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1. BEVEZETES

A T51ld népessége a megeldzd korszakokhoz viszonyit-
va rohamosen né, Bz a nivekedés kiiléndsen a kdzegészség-
igyl viszonyok jevuldsdvel /jérvényok megsziinése, gyermek-
halandésdg csitkkenése stb./ nyomén egyre fokozddik, A
- vildgstatisztikai adatok szerint az élelmiszerelldtéds nem
tudja k6vetni a népszaporoddst. Bér a kdzlekedés fe jlesz-
tésével sikeriilt megsziintetni az elemi csapésok kivetkez=-
tében még a mult szdzadban is gyakori éhinségeket, més-
részt a mezdgazdasdg modernizdldsa az élelmiszerellétdst
vilégméretekben megjavitotta, egyre fenyegetlbb az a prog-
nézis, hogy az élelmiszertermelés nem &£11 arényban a nép-
szaporodéssal, Killdndsen aggasztéak a fehérjeelldtdés prob-
1éméi, mivel a nélkilldzhetetlen £€llati fehérje termelésé-
nek ma mér jél értékelhetd felsdé hatdrdhoz rohamosan k-
zelediink.

A fehérjeellétdés hidnya a tulnépesedett és gazdasdgi-
lag elmaradott orszégokban egyre nagyobb nehézséget okoz.
Az &llati fehérie termelése még a legfejlettebb orszdgok-
ban is meglehetlsen 6sszetett probléms, Elsésorban a ta-
karményellétds hatédrozza meg egy orszégnak az dllattenyész-
tési viszonyait mennyiségi és mindségi tekintetben egyarént,
ez pedig a helyi f6ldrajzi adottsdgoktdél fiigg. Nem véletlen,



hogy a szarvasmarhatenyéestés elsésorban azokon a terile-
teken fejléditt ki nagymértékben, ashol az évi csapadék-
mennyiség elegendé /dus legell/ a megfeleld mennyiségi
251d tekarmény termesztésére; ahol viszont a2 klima a ku-
korica termesztésére kedvezd, ott a sertéstenyésztés vilt
intenzivvé. |

A mezégazdeségi tekarménytermelés, sét a tengerekbél
ayerhetd tekarmdinynyersanysgok termeldsének lehetdsége
mér a kizeli évtizedekben megkizeliti a végsé hatéirt és
a takeradnyhidny pitlését 1pariAutan kell megoldani.

ESzismert, hogy & nivényvildig szénlorrdésénak biztosi-
tfésa a napenergia utjén a levegl széndioxid tartslmdnak ro-
véséra tirténik /fotoszintézis/. A mezlgazdasdgi terméftld
nagységa /még ha sikeril is a terméteriiletet fokozni/ meg~-
hatérogott, ezért viligszerte kisérleteznek nsgyobb vizteri-
letek hasznositdsdval algatenyészetek létesitdse c¢€l jébél,
A magas fehérjetartalmu egysejtil algdkkal folytak kezdet-
ben rendkiviil biztatd kisérletek., i terméteriilet nivelésé=
vel kapcsolatos dimenzidndl analizis adatai szerint egy kis
orszég fehérje igényének biztositisa esetén -~ ez megfelel
néhény ezer tonndénsk - mir jelentkeszd milezaki nehézsépgek
niatt ez a megoldéds alig jShet szémitdsba, Iperi takarmény-
terwelés széndioxidbdl egyellre nem oldhaté meg., Bér az
energiatermelés egyre olcsdbb és az atomenergia fokozott
felhaszndéldsdval a jivében szinte korlétlan mértékben fo-

kozhaté, még hosszu ideig a szénforrds biztositésa a fe-



hérjetermeléshez csak alacsony oxidéciés foku, széntar-
talmu termékekbél fedezhetl.

Ilyen szénforrésok a magas szénhidrdttartalmu me-
zlgazdasdgi hulladékok. A szénhidrétokbdl tdrténd fehér-
jeszintézis mér régéta igen fejlett ipardg. Ott, ahol a
cukoripar fejlett /Németorszsdg, Kuba stb./, a cukorgyéri
melasznak élesztlgomba termelésére vald felhaszndlésdval
arénylag olesé fehérjetakarmény £llithaté elf. Ma mér a
melasz, de az egyéb alapanysgok /fahulladék, szulfitlug
gtb./ sem fedezik az élesztlipar nyersanyag igényét. Az
utébbi évtizedekben megindult a kutatdés més, nem szénhid-
réttartalmu szénforrdsok utdn. A legutébbi idében fel-
tért szénhidrogénmezdk biztositjék a keresett szénforrdst
és megindulhattak a kisérletek a mikroszervezetekkel tdr-
téné szénhidrogén-fehérje konverzidé irényséban /8,25,57/.

Az antibiotikumok felfedezése és nagyipari méretek-
ben valé gydrtésa a fermentdcidés miiveleteknek a gydgyszer-
iparban valé bevezetésével /pl. szteroidok bakteridlis
étalakitésa, By, vitamin, esszenciélis aminosavek terme-
lése/ a fermentécidés technoldgidt vilédgszerte rendkiviili
mértékbeﬁ kifejlesztette., Bz a fejlddés mér a 30-as évek

végén a szteroidok bakteriolégial édtalskitésdval hazénk-
ban is megindult, majd az antibiotikum kutaté Xdzponti
Biokémiai Ipari Kutaté Labornek a 40-es évek végén tirtént
létesitésével az 50-es évek elején az antibiotikumgyértds

megindulédsdval elérte a vilédgsezinvonalat. Ilyen eldzmé-



nyek utén kézenfekvl volt a bakteridlis fehérjetermelésre
irényulé kisérleteknek a meginditésa, annél is inkébb, mert
a felezabadulds utén a Tihanyi Bioldgiai Intézetben a szte-
roidok mikrobioldgiai étalakitdséval kapcsolatban sikeriilt
folyékony szénhidrogének, elsésorban paraffinolaj felhasz-
néldésdval tapasztalatokat szerezni. Ezeknek a tapasztala-
toknak alapjén a szegedi szénhidrogénmezd felfedezésekor
Intézetiink bekapcsoldédott a szénhidrogén-fehérje téméba.
Ekkor mér kiilfsldén /SZU, USA, Anglia/ szintén megindultak
a folyékony szénhidrogénekkel tirténd vizsgélatok, sét a
foldgéznek szénforrésként valé felhasznélésdra irdnyuld
kisérletek is. Id6kdzben az Orszédgos Miiszaki Pejlesztési
Bizottség szervezésével més intézetekben is, igy a Kézpon-
ti Fflelmiszeripari Kutatdéintézetben, Gydgyszerkutatd Inté-
zetben indultak kisérletek paraffinolaj-szénforrés felhasz-
ndldséra az élesztlgomba fermentdcidhoz.

A ténéval ma mér foglalkozik az UNESCO, a WHO, a FAO
f6leg abbdl a szempontbdél, hogy a fermentdcibés uton termelt

fehérjetakarményok nem tartalmaznsk-e az dllati szervezetre
és kizvetve az emberi szervezetre nézve kiéros anyagokat,
Kiilonbsen a folyékony szénhidrogének, mint pl. a gézolaj,
elégazé szénléncu paraffinokat €s aromés szénhidrogéneket
is tartalmaz és £é16, hogy ezek kizbttt eldéfordulé kercino-
gén hatdsu anyagok nem moshaték ki tdkéletesen a termék-
bél, s6t esetleg az dllati szervezetben kumuléldédnak.

Az elmult 10 év alatt normél paraffinolajjal kisérle-



teztek /19,55,58/. Az erjesztéshez haszndlhaté paraffin-
olajat ugy készitik, hogy =z elégazé léncokat tartalmaz§
015 - Cog frakeiét molekulasziiréssel tisztitjék, azaz a
nyers terméket olyan miigyantén bocsétjék keresztiil, amely
térhélézaténak méreteibdl addéddéan csak & normél léncokat
engedi ét, Bz a mivelet természetesen megdrigitja a te-
nyésztéshez sziikséges tédpanyagot. Paraffinolajon kiviil fele
hasznélhatnak gézolajat is /15,3%6,40/.Mindkettd alkalmazé-
sa esetén bonyolitja az eljérést a sejtek olajmentesitése,
A legujabb idékben felfedezett f8ldgéztelepck olysan
nagy szénforréskészletet tartalmaznak, amelyek a becslé-
sek szerint évszédzacokra is képesek biztositani a fermen-
tdécié utjén nyert fehérjéhez a nyersanyagot. Régéta isme-
retes, hogy a szénhidrogénmezfk talajéban tenvésznek olyan
mikroorganizmusok, amelyek netént képesck hasznositani,
nemesak energiatermelésre, hanem a sejtjeik felépitéséhez
szilkeéges szénatomok beépitésére /4,17,21,5%,56/. Eppen
ezért ma mér kiterjedt vizsgdlatok folynak a f8ldgéz=-fe-
hérje konverzié ipari megvzlésitéséra. Az eddig ismert el-
jérésok mindegvikénél alapveté problémaként meriil fel a
vizben alig 0lddédé meténnak a fermentumban torténd disz-
pergéldésa. A hidrodinamikai vizsgélatok szerint a miivelet
energiaigénye a termelés volumenével fokozddik, =6t olyan

tapasztalatok is vamak, hogy a folyamat hasznositdsi té-

nyezéje a fermentum mennyiségének nivelésével rohano-

san csdkken, ani végeredményben a termelést megdrégit ja.




