségét.

5.4. tablazat: Permeatumok Osszetétele

reaktor | t [nap] visszamarado cukrok [g/l] aktinorodin
szacharoz gliikoz maltoz [mg]
l. 20 18,6 0,3 4,6 3,8
" 14 17,8 0,5 6,0 0,5
20 18,4 0,4 4.8 3,0

T

mely a kiindulasi tapoldatnak felel meg — 0,4 g/l-es gliikoz és 9,8 g/l-es maltdz csticsokat kap-
tam. Ennek tiikkrében a permedtum Osszetételérdl elmondhato, hogy a glik6z mennyisége
kozel megegyezett a kiindulasi értékkel, a maltéz koncentracidja pedig a 20 napos mintak
esetében mintegy 50 szazalékkal, a 14 napos mintanal 40 szazalékkal csokkent. A tapoldat

szachar6zmennyiségének szintén kdzel 90 szdzaléka megmaradt minden esetben.

93



A kisérlet kezdeti fazisaban — amig nem fejlédnek nagyobb mennyiségben a telepek — a
tapoldat szinte valtozatlanul dthalad a membranon, és a permeatum Osszetétele jo kozelitéssel
megegyezhet a tapoldatéval. Ugyanakkor a ll-es reaktor masodik mintaja alapjan megallapit-
hat6, hogy a cukortartalom jelentds része akkor sem hasznosul, amikor mar kialakult az egy-
befiliggd, aranylag vastag biofilm. Ez alapjan a jovében érdemes megfontolni az aramlasi se-
besség csokkentését, vagy kevésbé koncentralt tapkozeg alkalmazasat a veszteség csokkenté-
se érdekében.

A permeatum szine kezdetben megegyezett a tapoldatéval, majd egy hét elteltével ez a
sarga szin pirosodni kezdett, a 11. napra pedig barnasvoros lett. A kisérlet végéig még erétel-
jesebb lett a piros szin, a magas aktinorodin-koncentraciora jellemz6 sotétlila arnyalat azon-
ban nem jelent meg. Ugyanakkor mind a biofilm, mind a leallitasnal a lumenbdl visszadramlo
folyadék sotétlila volt, tehat a permeatum vildgosabb szine azzal magyarazhato, hogy a nagy
mennyiségben atjutd tdpoldat miatt sokkal higabb oldatot kaptam, mint az egyedi kapilla-
risszalak esetén. A ll-es rendszer esetén az elsé két hétben 0,5 mg aktinorodin termelddott, az
ezt kovetd hat nap folyaman pedig ennek a hatszorosa, ami megfelel mind a szinvaltozas,
mind a szekunder metabolizmus karakterisztikaja alapjan vartnak. Az I-es reaktorban kozel tiz

szazalékkal tobb termék keletkezett, tehat a termosztalas kedvezden hatott a folyamatra.

5.5. tablazat: SevenBore reaktorok dsszehasonlitasa

reaktor

paraméter | | mértékegység
termosztalt igen nem
biofilm tdmege (nedves) 4 655 3763 [mo]
nedves biofilm tomeg

/ membran hossza 274 281 [mg/cm]
biofilm tdmege (szaraz) 604 707 [mg]
biofilm viztartalma 87,03 81,21 [%0]
szaraz biofilm tdmeg 36 43 [mg/cm]

/ membran hossza

atlagos vastagsag

(felsb-als6 szakasz) 28-46 2,6-34 [mm]

EPS-bdl kinyert poliszacharid

/ széaraz sejttomeg 5,44 530 [ng/mg]
aktinorodin (0sszesen keletkezett) 3,8 35 [mg]
aktinorodin / szaraz sejttomeg 6,3 4,9 [mg/g]
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A permeatum mellett a biofilm tomegét, szarazanyag-tartalmat és EPS frakcidjanak po-
liszacharid-tartalmat is elemeztem. Ehhez a biofilmet — a nedves tomeg lemérése és homoge-
nizaléas utan — két részre kellett osztanom, de feltételeztem, hogy a homogenizalasnak koszon-
hetden az egyes részekben mért viztartalom, illetve cukorkoncentracié az egész biofilmre jel-
lemz06 adatok. A két reaktor szamszerl jellemzésére és Osszehasonlitasara alkalmas eredmé-
nyeket az 5.5. tablazatban foglaltam Gssze.