ségben rendelkezésre 8116 £3ldgézbdl eldédllithats vizol-
dékony, olcsé anyagokkal kisérleteznek, Ilyen termékek:
a metanol, /1,24,26/ az etanol és az ecetsav, amelyeket
8zémos mikroorgahizmus képes szénforrdésként hasznositani.
Izy ple. egyes Candida féleségek, Pseudomonasok /pl. Pseu-
domonas aeruginosa/ szénsziikségletét teljesen kielégiti
egymagéban az ecetsav /27/., Vannak olyen Pseudomonasok,
amelyek széméra az ecetsavndl olesébb metilalkohol elegen-
dé az obligdt szénigény kielégitésére /7,23/.

ia mér igen fejlett fermentdcids ipardggsd fejlédstt
a Richter Gedeon Gyégyszergyérban mér a 30~-as évek végén
meginditott szteroid fermentdcid, amely féleg szexudlhor-
monok és kortikoidok mikrobioldgiai mddszerek beiktatédsd-
val tdrténé termelésre irényult. Az Intézetiinkben szerzett
tapasztalatok szerint mind az acetét-, mind a metanol-hasz-
nosité mikroorganizmusck kbzdtt akadnak olyan tdrzsek, ame-
lyek alkalmasak szteroidok bakteridlis &talakitédsdra. BEzek
szerint vérhatd, hogy a kétféle ipardg, a szénhidrogén-fehér-
je konverzidé és szteroid fermentécid Gsszekapcsolhaté.

Intézetiinkben a vizsgdlatok tulajdonképpen két irdny-
ban folynak., Egyrészt csontképzé faktorokat keresnek a
mezdgazdasdgi haszondllatok nivekedésének serkentése cél-
jébdl, mésrészt takarményfehérje termelése mikrobioldgiai
uton,

Utébbi témakirben kezdetben az Intézet feladata csak

aktiv témafigyelés volt, az ismeretes hazai és kiilfslédi



kezdeményezéseket a tovdbbflejleszthetlség szempont jé-
b6l kisérletilep is feliilvizsgéltuk. Megvizsgéltuk a
gézolejbél, n-paraffinolajbél és £51dgézbdl készithetd
ternékeket és azt, hogy ipari méretekben melyik nyers-
anyag haszZnélhaté fel jobban. A gézolaj a mér emlitett
okok miatt kiesik. Ugy létszik, hogy a T5ldgézzal vald
kisérletezés folytatésa idlszerivé vdlik. Mint emlitet-
tem, a teracket a csak extrakcid utjén megvalésithaté
olajmentesités megdrdgitja. Lzért fttértink a f5ldgés-
bél készithetd vizoldékony anyegok hasznositésdénak vizs-
gélatéra. Kilondsen az acetdét és metilalkohol hasznosi-
téséra alkalmas mikroorganizmusock tenyésztése vezetett
biztatl eredményekre, ezért jelenleg a kisérletek elel-
sorban a tenyésztéssel jérd milszaki problémék megoldé-
sét asoigéljék, de kisérletek folynak a takerményozdei
célra felhasznélhaté fehérjék mindségének javitésdra is.



2. C2LkI1r0zts

A metanolnak a mikroorganizmusok éltal szénforrds-
ként tirténé hasznositésa sordn felmerilt technolégiei
problémék megoldésa mellett takményoaé.si szempontbdl
alkalmas péttekarmény elféllitdsa,

2nnek érdekében jé ne_tamltﬂrG mikroorganizmusok
izoléldsa és ezek tenyésztése. A legmagasabb metanol
koncentrdicidt tirfk fenmntartésa. Ezekkel kisérletek foly-
tatésa, amelyek a mikroorganizmus-timeg nivelésére és
aminosav Geszetételének javitésdra irényulnek.



. KISERLETI RES Z

3.1l. Pelhasznélt médszerek, eszkdzdk, reagensek,

roviditésck

A tenyéseztési idé 35-50 éra kizdtt ingado-
zott.

A tépoldat és a lombikok sterilizélédsa
autoklédvban 1 att géztulnyomdéson 30 percig
tartott.

A./ Weghatérozée Schiff reagenssel / 50/

Oldatok: Schiff-reagens: 1 g kristédlyos fukszint 1 li-
ter desztilldlt vizben feloldottam és hozzé-
adtam 25=%0 ml oldatot, melyben 7-8 g ndétrium-
biszulfitot oldottam,

3 %~os KMn04 1:5 arényu foszforsaveviz cle-
gyében
5 %~os oxédlsav 1l:1 arényu kénsav-viz elegyében

0,25 ml vizsgélandé anyagot 5=10 percig 35%o0n tertottam.

Uténa hozzdadtam 2 ml 3 %-os foszforsavas Kin0, oldstot,

10 percig rézogattam, 2 ml 5 %~os kénsavas oxélsavat,



2 pere vérakozds utén 5 ml Schiff-reagenst mértem hozzé,
1 érén 4t 35%nm tartottam, kdzben dllandéan kevergetten,
580 mp-on 23 %~o0s etanollal szemben fotometrsdltam,

B./ Veghatérozgs_kromotrépgavval /51/
Oldatok: 3 %-os KMnQO, 15 %-os foszforsavban oldva

10 %08 vizes kromotrépsavas oldat
nétriumbiszulfit
ce. kénsav
0,25 ml oldathoz /0,02~0,1 mg metanolt tartalmaz/ 2 ml
3 %~-os foszforsavas KMnO, oldatot mértem, szobahdmérsék-
leten 4'percig rézogattam, Uténa a KiinO, feleslegét nit-
riumbiszulfittal redukédltam, Végil az elegyhez 0,6 ml
10 %=o0s vizes kromotrépsavat és 10 ml koncentrdlt kénsa-
vet adtam hiités és rézogatés kizben, majd 50 ml-re kiegé-
szitettem desztillélt vizzel. A violés-piros szint 570 mp-

on fotometrdltam,

e e G W we  TER MR e e M e WS we e e @D e — e - - e e

Oldatok: 0,1 n kénsavas dikromét
0,1 n nétriumtioszulfét
kéliumjodid
keményité indikétor
A fermentumbdl kivett mintét - minthogy a médszer 0,02-
0,05 %~os metanol tartalommal adja a legpontosabb ered=-

ményeket - a vérhaté metanol tartalomnak megfelelden desz-
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till141lt vizzel higitottam. PFnnek alicuot részét Parnas-
Wagner-Féle késziilékbe vittem, A vizgézdesztillécidval
kiiliz6tt metanolt 0,1 n kénsavas dikromdtban fogtam fel.
A méréoldat feleslegét a reakcidéelegy felhigitdsa utén
0,1 n nétriumtioszulfét mérboldattal visszamértem.
Szobahfmérsékleten a dikromét 2 metilalkoholt szénsavvé
oxidélja. CHgOH + Hy,0 = CO, + 6H' + 6e &=}

. W e wea  wes e Wee e ee  am W e s o s s e e e e e g W e W e

Oldatok: koncentrélt kénsav
4 %=08 bérsav oldat
%% %-os nétriumhidroxid
0,01 n kénsav mérdoldat
szelén .
fenolftalein-indikdtor
Groak kevert indikétor: I. metilvérds indikétor -100 nml
96 %~os etanolban 0,2 g metilvdrdset oldottam.
II. metilénkék indikdtor: 0,2 g metilénkéket 100 nl eta=-
nolban oldottam fel., I. és II. indikdétor oldatot 2 + 1
yarényban elegyitettem /34/.
A meghatdrozés hérom miiveletbél £11l: roancsoléds, desz=-
tillélés és titrélés.
Forrdsben tartott koncentrélt kénsavval roncsoltam,
katalizétor jelenlétében. 0,01-0,05 g anyagot bemértem
cigarettahﬁielybél késziilt papirtokba, 5 ml koncentrslt

kénsavat és 0,05 g szelént adtem hozzd. Az elroncsolt és



kétezer desztilldlt vizzel higitott oldatot Parnes~¥agner-
féle késziilék desztillélé lombikjéba Sblitettem és 33 %=
o8 nétriumhidroxiddsl lugositottam. Vizglzzel desztillédle
tan, Szedfnek telitett bérsav oldatot alkslmeztam, 0,01 n
kénsavval titréltem Croak kevert indikétor mellett. /[tme-
net z814bél fakésziirkén ét lils szinbe. A papiros tokocs-
ka, tovébbé a felhasznélt kénsev nitrogémmentes voltérdl
idénként Ures kisérletben meggyizlidten,

Kromatogréfia

Papirkropatogréfia

A kromatogramokat kamratelités nélkiil egydimenzids fel- és
leszé116, valamint kétdimenzids médszerrel fejlesztettem ki,
Az egydimenzids felszéllé kromatogréfist elektroforézissel
is kombindltam,

Leszdllé médszerrel a kifejlesztést Labor tipusu kromatog—
réfids szekrényben végeztem.

A frontvonal Jjelzésére neutrdlvirds indikdétort haszndltam,
Az aminosavakkal egyidejileg futtattam, Rf értéke megegye-
zik a legtévolabbra futé aminosav /LEU/ Rp értékével,

A pepirelektroforézis kis fesziillteégii, horizontdlis, Labor
OE-201 tipusu késziilékben, 300 V fesziliségen, 20 mA éram=-
erfsséggel 6 éra 45 percen keresztiil tartott /54/.



Ionceerés vékonyrétegkronatogrifia

w34 -

20x20 com=es mérelil Pixion 50x8 jelzési lemezeket haszndl-
tem, A futtatdst 50%-os teruosztdtban, 120 percig, 18 cm

nogasesgig végeztem,

Az elvélasztdéshoz haszndlt pufferek jellemzl adetai:

I. téblézat
Jellenzé adatok Puter
cvilibrdld 1o e I e veee

pH 3,28 | 343 6,0
Na' koncentrécié /m/ 0.02‘» - 0,40 1,5
citrit konc./mél/1/ 0,0067 0,40 0,03
citromsav.H,0 1,4 84,0 7,0
ndtriumhidroxid 0,8 16,0 4,0
nétriumklorid - - 81,9
sésav 37% /fe:1,19/ 1,2 5.9 -
metilcelloszolv ml - - 100
végtérfogat 1000 1000 1000

A resgensek p.a. é8 a.,lt. minfségiiek voltak,

¥inden oldatot ionmentes vizzel készitettem!
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Amingsav_analizis gutomatikus aminosav-analizdtorral

W R e e T e RRwem e WS s W e W g A un e e e e B e

Az aminosavak kvantitativ megheatérozésit automatikus
eninosav-analizdétorral végeztem.
A kétoszlopos eljérést SNP 1200-E tipusu analizdtorral
hajtottam végra.*/
Hosszu oszlop mérete: 6,8 x 560 mm
Rovid oszlop mérete: 5,3 x 140 mm
T61ltet: szulfondlt polistirol Chromex KB 53 gyanta
8 % divinilbenzollal polimerizdlva,
H6fok: 50° * 0,5°
puffer étfolyési sebesség: 24 ml/éra
A pufferekhez és a reagenshez dltalam felhaszndlt
vegyszer a gyér éltal ellfkészitett forméban keriil
forgalomba.

Az egyoszlopos hérompufferes el jérds: ++/

A meghatérozédst Bio Cal gyértményu, BC 200-as tipusu

automatikus aminosav-analizdétorral végeztem,

¥/ Bzuton koszénsm meg Ferenczi Richérd vegyészatechnikus
/JIATE,Szerveskémiai Intézet/ segitségét, amelyet az amino-
sav analizdtorral végzett munka sorén nyujtott.

+*/ Kéezdnom Woller Lészlé vegyészmérndk /Orszégos Takar-
ményminésitési és Ellenlrzé Feliigyellség, Budapest/ segit-
ségét, valamint hogy lehetéséget biztositott a munka el-
végzéaére,



Toltet: Aminex A6 szférikus gyanta-Biorad
Gyantatiltet magasséga: 55 em

Puffer dtfolydsi sebessége: 100 ml/éra
Ninhidrin étfolydsi sebessége: 50 ml/éra
Héméraéklet: 55°

II. téblézat: Egyoszlopos éljéréahoz alkalmazott pufferek

Jellemz6 adatok inind

I. II. III.
pH 3,28 4,25 6,0
Na® xone. /m/ 0,2 0,8 1,5
citromsav.Hy0 : 70,5 70,5 32,25
nétriumhidroxid 40,0 40,0 20,0
nétriumklorid g - 175,32 438,75
Brij 35 10,0 | 10,0 10,0
sésav /f£8.1,19/ 61,6 41,88 -
etanol ml 300,0 - -
metilcelloszolv o - -
végtérfogat 5000 5000 5000

pPuffer nyomésok: I. puffernél: 30-35 atm
II. puffernél: 25-28 atm
III. puffernél: 15-25 atm
Standard Amino Acid Mixture -Biorad
Ninhyrin -Biored /U.S.A./ Richmond, California-kromatog-
réfids tisztaségu
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Médositott Rosen~féle ninhidrin reagens /47/:
1 liter 5 mélos nétriumacetdt. 3 HO-oldat
2 liter 4 %-os ninhidrin metilcélloszolvoa oldata
2 g kéliumcianid
20 g ndtriumcitrét, 3 HpO

ionmentes vizzel 4 literre kiegésziteni.

Triptofén meghatirozds;

SWP 1200-E tipusu analizétorral tdrtént.
Oezlop mérete; 170 x T mm

T51tet: Chromex KB gyanta

Hémérséklet: 50°

Nyomés: 5 atm

Puffer: 0,35 n Na® koncentrécid ju nétriumcitrdt oldat

Etanolos ninhidrin reagens /44/:

0,2 g ninhidrint 100 ml 96 %-os etanolbasn feloldottam.

A kromatogramot a reagenssel bepermeteztem és Labor ti-
pusu kromatogrem-széritdészekrényben SOo-on 811ni hagytam,
A tovébbiakban a detektdlds ezen a héfokon tértént.
Acetonos ninhidrin reagens:

0,2 g ninhidrint 100 ml acetonban oldottam. A kromatogra-
mokat éthuztam egyszer az oldatban.

¥admiumos ninhidrin reagens /11/:

I. 1 g ninhidrint 100 nl acetonban oldottam. Sotét iliveg-

ben, hidegen téroltanm.
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II. 1 g kadmiumkloridot 50 ml jégecet és 100 ml desztil-
1£1t viz elegyében feloldottanm.

Hasznélat eldtt 100 ml I. oldathoz 20 ml IT. oldatot adtam.
Kollidines ninhidrin reagens /37/:

0,2 g ninhidrint 50 ml 96 %~os etanolban oldottam, hozzd-
adtam 10 ml ecetsavat és 2 ﬁl 2,4,6-kollidint.

A szin fixéldsa végett Plasfgtubol spray-vel permcteztem be

a kész kromatogramokat.

Réviditések

R II. recésgyomorbdél izoldlt baktérium
P ITI. piros pigmentet termeld baktérium

v véglény

a csak anorganikus nitrogén forrdst tértalmazé
tépoldat

b karbamidot is tartalmazé tdpoldat

Sch-Seh Schleicher-3chiill 204%b

Wh-1 Whatman-1
Wh=2 Whatman=2

S startpont

AS aminosav

FEH fehérje

KT kékesibolya
SzB8 szlirkésbarna
ZX zildeskék

S sérga



Aminosav rdviditések

ASP
THR
SER
GLU
PRO
GLY
ALA
CcYs

LYsS
HIS
ARG

*/
Aszp

Tre
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aszparaginsav
treonin
szerin
glutaminsav
prolin
glicin
alanin
cisztin
valin
metionin
izoleucin
leucin
tirozin
fenilalanin
lizin
hisztidin
arginin
triptofén

*/ A Yerox mésolaton 1évé réviditések



%.2. NWetanol hasznositdsa fermentdcidés uton

A metanolnak fermentécidés uton t5rténé hasznositéd-
sa a kisérletek fézisa szerint metodikailag a kivetkez§
csoportokra oszthaté:

Torzsgyiijtés és tdrzsszelekeid

Felileti kulturék készitése szilérd
téptalajon

Lombik-kulturdék készitése tépoldatban
/rézott kulturék/

Tomegtenyészetek készitése kisérleti
fermentorban

Fermentécidés technolégia

3.2.1. TOrzsgyijtés és tdrzsszelekeid

Intézetiinkben a sz2énhidrogén~hasznosité térzsek
epéez sorét izoldltuk és szelektdltuk olyan téptalajo-
kon ill. tédpoldatokban, amelyek szénforrgsként kizéré-
lag szénhidrogént /gézolaj, paraffinolaj, foldgéz/ tar-
talmaztak vagy szénhidrogénbll készithetd egyszeriibb
szénvegyiiletet /szénmonoxid, metanol, etanol, ecetsav/.

A bevezetésben felsorolt megjegyzések figyelembe-

vételével e%@dé szerint mind a termék minésége, mind a
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gazdasdgossédg szempont jébdél a legjobbnak a vizoldékony
termékek felhasznélésa 1létszik, ezek k8ziil is elsfsor-
ban a metanolos téptalajban t8rténd fermentdcid.

A metanol-hasznositdé mikroorganizmusock kiiléndsen a
baktériumok /Pseudomonasok/ kiérében régiéta ismeretesek,
Bzek igen elterjedtek a mezlgazdasdgilag megmiivelt ta-
lajokban. Az irodalmi adatok szerint /24/ metanol tar-
talmu tédptalajban jél tenyészthetlk, metanol tiirésik
csak néhény ezrelék, A legjobb termelési eredményeket
1%/00-es metanol koncentrécidju tdptalajben érték el.
1%~08 koncentricidéndl mér nem észleltek szaporodést.
Ezek a tdrzsek gyskorlati szempontbdél nem johetnek szé-
mitésba, mert a fermentum volumenét annyira megndvelnék,
hogy a tenyészet izolélésa kildétéstalanné vélna.