A biofilmek vastagsagat az 5.21. abra kapcsan mar részleteztem, de az Osszehasonlitas
kedvéért itt is feltiintetem a felsd és als6 szakaszokon mért atlagos értékeket. Mivel a két
membran hossza a reaktorok eltéré mérete miatt killonbozott — az I-es membran 17 cm-es, a
Il1-es 16,3 cm-es volt —, a biofilmek tOmegét egységnyi membranhosszra vonatkoztatva is
megadtam. A nedves tomeg az I-es reaktor esetében mintegy hisz szazalékkal nagyobb volt a
I1-eshez képest, a szaraz biofilm-tomeg viszont ezzel ellentétesen a Il-es reaktor esetén volt
kozel hisz szazalékkal nagyobb. A termosztalds hatdséra ugyanis a biofilm viztartalma maga-
sabb volt, amit a szétvagas soran is érzékeltem, hiszen az I-es reaktorhoz képest itt kevésbé
szaradt ki a tenyészet fels6 szakasza.

A biofilmet alkot6 mikroorganizmusok szamara elengedhetetlen a megfelelé mennyiségii
viz jelenléte: fenntartja az ozmotikus nyomadst, tovabba fontos szerepe van az oldott tapanya-
gok ¢és a sejtek altal termelt extracellularis vegyiiletek transzportjaban [119]. Ugyanakkor a
csOkkent viztartalom mint kdrnyezeti stressz kivalthatja bizonyos szekunder metabolitok ter-
melését [120]. Roux-edényeken készitett tenyészetek esetén megfigyeltem, hogy a taptalaj
szarazabb régidiban hamarabb kezdddott mind az aktinorodin termelése, mind a sporaképzo-
dés, ugyanakkor nem végeztem a viztartalom hatdsara iranyuld vizsgélatokat, illetve szakiro-
dalomban sem talaltam erre vonatkozo informaciot. A SevenBore membranon kialakult bio-
film esetén a magasabb viztartalom fokozottabb aktinorodin-termeléssel jart, tehat a szaraz-
sagnak a szekunder metabolizmust eldsegitd hatasardl ez esetben nem beszélhetiink.

Az EPS frakcid poliszacharid-tartalmat a két rendszernél kozel azonosnak talaltam —
minddssze harom széazalék a kiilonbség koztiik —, tehat a termosztalasnak nem volt hatdsa erre
a paraméterre. Homero és mtsai. [85] négy kiillonb6z6 Streptomyces torzs esetén azt talaltak,
hogy az EPS-nek 32 — 60 %-at teszik ki a poliszacharidok, tehat a nemzetségen beliil is elég
nagy a valtozatossag. Az adatokat egységnyi EPS-tomegre vonatkoztatva adtdk meg, a bio-
filmbdl kinyert EPS mennyiségét azonban nem kozolték, igy az értékeket nem tudom Ossze-
hasonlitani az altalam kapott eredményekkel (melyeket szaraz biofilmtémegre vetitve szamol-
tam ki). A tovabbiakban ezt szem el6tt tartva a biofilm EPS-tartalmat is célszeri meghataroz-
ni.

Osszességében megallapithatd, hogy a termosztalds magasabb viztartalmi és nagyobb at-
lagos vastagsagu biofilmet eredményezett, tovabba a biofilm fejlédésének iiteme is gyorsabb
volt. A termosztalt reaktorban Osszesen tiz szazalékkal tobb aktinrodin keletkezett a nem ter-
mosztalthoz képest, a szaraz sejttomegre vetitve pedig 28 szdzalékos a kiilonbség.
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5.5.3. Tovabbi megfontolasok és fejlesztési lehetdségek