Abbél a meggondeldésbél kiindulva, hogy & lignin me-
tiléterekben gazdag, figyelmink a ligninbonté mikroorga-
nizmusok felé fordult és flleg a szegedi fiirésztelepek
talajsbél gylijtottink torzseket. Bzek kizdtt akadtak
olyanck, amelyek metanol tiirése - azaz a termelés szem-
pont jébél optimélis metanol koncentrécié - az irodalmi-
nak sokszorosa. A legjobb eredményt egy piros pizgmentet
termeld Pseudomonas torzzsel értik el. 7z a tdrzs még
10 %-os metanolos oldatben is tenyészthetl. Az optimélis
metanol koncentrécié pedig 2-3 % A tdrzs feltiinSen nagy
oxigén igénye miatt mér a gylijtésnél is eltekintettiink a
hagyoményos torzsgylijtési és szelekecids médszerektsl
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/szélesztés, passzdléds/ és killin erre a célra szerkesz-
tettiink egy késazilléket, melynek a lényege az, hogy a
szelektélandé mikroorganizmusckat tartalmaszé tdlajtzﬂr-
letet nagy feliletii anyaggal /milenyagforgdes/ t5ltstt
kolonnén permeteztik dt. KSzben a kolonnédt ellonéranbén
leveglztettik. A metanol koncentrécidét a talajsziirletben
legalébb 10 #~ra emeltik és igy elértilk azt, hogy a me-
tanolt valéban jél hasznosithatd, eléggé tiszta tenyé-
szetet kaptunk. A megas metanol koncentrécidénédl e tirzs
passzélésa el is hagyhaté és a kolonnérél lefolyé tenyé-
szet réségépre helyezett fermentélé lombikba vcsethétG.
/2. ébra./

A trzseket passzéléssal tartottuk femm. A megfele—
16 ésvényi sékat tertalmesé /25. oldal/ tépoldathoz 1 %
nyi metanolt, 5 ¥-nyli sgar-agart adtunk. Az &toltés fer-
de agarra vagy Petri cesészébe kidntitt tédptalajra heten-
ként tirtént. A torzseket 30°-0s ternosztétben tartottuk.

ibbél a meggondolésbél kiindulva, hogy az $llati
szervezeteck szdméra az emdsztirendszeriikben talfélhaté
mikroorganizmusck nen értalmasak, szarvasmarha gyomortar-
talombél a leiréds szerint izoldltuk a baktériumtsrzseket.
A tOumegtenyésztés szenmpont jébél 1eghaniné1hat6bb tirzee-
ket a recésgyomorbdél nyertek kizidtt taléltuk. Wzek a bake
tériunok a recésgyomorban nagy szémban tenyésznek fizio-
légids kirilmények kizitt és hozzé jérulnak az £llat fe~

hérjecllétdsihoz. A tenyésztés sordmn megfigyeltik, hogy



alaceony metanol koncentrécidé mellett tSbbféle tirzs te-
nvészik egyiitt, a metanol koncentrécié emelésével szémuk

egyre csbkken. A tovédbbiakban egy piros /P I1I1/ és egy
sérga pigmentet termeld, recésgyomorblél izolélt /R II/
tirzset tartottunk fean. MFindkett jé metanoltiird, még
5«10 %-0s metenolbél is kitenyésztheté. Az R IT tirzs
hormonsorba tartozdé szteroidok dtaleskitfésdra is alkalmae.
A recésgyomorbél a P IIT tdrzset nem sikeriilt kite-
nyészteni, Felmeridlt a kérdés, melyik baktériumot kell
elényben részesiteni a takarményozdsi vizsgédlatokhoz.
Wines eldintve, hogy nem tartalmaz-e kéros anyagokat /pl.
fotoszenzibilizétort/, valamint nen ismeretes a pigment
szerkezete sem, Arrdl csak annyit tudunk, hogy nem karo-
tinoid és nem azonos a prodigiozinnal. Vizzel és az dlta-
l4nosan hasznélt organikus oldészerekkel nem oldhaté ki.

Véglinyek gyujtése _és szelekeid jo

A metanol-hasznosité mikroorgenizmusok keresése so-
rén prébélikoztunk véglények metanol tartalmu tépoldatban
t5rténé fermentéléséval,

A véglények kitenyésztéséhez kezdetben a szénhidro-
gén-nezbfkdn gyijtétt talajmintdkkal kisérletesztiink. Leg-
jobb eredményeket olyan hazai 60-T70 évvel ezelltt 1létesi-
tett 4rtézi kutak kirnyékérdl gyijtitt mintékkal kaptuk,

emelyek vize nagymennyiségi meténgézt tartalmez. A talaj-
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mintéket sziirt és steriligélt Tisza-vizben szuszpendél-
tuk és egy hét mulva paraffinolaj-agar téptalajon szé-
lesztettiik. & kinftt telepek kbzil a Cendida és a Pseu~
domonas tirzseket ugyancsak paraffinolaj-agar téptale-
jon pesszéltuk. A tirzsekbll nagyobb méretil feliileti
kulturdket készitettink és azokat a talajsziirlettel be=-
permeteztilk. A tenyészeten kindtt véglények kiziil Vorti-
cella tdrzseket izoléltunk, Ezeket kélciumacetét-acetamid
tépoldatban teruelt Pseudomonas lombikkulturikra oltottuk
és az igy készillt fermentunckal nagyobb méreti véglény~
tenyészetek készitésénél inokulumként haszndltuk,

A késlbbiekben metanolt tartalmazé téptalajon szé-
lesztettilk a protozoonckat, Ezeket metanol-hasznositdé
baktériuntirzsek tenyészetébll késziilt tépoldatban, va-
lapint a baktérium-ermentum szlirletében szaporitottuk,
A tenyésztés befejezéseként azt az éllapotot fogadtuk el,
anikor a véglények betokozddésa megkezdlddtt és mikrosz-
kép alatt baktérium mér nem volt léthaté a fermentumben,

Kisérleteinkkel a kérédsdk gyomréban végbemend bak-
térium-végliny konverszid mesterséges reprodukéldséra ti-
rekedtink.

Jele2. Feluleti kultursk készitése szilérd téptalajon

A feliileti tenyésztés Petri ceészében vegy ferde aga-

ron tirtént.



- 25 -

a_ tépoldat

1-2 % metanol

2 g !ial!()3

0,2 g KHyPO,

: 4 -4 KZHPO4

0,5 & VgS0,.TH 0
05 g KC1

0,001 g TS0,

b__tépoldat

1-2 % metanol

1 g karbamid

2 23 .Na!io’

G2 & KE PO,

1 g K 1PO,

0,5 &g E’gSO‘.'Iﬂzt)
0,5 gKkCl

Ole 4 Feso‘ R
és ivévizzel mindkettdt 1000 ml-re kiepdszitettik.
Téptalajként még 3 F-nyl sgar-sgert tertslmasz,

3e2e3. Lombikkulturék készitése

1. Shrdn léthatd fermentdld lombikokban készitet-

tink rézott és leveyfzitt tenyészeteket,

1. ébra, Fermentéld
lombik aerob tenyésze-
tekhes,

l. Fermentum tartédly

2 0lté sapka
/szemceeppent/

J« Steril vattazér




A rézatdst rdzdgép segitségével biztositottuk /2. ébra/.
A fermentdeidét a €és b tépoldatban végesztik.

A ferpentum leveglztetésére dltalinosan hasznélt
vizgyirils kompresszor hétrénya az, hogy hosszabb fermen-
téciénél = szdllitott viz mennyisége megsszeporodik. Az
Intézetiinkben kidolgozott elektromdégneses membrién-komp-
resszor azdéltal, hogy olaj- és vizmentes levegft szdllit,
ezt a hibét kikiiszdbili. A kompressszor éltal szdllitott
levegft a fermentorba tirténd becsallakozdsa elftt ste-
ril lUveggyapottal t81titt kolonnén vezettik &t.

Rézott és leveplzitt tenyészeteket készitettink inokulum
eél jéra szakeszosan vagy folyamatosan miikddd lUvegkészii-
lékben.

2. ébra. Membrén kompresszorral ellétott rizégép
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Te2e4s Tomegtenyészetek készitése

kisérleti fermentorban

A fermentdcié savédllé acélbdl késziilt elSfermen-
torban kezdldik. Az ebben elszaporodott mikroorganiz-
must tartalmazé eléfermentumot, inokulumként dntjik
oz ugyancsak savéllé acélbél késziilt 100 l-es kisérle-

ti fermentorba.

3.3 TFermentécids technoldgia

Bér fermentdcids kisérleteket kizérdleg lombik~
kulturdkkal folytattam, a fehérjeprodukecidé kapesédn fel-
meriilt probléma megolddésdnak a megvildgitdsa céljébél
rividen védzolom az Intézetinkben évek sordnm kialakult
fermentdeids technoldgiét. Az uj technoldgia kialakité-
sét a metanol alkalmazdésakor felmerilt kildnleges prob-
1émék tették sziikségessé.

A fermentélés végrehajthatd szakaszos és folyams-
tos uton, lombikkulturékban és kisérleti fermentorban,

A Termentécié gazdasdégossdga szempontjsbdl a folysmatos
eljérés az elénydsebb.

Bzért készitettiink az Intézetiinkben kikisérletezett
fermentélé lombikokbdél €116 tSbbedényes iivegfermentort
/3. ébra/. A kisérleteink célja, egyrészt folyamatos
fermentécié esetén a tépoldat optimélis metanol koncent-
réciéjénak megéllapitésa és a stacioner fermentécié se-
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bességének a beéllitésa, nésrészt a regenerdlt metancl
meéennyiségének a meghatérozédsa volt.
A folyamatos fermentdeid esetén az egyes lombikokat

sorba kapecsoltuk,

5. dbra. O(tedényes iivegfermentor

A ferpmentum metanol tartalménak meghatdérozéséra tibd
médszert prébéltam ki /50,51/. A fermentumok komplex Sez-

szetétele miatt /mikroszervezetek, metabolitok mesjelené-



se az oldatban stb./ a médszerek nem véltaek be és a ki=-
sérleti eredmények annyira ingadoztak, hogy a metanol
meghatédrozéséra uj médszert kellett kidolgozni. Az el6bb
leirt problémén kiviil olyan eljérédst kerestem, amely so=-
rozatvizsgdlatra megfelellbb. Az uj meghatérozés lénye=-
ge, hogy a metanolt a fermentumbél vizgbzzel desztillél-
tam és kénsavas dikrométtal széndioxidig oxidéltam /48/.
Az egyes edényekben mért metanol tartalombdl megszer—
kesgztettem a folyamatos fermentécié metanol gdrbéjét.
/Jd.4bra,/ A tépoldat dllandé, azonos iitemii adagoldsa-
kor a tenyésztés sorén dllandé dllapot alakul ki. A gbr-
békbfl leolvashatjuk a maximélis termeléshez tartozé op-
timélis metanol-koncentrécidét /4.ébra, 5-5s szému gdrbe.

| 35
I AW s
sl

4

2 4 6 é -0 -1 44 A5 B D XN % B I B e

4. ébra, Metanol koncentrécié véltozésa folyamatos
fermentédcidé alatt :

1,2,3,4,5 a fermentéld edények széme



Az optimélis metanol koncentrdcid bedllitésa mellett
megéllapithatjuk a tépoldat éremldei sebességét, vagyis
az optimdlis &tfolydsi sebességet, ami végerednényben a
fermentor kubaturdjénak kihaszndlhatésdgét is meghsté-
rozza, ‘

Kovetkezé feladatot o fermentfcidkor a leveglzés so-
rén elsodort metenol visszanyerése jelenti. A fermentume-
bél eltdvozd metenolgbzik gazdasdgos felhaszndldésa cél-
jébél a levegl-metanol elegyet dtvezetiilkk az egyes fer-
mentéldé edényeken. AZ utolsd lombikbél eltévozé levegl-
metanol elezyet milanyagszélakkal lazén t51tdtt kolonnén
étéranoltattuk /5. ébra/. A metanol visszanyerése céljé-
bél a kolonnét +8 C°-os vizzel dtpermeteztiik ée a kiol-
dott metenolt a Termentdlé lombikba vieszavezettik.

vetanol regenerdldséra irdnyuld vizsgdlatokndl a
fermentélé lombikok pérhuzamosan kapesolhatdk és a re-
g-nerélé kolonnérdl lecsorgdé folyadikban a metsnol-tar-
talom vizglzdesztilldeid nélkil meghatdrozhatd.

Intézeti fermentdldé berendezésilnk /6. ébra/ Il.szé-
mua fermentoydban is végeztem metanol resenerdldsdra vo-
natkozd kisérleteket. 4 fermentorbdl eltévozd levegd-
-metanol tartalminak a visszanyerése a 50 melletti nyil-
lal jelslt kipufogé esfhiz kapcsolt kolonndkban tdrtént.
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Ketanol regenerdlé kolonndk

S« &bra,
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6. édbra: Ferment£lé berendeznés mikroszervezetek szaka-
szos és folyamatos tenyésztéséhez.
I. Zért fermentéld késziilék, II. Nyitott fermentélé ké-
sziilék, ITII. Automatikus tépoldat-sterilizélé, IV. le-
vegd-sterilizdld, V. Gézelegyitd, VI. Termosztdt,
Vil. Szerelfcsiga, VIII. Dobeentrifuga, IX. Ulepité
centrifuga.
1. Inokulum tenyészté edény oltétubusssal és steril zére-
ral, 2. Sléfaermentor, 3. Prekurzor tartily, 4. Habzds~
gétlé tartély, 5. Orvényszivettyu e fermentum cirkulél-
tatdsthoz, 6. Steril sziirf, 7. Formaldehid tartély,
8. Szilikagél tartély, 9. €O, sbszorber, 10. Mechanikus
meghajtésu membrénkompresszor, 1l. “lekiromégneses meg—
hajtéeu membrénkompresszer, 12. pH és redox nméré és re-
gisztréldé, 13. Gézanalizdlé, 14, Hlektromos fitési tép-
cldat sterilizdlé, 15. Hészebdlyozdé, 16. Tépoldat hiitd
gravitécidée szelepekkel, 17. Tépoldat tartédly, 18. Tép-
oldat kompresszor, l19. Fermentum porlaszté, 20. Fermen-
tor megvildgitdé, 21. Periszkopos megfigyeld ablak,
22. vanométer, 23. Vintavevd, 24, Nlregulétor, 25. Sze-
lep, 26. Steril szelep, 27. Szolenoidos szelep, 28, Ter-
rogztét vizvezetfk, 29. Redukeidés szelep, 30. Tiszelep,
%1l. Rotaméter, 32, Elektromos fiitltest.
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A fermentéeid eredményességének fontos szempontja
nég a termék izolélhatéségag Az_1-2 P nagyéégu baktéri-
unok elkiildnitése akér sziiréssel, akér centrifugdldssal,
csek laboratdériumi uérstekben olchatd meg. A jagag metae
nol koncentrécié mellett a baktériunaejtek_mskroésképe-
ssn megfigyelheté pelyhek forméjéban sggregélédnek, ame-
lyek s tépoldatbdl a fajsulydifferencia kivetkeztében
jél tlepithetlk. Meghatéroztam azi a maximélis metanol
konecentricidi, amelyet 'a‘ tirzsek még eltﬁrﬁak; valamint
azt a mininélis kancen&réciét. amelynél a sejtek argre-
géeidéja megsziinik é8 a tenyészet zavarogséd vélik.

B Szakaszosan végzattikiaégletginknél azi taléltam,
hogy & maxinélis koncentrécid 4 %; e minimélis 2 % kdril
Vane Tapaszta;at-ink aserin& az R II torzs fermentdeidja
sorén igen Jjél ingpiu_xna baktérium aej?tuneget nyertiink,
A protozoon tenyésztés esetén elértik, hogy a betokozd-
dott véglényekrSl a fermentlé dekantélhatd, ’ ‘
Ezekkel a nikroorgapilnusekkal igen egyszeri mdédon ki-
nyerhetS végternéket kaptunk.
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4, A FERMENTACIC SORAN NYERT VEGTERMEK FRHERJE- ES
AMINOSAV TARTAILMANAK VIZSGALATA

A mikrobidlis Tehérje-produkeié a bevezetésben vé-
zoltak figyvelembe vételével legbiztatdbbnak a foldgdz-
bél nyert metanol hasznositédséval 1létszik, ezért fehér-
Jje vizsgélataimatl a metanoli-fehérje konverzidé utjén ka-

pott termékekre koncentréltam,

A bakteridlis fehérje juvitasat egyrészt a fermen-
tdcié sordn alkalmazott adalckenyaggal ldttuk biztosi-
tottnak, A szarvasmarhdk takarményozédssnil adalékként
karbamidot haszndlnak /2/, ezért szerepelt a karbamid
kisérleteimben, mint szerves nitrogén forrds, Mésrészt
a kérdédzlk gyomriban in vivo végbemend baktérium-véglény
fehérje konverzié in vitro megvaldésitésa utjén kisérel-
tik meg.

¥ehérje vizsgélataim célja ne@%supén a kiilonféle
eredetil termékek fehérje tartalménak meghalirozésa volt,
hanem az is, hogy a takarményozési célra késziilt termék
ninésége adott fermentdeids technolégia mellett hogyan
javithatd.

Régebben a takarmény mindségét egy hényadossal jel-
lemezték, mely szémléléja a takarmény égéshéje kaléris-



ban kifejezve /C/, nevezéje pedig a fehérje mennyisége
/?P/, azaz g.

wai felfogéds szerint a takermény minfsége az anino-
sav Ssszetételtll figg. Tekintve, hogy az eminosavek egy
részét a szervezet szintetizdélja, az optimélis aminosav
deszetétel szempont jéblél elsésorban az esszencidlis ami-
nosavak mennyisége a mérvadd.

A klasszikus fehérje meghatérozdes N meghatérozéson
alapul. A fehérjék étlagos N~-tartalma 16 %, 1 g Nenek
199 = 6,25 g fenérje felel meg. A N meghatérozée eredné-
nye a nukleinsavak N-tartalmdét is megéban foglaslja, A
nukleinsav N meghatdérozéstél azonban a kivetkezldk figye-
lembe vételével eltekinthetink: egyrészt a nukleinsav N
mennyisége a fehérje li~hez viszonyitva elhanysgolhaté,
mésrészt a ¥ meghalérozés eredménye szémunkra csak t4jé-
koztaté jellegl vizsgdlat, mivel az esszencidlis amino-

savak memnyiségét sminosav-analizdtorrsl kvantitative meg-

hatéroztan.