A membran gradosztat reaktor koncepcioja szerint az inokuldlds sordn a membran kiilso
feliiletén 1évo porusok belsejében és felszinén megtapadnak a sejtek, kolonizaljak a teljes fe-
liletet, majd id6vel olyan vastagsagt biofilmet képeznek, melynek egyes rétegei a mikroba-
novekedési kinetika eltérd fazisdban vannak. Ez az elképzelés tobb szempontbdl sem valosult
meg a SevenBore membranok esetén. Egyrészt a membran anyagaba, porusaiba nem hatoltak
be a sejtek, nem tapadtak szorosan a membran feliiletéhez, ezt igazoljak a fényképek, a lu-
menbdl szarmazé folyadékminta sejtmentessége, valamint az a tapasztalat, hogy a membran a
biofilmtdl kdnnyen elvalaszthato volt a kisérlet végén. Masrészt a biofilmben nem voltak sza-
bad szemmel jol elkiilonithetd rétegek. Bar a membran feldli oldala nedvesebb volt, a sporak
pedig a kiilsd, levegdvel érintkezd feliileten képzodtek (hiszen a sporak 1égmicéliumokon
fejlédnek), a biofilm teljes keresztmetszetében az aktinorodinra jellemzo, sotétlila szini volt.
Sajnos nem alltak rendelkezésemre olyan mikroszkopos eljarasok, melyekkel pontosabb képet
kaphattam volna a struktirarél, a hagyomanyos festési technikak pedig a pigmentalt termék
miatt nem alkalmazhatdak. A biofilm feldarabolasara, bels6 rétegeinek megfigyelésére pedig
csak a kisérlet végén volt lehetdéségem, tehat a fenti megallapitdsaim csak a harom hetes alla-
potra érvényesek. Elképzelhetonek tartom, hogy a kisérlet korabbi fazisaiban kialakulnak az
elméletben részletezett, kiilonb6z6 rétegek, de az idd elérehaladtaval a belsd sejtek is eloreg-
szenek a megfeleld tapanyag-ellatottsag ellenére.

Az 1pari megvalositds szempontjabol fontos kérdés a membran jrahasznalhatosdga. Ha
az inokuldlds eredményeként a sejtek eltomitik a pdorusokat és nagyon erdsen tapadnak a
membran feliiletéhez, leallitiskor a biofilm eltavolitasa komplex feladat lehet. Kiilondsen
akkor, ha nem csak a membran tisztitdsa a c€l, hanem a biofilm anyagat, annak EPS frakciojat
is hasznositani szeretnénk, hiszen ez esetben roncsolasmentes, kiméletes eljarasokat kell va-
lasztani. Esetleg tobb 1épcsds tisztitasi technologiat lehet kidolgozni, elsd 1épésben kimélete-
sen, példaul valamilyen mechanikai eljarassal eltavolitani a biofilm nagy részét, majd erds
luggal mosni a membrant (amennyiben annak anyaga ezt lehetdvé teszi). Ez azonban noveli a
veszteséget és a koltségeket, ahogyan a membran gyakori cseréje is jelentésen megdragithatja
a technologiat. Ugyanakkor az altalam elvégzett kisérlet tapasztalata azt mutatja, hogy a Se-
venBore membranrol nagyon konnyen eltavolithaté a biofilm. Bar arra vonatkozoéan nem vé-
geztem vizsgalatokat, hogy az aktinorodin milyen modszerrel és mértékben tavolithato el a
membran anyagabdl, illetve az esetlegesen visszamarado termék gatolja-e az ujboli felhaszna-
last, a biofilm konnyli szeparacidja mindenképpen elénydssé teszi az ipari alkalmazas soran.
Osszességében tehat van némi ellentmond4s membrannal kapcsolatos elvarasainkat illetden a
gradosztat reaktor lizemeltetése €s a downstream miiveletek sordn. Amennyiben viszont nem
elvaras a ,,gradosztat elv’ megvalosulasa, a SevenBore tipusi membran idealis valasztas lehet

ehhez a technologidhoz.
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6. Osszefoglalas

Kutatdsom sordn egy specidlis, kevéssé ismert berendezés, a membran gradosztat reaktor
vizsgalataval foglalkoztam, melyet szekunder metabolitok eldallitdsara fejlesztettek ki. Az
irodalmi attekintésben ismertettem ezen vegyiiletek okoldgiai és tarsadalmi jelentOségét, to-
vabba a kisérleteimben is alkalmazott termelé mikroorganizmus, a Streptomyces coelicolor —
illetve a teljes nemzetség — legfontosabb jellemz6it. Emellett bemutattam az MGR felépitését,
miikddési elvét, valamint dsszegeztem az elérhetd publikaciok fobb eredményeit.