A N-tartalmat Winkler éltal mddositott Kjeldahl méd-
szerrel hatéroztam meg /18/. A meghatérozés Kjeldahl 1883%-
ban leirt eljérdsén alspul. A szerves vegyiiletek N=jét ti-
mény kénsavval valé roncsoléssal amméniumszulféttd alakit-

juk, Az amménidt luggel sgzabaddé tesszilk és azt ismert
mennyiségii savba desztillél juk. Winkler Lajos szerint az
étdesztillélé amméniét bérsavban is felfoghat juk és kdz-
vetleniil savval titrdlhat juk,



III. téblézat., Az egyes minték ¥ és fehérje tertalma

¥intdk B® Hx6,25 8

P 1ll/a 6,73 42,06

P ITI/b 8,21 51,31

R Il/a 5;” 35,75
v 9,37 58,56

A kilonbizé Usszetdteld téptalajon tirtént fermen-
téecids folyametok sorén kepott biomasssa aminosav Sss-
szetételét kromatogrifidsan vizsgiltem,

4.,1. A vizsgéletli anyap ellkészitése

A fermentumbdl centrifugdldesal nyert sejttimoget
desztilldlt viszzel tibbezdr mostem, mejé 60%-on vékuum-
ban sulydllenddsdgig széritottam. A tovébbi vizsgélatok-
hoz ezekbll az anyagokbél mértem be,

Az _snyeg elfkészitéee kvalitativ analiziere:

Sayas pigrolizis
A széritott és elporitott végterméket 6 n sésavval

110%on 20 ¢rén &t melegitetten, A hidrolizdtumot vékuume
ban bepéroltam és a kenfcsszeril, sbtétbarna maradéiot



desztillélt vizben felvetten,

S6= ¢s_szénhidrétmentesgités

A kbe 50-szeresére higitott hidrolizdtumot az erdsen
savas polistirol alapvézu Varion kS gyantébél késziilt
/10-15 em magas, 1 cm &tméréju/ oulom 10 csepp/min.
sebességgel étfolyattam, A hidrolizdétum dtcsepegése utén
vizgzel semlegesre mostam; a pi=-t ellendriztem indikétor-
papirral. A gyantén megkititt aminosavakat 5 %9~os amméni-
umhidroxiddal eludltam. A 30-50 ml eludtumot szdrazra pé-
roltam é8 a visszamaradd anysgot etanol-viz egyenlé aré-
nyu elegyében /2-4 ml-ben/ felvettem. A tovébbiakban ezt
az oldatot haszndltam a kromatogréfids vizssdlatokhoz.

4.2, A végtermék aminosav Usszetételének vizspgélata
papirkromatogréfidsan

A hidrolizétum aminosavait részben papirkromatog-
réfids uton, részben a kromatogréfidban ujabban haszndlt
ioncserés vékonyrétegen vélesztottam szét, A papirkroma-
togrifiés médszert egy- és kétdimenzidban slkalmaztam,.

Az egydimensziésat egyes esetekben elektroforézissel is
kombindltan.
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4.2.1. Igydimenziés felszéllé pepirkromatogrifia

fgydimenzids felszdllé futtatdst a kivetkezd rend-
szerekben végeztem:

1./ i-propenol-hangyasav-viz /75:13:12/ /28/
T. &bra
2./ kloroforp-metanol-25%-os amménia /4:4:1/ /52/
8. &bra
3«/ n=-butanol-jégecet-viz /4:1:5/ /felsl Pézis/ /42/
9. ébra |
4,/ fPenol- n-butanol-metiletilketon-propionsev-
ecetsav-viz /20:20:50:10:10:20/ /3/
10. ébra

Legjobb elvélasztdst a 4.szému rendszerben kaptam
/11, ébra/. Az elvélasztdést a papircsikok alskja is be=-
folydsolja. A LINSKENS szerinti ceikokon /29/ a szilkii-
letbe felvitt minta kromatogremjén az anyag élesen el-
vélt csikok forméjéban jelent meg /7. 8. 9. 10. ébra/.

Az 1./ 2./ 3+/ és 4./ szému rendszerben egydimen-
zicés, felsz£11é médszerrel tortént kifejlesztéssel a ki-
zel azonos Rp érték miatt az egyes csikok tHbb aminosa-
vat tartalmaznak, ezért az elvélasztds nem kielégité.
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A fehérje eredetl aminosavek egydimenzids, felszdllé
kromatogramjai kiilonbdzf futtatdszerekben

T

Se

e

10,

ébra:

ébra:

ébra:

6bra:

Papir: Sch-5Sch 2043%b

Kifejlesztlelegy: 1./ szému
#16hivé: etanelos ninhidrin

Papir: Sch-Sch 2043b

Kifejlesztlelegy: 2./ szému
Eléhivé: etanolos ninhidrin

Papir: Sch-Sch 204%b

rendszer
reagens

rendszer
reagens

Kifejlesztbelegy:
El6hivé: etanclos

Papir: Wh=2
Kifejlesztbelegy:
216hivé: etanolos

%«/ szému
ninhidrin

4./ szému
ninhidrin

rendszey
reagens

rendszer
reagens
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PHE ILE ALA Gl Wis Rufa ASP Pmja SER PRO Vil
LEU TYR THR LYS ARG GLY TRP  MfT

11. &ébra
Azonosités standard aminosavakkal
R IT/a baktérium hidrolizdtuma
P III/a baktérium hidrolizétuma

Papir: Whe-2
Kifejlesztlelegy: 4./ szému rendszer
ElShivé: etanoles ninhidrin reagens




4.2.,2., Hlektroforézissel kombindlt papirkromatogréfia

A mintdékat papirelekiroforézis késziilékkel vélasz-
tottam szét. Hlekirolitként piridin-jégecet-viz /30:100:
4810/ arényu elegyét hasznéltam, melynek pH-ja 3,9 volt
/54/. Az analizélendé oldatot a pepircsikok kizepére csep-
pentetten fel., Az elvdlasztée utén a ceikokat levegléram=-
ban t8rténd széritds utén 0,2 %-08 acetonos ninhidrin ol-
daton huztam ét. Az elfhivott elektroferogramon az egyes
frekceidk kékesibolya sdv formd jéban jelentek meg. Kildn-
biz8 véndorlisi sebességik alspjén az aminosavak négy
frakeidra véltak szét, mégpedig kizépen a semleges, as
anéd felé az ASP, majéd a GLU, legtévolabb a katdéd felé
a bézikus aminosavak /12. ébra/. Tovébbiakban az eléhi-
vott minta s8lapjén a ninhidrinnel nenm kezelt papircsikok
szétvégott darabjairél az aminosavekat forrd desztilldlt
vizzel eludltam. Lzutén az eludtumokal bepéroltam és a
maradékot etanol-viz /l:1/ elegyében felvettem, majd kil-
18n a bézisos és senleges frakcidkat MATHIAS szerinti pa-
pircsikon /22/ egydimenzids, felszéllé rendszerben fej-
lesztetten ki. Puttatéelegyként a 3./ rendszer felsl fé-
zisét haszndltam. /13. és 14, ébra./ A kromatogramokat
szérités utén 0,2 ¥-08 ninhidrin reagenssel hivtam ell.
Az aminosavak kékesibolya szinnel reagdéltask, kivéve a
PRO-t, smely sérga szinreakciét adolt. Az ALA ibolyaszinil
foltjéban virdses-, a TYR-ban barnds ill. sziirkés drnya-
latot figyeltem meg,



/.J

12
12.ébra.

13.ébra.

14.8bra.

i3 14

A fehérje eredetii aninosavak elektroferogramja.
Papir: Sch-Sch 2043b

Elektrolit: piridin-,jéfocct-via /30:100:4810/
El6hivé: acetonos ninhidrin resgens

A senleges aminosavak kromatogramja, egydimen~
zidés, felszdllé futtatédssal. .

Papir: sSch-Sch 2045%b

Kifejlesztfelegy: 5./ szému rendszer

Eléhivé: etanolos ninhidrin resgens

A bézisos aninosavak kromatogramja egydimenzi-
és8, felszdllé futtatdssal.

Pepir: Sch-Sch 204%b

Kifejlesztdelegy: 3./ szému rendszer

El6hivé: etanolos ninhidrin resgens



4.2.3« Bgydimenzids leszéllé pepiricromatog:

Az aminosavak azonositésa lesz&1llé médszerrel job=-
ban értékelhetl eredunényre vezeteti. A start és froantvo-
nal kdz8tti tévolsdgot ugyanis nivelni tudtam az elvé-
lasztdés jJavéra., A vizegdlandé oldat mellé felvitt stan-
dard aminosavek segitsdgével csaknem valamennyi amino-
savat azonositani tudtam /15, dbra/., Kifejlesztészerként
a 3./ széma elegyet hasaznéltam, A futtatés tévolsdza 50
em volt. Rlbhivdészeriként kezdetben ninhidrin resgenst al-
kalmezgtam. XKésSbb arra tirekedtem, hogy az egyes aminosa-
vak szinreakcidi véltozatosabb drnyalatokban jelenjenek
neg. Bzt kollidines-ninhidrin resgenssel értem el /37/.
Bzzel a resgenssel az ASP-zdldeskék, a CGLY-szirke, az ALA-
viérdsesibolya, a PRO-sérga, a TYR~barndsibolya, a HIS~ és
PHE=-barnéssziirke, a tibbi aminosev kékesibolya szinnel
reagélt.

A bézisos aminosavak sorrendje a starttél a front
felé; LYS, HIS és ARG. Az alkoholos savas oldészernek
megfelelfen alacsony Re értékkel fuinak, a foltok mégis
jé1 definidltak. A feletiik lévé foltban csaknem azonos'
Rp értékkel négy aminosav helyezkedik el. Fbben a diffuz
foltban szine alapjén csek a legalacsonyabban elhelyez~-
kedd zoldeskéken reagélé ASP ill. a legmagesabbra futé
sziirke szinreakeilt mutaté CLY ismerhetl fel., A kizdttik
levé kékesibolya dtmenetben a standard slepjén a GLU és

N

}

o ¥

SER=nek csupén a jelenlétére lehet kivetkeztetni,..

3 v’
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A CLY feletti kékesibolya folt a THi-ra, virdsesibolya
az ALA-ra, a siérga szini folt pedig a PRO jelenlétére
utal. Uténuk sorban a TYR, & VAL egyvitt a ViT-nal kivet-
zezik, majd egy foltban a PHE, LEU és ILE., Utébbi folton
beliil szinreakeidé alapjén csak a PHE killénithetd el.

15, ébra. Az aninosavak egydimenzids, leszélld
kromatogramja.
R I1/a, R I1/b és P I1l/a baktériumok
fehérje eredetili aminosavai
Papir: Sch-Sch 2043b

Kifejlesztlelegy: 3./ szému rendszer
El6hivé: kollidines-ninhidrin reagens
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fgydimenziés lesz£1l1é médszerrel megdllapitottam,
hogy a baktériumtdrzsek aminosav Gsszetétele kvalita-
tive azonos. Ha egy kromatogranot PARTRIDGE elegyben
/42/ egymésutdn tdbbszbr kifejlesztettem, ndvekvd Rgp
érték szerinti sorrendben a LYS, HIS, ARG, ASP, CLY,
THR, ALA, PRO, TYR és PHE~t azonositottam. Kézel azo-
nos Rp érték miatt az egyilittfuté CLU és SER, VAL és
MET, TLE és LEU részint kétdimenziés, részint ioncee-

rés vékonyréteg-kromatogréfidéval azonosithaté.

4.2,4, Aminosavak elvélasztésa kétdimenzids

papirkromatogréfidval

Amint mér az elézéekben leirtam, a vizsgélt bakté-
riumok hidrolizétuméban egydimenzids kromatogriéfidval
az aminosavaknak csak egy része identifikdlhatd. Azok-
nak az aminosavaknak az elvdlaszldsdt, amelyek a kroma=-
togramon egyiitt jelennek meg diffuz folt forméjéban,
mint pl. SER és GLY, VAL és MET, LEU és ILE kétdimenzi-
és kromatogrifidval kiséreltem meg.

Az analizdlandé oldatot a papir sarkétél az 4tlén
28 mm tévolsdgra cseppentettem fel., Az elsé dimenzids
futtatéds utén a papirt levegééramban megszéritottam és
90%..08 elforditdés utén ismét futtattam, Az eléhivészer
ugyvanolyan &sszetételi kollidines-ninhidrin reagens

volt, mint az egydimenzids leszdllé kromatogréfidnsl.
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A 8zin fixdlésa céljébdél kadmiumos-ninhidrin rea=
genssel is prébélkoztam. Ezzel az aminosavak bibor szin-

reakciét adnak, amely tartésabb ugyan, mint a kollidines
ninhidrin reagensséi kapott, de drnyalati kiildnbség nem
észlelheté, Igy nem jelentett elényt az azonositésnédl,
ezért a tovébbi kisérleteknél nem is haszndltam.

Aminosavak szémogzgédsa:

ASP-1 LYS=7 VAL-13

GLU-2 ARC-8 PHE~15

SER=-3 HIS=9 LEU-17

GLY-4 PRO-11 ILE-16

THR=5 TYR-10 ninhidrin

ALA=6 MET=-14 pozitiv 12
anyag

A kromatogramokat a kiévetkezd futtatdelegy-pdrok-

ban fejlesztettem ki:
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5/I. dimenzidban n-butanol-jégecet~viz /4:1:5/ arényu
elegyének felal fdzisiban,

5/11. dimenzidban fenol /75 g/ és viz /25 g/~ben. A lég-
teret amménidval telitettem /3%0/.

10
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16. ébra. Az aminosavek kétdimenzids kromstogramja
Papir: Sch-sch 204%b
Kifejlesztbelegys: 3/I.
‘ 5/11.
Eléhivé: kollidines-ninhidrin resgens

Zzekkel a szolvensekkel az ASP és CGLU, valamint a senm~
leges aminosavak egy része szétvdlaszthatd.

Az smménids atmoszféra elfnye, hogy abban a bézisos ani-
nosavak gyorsabban futnak és igy magasabb Ry értékek ala-

kulnak ki. A SER és GLY egy foltban marad, de szinéraya-

lat alapjén elkilinithetS. A VAL é&s MET, valemint az TLR
€8 LEY ezzel a médszerrel nem vélaszthaté el.



6/I. dimenzidéban n-butenole-jégecet-viz /4:11:5/
6/11I. dimenzidban piridin-viz /4:1/ arényu elegyében /49/

1

16+17
@’5
mel:
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17. ébra. Az aminosavak kétdimenzids kromatogramja

Papir: Sch-Sch 204%b

xifejlesztfelegy: 6/1.

6/11.

Bl6hivé: kollidines-ninhidrin rengens
Az oldédezer-kombindicidban a SER is kilonvélik a GLY-t61,
caak az dltaldban egyittfutd VAL és UET, ILE és LEU ké-
pez kiads Lfoltot. |



HOMHAMMER €ltal ajénlott mdédazer:
7/I. dimenzidéban PARTRIDGE elegyben
7/11. dimenzidbean piridia- i-amilalkohol-viz /7:6:6/
arényu elegyében /43/

oS

18, ébra. Az sminosavak kétdimenzids kromatogramja

Papir: Sch-Sch 20450

Xifejlesztfelegy: T/1.

T/11.

El6hivé: kollidines-ninhidrin resgens
Ezekkel az oldészer varifeidkkal elértem, hogy a NRET
elvélt a VAl~tél. A II. rendszerben a VET Re értéke
magasabb, mint a VAI~é.
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8/1. dinmenzidban t-amilalkohol-metiletilketon-viz
/6:2:2/ arényu elegyében ‘

8/1I. dimenzidban metanol-viz-piridin /20:5:1/ arédnyu
elegyében /6/

4 7+4+9

19, ébra. Az aminosavak kétdimenzids krometogranja

Papir: Seh-Sch 2043b

Kifbdieaztéolngy: 8/1.

8/11.

El6hivé: kollidinoa—nihhidrin reagens
A felsorolt futtatdszerek a "gyorsan futé aminosavak"™
szétvédlasztésdra kedvezlek, Dzekkel tapasztaltam elf-
ezdr, hogy a LEU és ILE két részre oszlé foltot matat.
Az alacsony Ry értékl bézisos aminosavak ebben a rend-
szerben nem véltak szét,



- 52 -

9/I. dimenzifban propilalkohol-viz /7:3/ arényu elegyében
9/11. dimenzidban i-propilalkohol-viz /4:1/ arényu ele-
gyében /14/

20. ébra. Az eminosavak kétdimenzide kromatogramje
. Papir: ¥h=1
Kifejlesztéelegy: 9/1.
. /XX
#l6hivé: kollidines-ninhidrin reagens
A bézisos aminosavak kiziil a IS, valamint a LEU és ILE

nem azonosithatd.
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10/1. dimenzidéban metencl-viz-piridin /20:1:5/ arényu
elegyében

10/11. dimenzidéban t-butanol-metiletilketon-dietilamin-
viz /40:40:20:4/ ardnyu elegyében /46/

)
; &
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2, -4
| Clse .,
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21. dbra. Az aminosavak kétdimenzids kromstogramja
Papir: Sch-Sch 2043b
Kifejleszidelegy: 10/X.
10/11.
F1l6hivé: kollidines-ninhidrin reagens

Ezekben a szolvensekben a bézisos aminosavak nagyon jél
szétvélnak. Az ARG elhuzdéddé foltot ad, felette taldlhaté
a LYS, ugyanCSak'elhuzédé folt alakjdban. A szindrnyalat

alapjén a HIS a kromatogram kizepén léthaté. A THR elhe-
lyezkedése eltéré a szokésostél, az Re értéke mindkét

rendszerben magasabb.
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11/I. dimenzidban t-butencl-metiletilketon-viz

/4:4:2/ arényu elegyében
11/11. dimenzidban t-butanol-metancleviz /4:5:4/

arénya elegyében /5/

S

T e

oo A
O o

22. ébre. Az aninosavak kétdimenziés kromatogranja
Papir: ¥h-1 _
Eifejlesztbelegy: 11/I.
11./11.
EiShivé: kollidines-ninhidrin resgens
Thben a reandszerben a bdzisos eminossvak k3zlil az AR
€8s a LYS egy foltban a start kirnyékén helye;kedik el.
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4,3. Aminosavak elvédlasztésa ioncseréld vékonyréteg-
kromatogrifidval

Bér az eldzfekben leirt mddszerek kielégité érték-
hez vezettek, & ma ismert elvélasztés technikai leheté-
ségek kdzil a Magyarorszdgon 1971-ben gyértott és for-
galomba hozott ioncseréld Fixion 50x8 jelzésii vékony-
rétegen érhetdk el a legjobb eredmények,

A Fixion 50x8 nmianyagfdéliéra régzitett Dowex 50x8
tipusu kationcserélé gyantét tartalmaz Na' eiklusban.

A lemezt felhasznélés elétt 0,02 Na* molaritésu, 3,28-as
pH-ju citrétpufferrel ekvilibrdéltam /lésd 14. oldal/
/11,20/, ezzel kialakitottam a gyanta megfelelé ciklu-
gét ill., ionmilidjét.