A kutatas {6 célja a membran feliiletén zajlé biofilmképzddés vizsgalata, az inokulélas si-
kerességét befolyasold tényezdk meghatarozasa, az inokulaléasi eljaras fejlesztése volt. Az
elvégzett kisérletek az aldbbiak voltak:

— ultrasziir6 membranmodul alkalmazdsa membran gradosztat reaktorként;
— fermentlé szlirési sajatsagainak, valamint a modulok inokuldldsdnak — mint sziiré-
si eljarasnak — jellemzése;
— S. coelicolor telepek terjedésének nyomon kovetése lapmembranokon;
— egyedi kapillaris szalas modellrendszer megalkotasa;
o inokulalasi segédanyagok tesztelése,
o hosszutava miikodtetés megvalositasa,
— SevenBore membrannal kialakitott, méretnovelt MGR iizemeltetése, ¢és a ter-
mosztalas hatasanak vizsgalata.

Az elért eredményeket az egyes kisérleteknél részletesen ismertettem, azonban néhany je-
lenség vizsgalata tobb kisérleten is ativel, igy ezeket kiilon kiemelve Osszefoglalom a jelen
fejezetben.

A membran gradosztat reaktornal tett megfigyeléseim bemutatasanal (5.1. fejezet) mar
emlitettem, hogy az aktinorodin termeldédéséhez nem sziikséges a tdpanyag-limitacio, hiszen
az inokuldlas sikertelensége folytan az aktinorodint termeld telepek is akadalytalanul hozza-
fertek a betaplalt oldathoz. Ezt a megallapitast alatdmasztja, hogy az egyedi kapillaris szalak-
ban megfigyelt eltomddés esetén (5.4.3. fejezet) a lumenben 1év6 sejtek szine megegyezett a
membran kiilsé feliilletén megtapadt sejtek piros szinével, holott a lumenben kozvetleniil
érintkeztek a tapoldattal. Tovabba mind a hosszl tdvon lizemeltetett egyedi kapillaris szalak
(5.4.2. fejezet), mind a SevenBore membranokkal kialakitott MGR (5.5. fejezet) esetén a cu-
korkomponensek jelentds része megtaldlhatd volt a permeatumban a szekunder metabolitot
termeld biofilmek esetén is (bar az egyéb tapanyagok, nyomelemek mennyiségérdl nincs in-
formaciom). Az aktinorodin képzédését kivaltdé pontos okot a mért adatok alapjan nem lehet
meghatarozni, feltételezésem szerint a sejtek Oregedésével, esetleg bizonyos metabolitok

intracellularis felhalmozodasaval 6sszefliggd, genetikai program szerinti termelés zajlott.

97



Az inokulalast kovetéen a telepek novekedése és terjedése a kisérleti koriilményektol
fliggden eltéré modon alakult. Az ultrasziird membranmodulon nem tértént szemmel lathato
novekedés, a telepek a kiindulasi helyiikon maradva 1éptek az életciklus késObbi fazisaiba. A
hasonld geometriaju, de mas anyagu egyedi kapillaris szalak esetén az id6 elérehaladtaval
jellemzden javult a membran boritottsaga, bar a teljes feliilet kolonizacidja néhany kivételtol
eltekintve nem tortént meg. A lapmembranokkal végzett kisérletek soran megallapitottam,
hogy a hidrofil membranokon a szilard taptalajhoz képest lassabban, de azonos ndvekedési
kinetikéaval zajlik a terjedés, hidroféb membranon viszont — az ultraszliré modulhoz hasonléan
— nem tapasztaltam szamottevd novekedést. Osszességében tehat arra a kovetkeztetésre jutot-
tam, hogy bar a Streptomyces fajokra valdoban kevéssé jellemzd az erdteljes kolonizacio, a
sejtek terjedését jelentésen meghatarozza a membran anyaga és feliileti tulajdonsagai, hidrofil
vagy hidroféb karaktere.

A biofilm vastagsagat illetden érdemes Gsszehasonlitani az egyedi kapillaris szalak és a
SevenBore membranok esetén elért eredményeket, melyeket a 6.1. dbra szemléltet. (A kapilla-
ris szalaknal a parhuzamosok atlagos vastagsagait, a SevenBore membranoknal a harom sza-
kasz atlagos vastagsagait mutatjak az egyes oszlopok.) A kisérletek idétartamanak azonossa-
ganak — 20, illetve 21 nap — kdszonhetden a kiilonboz6 rendszereknél mért értékek egymassal

Osszehasonlithatok.
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6.1. abra: Egyedi kapillaris szalak és SevenBore membranok esetén elért biofilm-

vastagsagok 0sszehasonlitasa [sajat dbra]

Az adatok alapjan a SevenBore membranok esetén jellemzden 2 — 5-szordse az elért vas-
tagsag a kapillarisoknal mértnek. Mivel az A3-as kapillarisokhoz képest — vagyis azonos ino-
kulalasi segédanyag esetén — is 2-3-szoros ndvekedést tapasztaltam, a nagyobb biofilm-
vastagsag a két rendszer kiillonbségeinek, feltehetden a jobb tapanyag-ellatottsagnak, illetve a

membran tulajdonsdgainak az eredménye.
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Fontosnak tartom kiemelni, hogy a C8-as beallitasnal két parhuzamos minta eredménye is
j0 kozelitéssel megegyezik mindkét SevenBore felsé szakaszan mért értékkel. Ez tovabb erd-
siti a kapillarisok kiértékelésénél tett megjegyzésemet, miszerint a 8 g/l koncentracidéban al-
kalmazott CMC-vel érdemes lehet tovabbi kisérleteket végezni. (Bar a 6.1. abra alapjan a C8-
as beallitas kedvezdbben tiinhet az A3-asnal, ez az elemzés nem veszi figyelembe a membran
feliiletének boritottsagat, ami a gradosztat koncepcidja szempontjabol az egyik leglényege-
sebb paraméter.)

A kutatdsom soran elért szamszerisitheté eredmények mellett legalabb ilyen fontosnak
érzem a gyakorlati munka sordn tett megfigyeléseket és a kevésbé sikeres kisérletekbol levont
tanulsagokat, melyek nagymértékben hozzajarulhatnak a membran gradosztat reaktorban le-
zajlo folyamatok megértéséhez €s a technologia tovabbi fejlesztéséhez.
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7. Tézispontok

Sziirési Kisérletek

Streptomyces coelicolor fermentlé szakaszos iizemmodu (dead-end) sziirése soran
igazoltam, hogy a sziirdlepény fajlagos ellenallasanak pH-fiiggését a fermentlé kora
befolyasolja, tovabba megallapitottam, hogy a sziirési egyenlet szerinti osszefiiggés,
miszerint a sziirélepény fajlagos ellenallasa forditottan aranyos a viszkozitassal,
csak korlatozottan érvényesiil.

I. A sziirést 4-es, 7-es és 9-es pH-értékeken végezve, a szlir6lepény fajlagos ellenallasa-
nak 48 oras fermentlé esetén minimuma, 96 Oras fermentlé esetén pedig maximuma
volt 7-es pH-értéken.

Ii. 96 oOra fermentacios id6 esetén a szlir6lepény fajlagos ellenallasanak minimuma és a
fermentlé viszkozitasanak maximuma nem esett egybe.

Megallapitottam, hogy Pentair X-Flow és Microdyn-Nadir Ultradyn membranmo-
dulok a kisérleti paraméterek mellett az elégtelen sejtadhézio miatt nem alkalmaz-
hatok membran gradosztat reaktorként.

i. Streptomyces coelicolor baktérium 48 ora, illetve 168 6ra fermentacios idejt, 7-es pH-
ju fermentleve a rasziiréses inokulalas soran sem a poruseltomddés, sem a gélréteg-
képzddés nem volt szamottevo.

A sziirési kisérletekhez tartozo tézispontok az aldbbi publikacidban jelentek meg:
P. Lajtai-Szabo, E. Hiilber-Beyer, V. Z. Vonyd, M. G. Szigeti, N. Nemestothy, and K.

Bélafi-Bako, ‘Novel Insights into Filtration Studies of Streptomyces Coelicolor Fermentation
Broth for Inoculation of Membrane Gradostat Reactor’, J. Membr. Sci. Res., vol. 11, no. 1,
2025, doi: 10.22079/jmsr.2024.2041305.1680.

Lapmembranos Kisérletek

Megallapitottam, hogy 0,22 és 0,45 pm porusméretii, hidrofil PVDF membranokon
a Streptomyces coelicolor telepek terjedése a szilard taptalajon torténé novekedésnél
lassabb, de a novekedési kinetika jellege a membran hatasara nem valtozik az elso
13 nap soran.

I. A Gompertz-modell maximalis teriileti novekedés relativ sebessége (k) és lag-fazis
id6tartama (/) paramétereinek szorzata (mely a novekedési kinetika jellegére jellemzd
adat) 0,22 és 0,45 um poérusméretii membranon, illetve szilard taptalajon egy nagysag-
rendbe esik (értékiik rendre 0,58; 0,63 és 0,43).
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Egvedi kapillaris szalak

A membran gradosztat reaktor vizsgalatara kidolgozott modellrendszer alkalmas az egye-

di kapillaris membranszalakon kialakul6d biofilmek megfigyelésére, nagyszamu parhuzamos

mérés elvégzésére. A kisérleti modellrendszerre hasznélati mintaoltalmat nyujtottam be.
IV. A fenti rendszerben Kkialakitott Streptomyces coelicolor biofilm vastagsagat és a

membran feliiletének boritottsagat vizsgalo Kisérletek soran igazoltam, hogy a vas-
tagsag és a boritottsag kozott — fokomponens-analizis modszert alkalmazva — nincs
korrelacio. Tovabba a biofilm vastagsagat és a membran feliiletének boritottsagat
egyiittesen figyelembe véve a 3 g/l koncentracioban alkalmazott agaroldat bizonyult
a legmegfelel6bbnek.

I. A vizsgalt inokulalasi segédanyagok — tween 80 (1 %), agar (1, 3 és 5 g/l) és karboxi-
metil-celluléz (2, 5 és 8 g/l) — koziil egyediil a 3 g/l-es agaroldat mintai estek a fékom-
ponensek sikjanak optimalis tartomanyaba mindhdrom parhuzamos esetén.

A IV. tézispontot a 19. Aachener Membran Kolloquium (Németorszag, Aachen,

2024.12.03-05.) konferencian mutattam be poszter forméjaban:

Piroska Lajtai-Szabo, Eva Hiilber-Beyer, Nandor Nemestothy: Inoculation techniques of

single capillary membrane with Streptomyces coelicolor.

V.

Streptomyces coelicolorral elséként iizemeltettem hossziitivon membran gradosztat
reaktort. A termékképzodés a Kisérlet teljes idétartama (45 nap) alatt folyamatos
volt, a termékképzddési sebesség 2,2 és 6,3 ng / (nap - cm? membranfeliilet) értékek
kozott valtozott.

Az V. tézispontot az alabbi konferencian mutattam be:
Lajtai-Szabo Piroska: Inokulalas és biofilm-fejlodés vizsgalata membran gradosztat reak-

tor modellrendszerben, Miiszaki Kémiai Napok’25 (Veszprém, 2025.04.15-17.)

SevenBore

VI. Elséként vizsgaltam SevenBore tipusi membran alkalmazhatésagit membran

gradosztat reaktorban, és Streptomyces coelicolor baktériummal inokulalva stabil,
egybefiiggé biofilmet alakitottam ki a membran feliiletén, mig a lumen sejtmentes
maradt.

I. A rendszer altalanos membran bioreaktorként alkalmazhato a gradiens igazolhaté ki-
alakulasa nélkdil.

Il. A 31 °C-os termosztalas eredményeként a biofilm viztartalma 6 %-kal, az 6sszesen ke-
letkezd aktinorodin mennyisége (szaraz biofilmre vetitve) 29 %-kal novekedett a ter-
mosztalas nélkiili rendszerhez képest.

A VI. tézispont a MEMSEP & PERMEA 2025 (Chorzow, Lengyelorszag, 2025.06.24-

26.) konferencian keriilt bemutatasra poszter formajaban:

Eva Hiilber-Beyer, Piroska Lajtai-Szabo, Viktoria Zoltana Vony6: Cultivation of actinor-

hodin producing Streptomyces coelicolor on microstructured PES membrane surface.
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