Az eljérds egydimenziés futtatdéson alapul. Az ami-
nosav elvélasztdsndél analdg oszlopkromatogrifids el jé-
résra jellemz8 kisérleti feltételeket /puffer, molari-
tés, pH, hémérséklet/ biztositottam. A technikei kivi-
telnél a vékonyréteg-kromatogréfidéndl jé1 bevélt megol-
désokat alkalmaztam az aldbbiak szerint.

A lemez alsé 82zélét6l 2 em tévolsdgra 16 aminosav
oldatét cseppentettem fel kontrollként, valamint a bak-
tériumok hidrolizétumét. A futtatést 0,4 Na' molaritésu
3,3 pH-ju nétriumecitrét pufferben végeztem, 18 cm magas-
ségig, termosztétban 50%-on 120 percig. Széritéds utén a

réteget ninhidrin-reagenssel bepermeteztem. A 16 amino-



savbél nindssze a THR és SER képez kizbe zénét. A
starthoz legkizelebb helyezkedtek el a bézisos aminosa-
vek, sorrendben ARG, LYS, HIS és uténuk a tibbi PHE, TYR,
LBU, TLE, MET, VAL, PRO, ALA, GLY, GLU, THR+SER és ASP

713/

(]
o

@)
200000000 OO0

220000000 000000

ASP THR SER GLU GLY ALA PRO VAL MET ILE LEU TYR PHE WS LYS ARG P Wl/a

23%. ébra. Az azninosavak elvélassztésa Fixion 50x8 lemezen.

A LEU és TLE két kuldnéllé foltot képez, igy ige-
zolt hogy a megellszé imatogréﬁés eljérdésck sorén a
k8288 foltban valdban mindkét aminosav egyitt volt.

Az ioncserélé vékonyréteg-krometogréfia az ellzbk-
ben térgyalt médszerekkel szemben szémos eldnnyel rendel-
kezik, Technikei kivitel szempontjébél egyszeri, elvélasz-
tée szempont jébll gyors és 16 aninosav 15 komponensre vé-
laszthatd,



Triptofén kimutatdésa lugos hidrolizétumbél

A triptofén savas hidrolizissel elbomlik /lésd 69.
oldal/, lugos hidrolizis sorém viszonylsg stabil marad.

A lugos hidrolizétumébdél hagyoményos papir- vagy
vékonyréteg~kromatogrifidval torténé egyértelmi kimuta-
téséra nines lehetfség, a neutralizélt lugos hidrolizé-
tum rendkiviill megas sétartalma miatt. Az ioncseréll vé-
konyréteg~kromatogrdfidval ez a probléma dthidalhaté,
mert a vizsgélandé anyaggal felvitt viszonylag sok 86
nem zavarja a kromatogréfids elvélasztést.

Az elporitott anyagot leforrasztott ampulléban 4 n
NaOH-ban 105°-on 5 érén &t hidrolizéltem. Lehiités utén
pér csepp tomény sésavval semlegesitettem és megsziirtem.
EbbSl az oldatbél vittem fel 10-30 pl-t a lemezre 1 cm=-
ez sévban. A futtatdst 6-os pH-ju és 1,5 m Na® koncentrs-
ciéju citrétpufferben végeztem 10 cm magasségig. A vi-
szonylag magas pH ill. megas Na' koncentrdeié /1,5 m/
mellett a TRP & legalacsonyabb Re értékii /12/. /24. ébra./

Egyidejileg futtatolt standard TRP-al valdé osszeha-
sonlités alapjén a hidrolizdtumokbdél a TRP nem mutathatd
ki kvalitative,



24, ébra. Triptofén kimutatdés Fixion 50x8 lemezen
1. P III/a hidrolizdétuma
‘2. R II/b hidrolizétuma
3. V hidrolizétuma

4.4, Az aminosav Jeszetétel meghatdrozésa kventitativ
analizissel

A fehérje lebontésnak t8bb médja ismeretes: dsvényi
savakkal, luggal vald hidrolizis és az enzimes lebontés.
A savas hidrolizisnél a triptofén gyskorlestilag teljesen
elbonlik, de szémos més anminosavnél is részleges veszte-
séggel szémolhatunk, @Ennek oka egyrészt a hidrolizis so-



rén jelenlevl kis mennyiségii oxigén, a kéntartalmu amino-
savak oxiddléséval okoz jelentls analitikai hibdt, més-
részt a peptidkitések kilinbizl energiaszintje, mig
ezyes aminosavak mér szabad dllapotban vannsk, addig mé-
sok még a peptidkitésekbll nem szabadultak fel,

4e.4.1e A minta hidrolizise ddntfen befolydsolja az
sminosav meghatdrozde eredményét ill. annsk pontossdgdit.
Ezért a hidrolizis kirilményeit részletesen elemzem. A
széritott, elporitotit és homogenizdlt végternéket bemér—
tem é8 hozzdadtam a 6 n sésavat. Ugyeltem arra, hogy a
vizsgélati anyag és a sésav arénya optimdlis legyen;
1:500 /oinimélis ardny 1:350/. A fehérjetartalomtél fig-
gen 10-20 mg beméréshez 5-10 ml 6 n sdésavat adtam. Fi-
gyvelembe veltem a sésavban oldott oxigén hatését, az am~
pulldt evakudltam, nitrogéngdzzal dtbubordkoltattam és
leforrasztottam. 110%-on 20-24 érén &t hidrolizéltsm. A
legtsbb hidrolizisnél kézslt 105° nem hidrolizélja ez
Ssszes peptidkitéet, ezért a kiilléndsen stabil ILE-VAL
peptidkitések megbontésshoz 110° szikeéges /32/. A hidro-
lizis végeztével a savmentesités egy ujabb oxidécids le-
netdség miatt rotécids filmbepériéval tirtént vékuumben,
a bepérlds hégoke 45° volt.

yés kisérbanyag /szénhidrét stb./ jelenléte eseté-
ben sikeresen alkalmazhaték a € n sésavas hidrolizisek
mellett egyes speeidlis hidroliszisek,



Igy az egyik mdédszert a DRAWERT eljérést is elvé-
peztem /16/. 0,03-0,05 g benéréshez 8-10 ml 6 n sésavat
és 0,5 ml fenolt adtam, A tovébbiaskban a hidrulisia ne=-

nete megegyvezett az elézdekben 1eirtakkal.

| 4 bepérldés utdn visszameradt olsajos naredékot 2,2
pil=ju citrdt pufferben felvettem. A fenoclos hidrolizé-
tumnél a bemoséshoz még aceton-etenol /1:1/ erényu ele-
gyét is hesznéltam, végll mér6lombikban kiegészitettem.
Uténa dupla redds szirépapiron sziirten és az igy nyertf
oldetot feldolgozésig hidegen téroltam. |

Aminogay gnalizise gutomatikus analisitorral

- e er e W e

T5hb mint két évtizede mér, hogy mobax. STEIN és
SPACKMANY /38/ lefektették a moderm aminosav analitika
alapjeit. A médszer az azdta eltelt idé alett jelentés
nértékben fejlédstt, de mind kémiai, mind miszertechni-
kai szempontbdél alapjaiban a klasszikus médszerrel meg-
egyezl. |

Az aminosavak elvdlasztdsa szulfonélt polistirol-
divinilbenzol-kopolimer gyantén /erfs kationcseréls/
na® eciklusban tdrténik, szakaszos eluciéval. A bézikus
sminosavaek elvédlasztésa egy rivid, a tobbi - savas és
semleges aminosav -~ elvélasztésa pedig hosszu oszlopon
megy végbe, Yindkét esetben nétriumeitrét pufferrel tir-
ténik az elucid. A bézikus aminosavak elvélasztisdhog
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egy puffer, a tibbihez kétféle puffer szikséges, melyek-
nek a Na® Witm negegyezl, csupdén a citrét koncent-
récié killinbdz6; igy a“pﬂ-iuk eltéré.

A gyanta segfelel6 ionmilijének kislskitéss az is-
mételt ciklusvéltéssal, majé Na® ciklusban az indulé puf-
ferrel egyensulyba hozéséval tirtént. Uténa a mintét fel-
vittik az oszlopra, az anminosavek diaazoéiilt kationjai
adszorbedlidnak az ioncserélé szsbad szulfo-csoportjaira.
Az elucide oldatok folysmatos £tinlésével az aminosavak
fokozatosan eluélédnsk az oszloprél. Az effluensben 1évé
egyes aminosavak identifikdlésa ée detekeidja Totométer-
ben térténik a ninhidrinreakcié alapjén. A nérée eredmé-
nyét rekorder rdgziti szines grafikon fornméjiban. Az
egyes csucsok helye szerint meghatdrozhaté az aminosavak
minfaége, a csucsteriletek kiszémitéaa pedig a mennyisé-
gikre enged kivetkezteini, Az aminosav csucsok kiértéke-
lésének szémitdésmenete a kivetkezld volt: a csucsok ma-
gasségénak a félértéke feletti pontok szémét szoroztam
& esucsnagasség felével és ezt osztottam a bemért stan-
dard mélok szdéméval. Igy minden aminosavra egy faktort
kaptam, aselyel az ismeretlen koncentrécidju aminosav
oldatok meghatédrozéséra hasznéltiem fel.

4,4.2. g‘t Oaﬂam' midszer

A hosaszu oszloprél a savas és semleges aﬁinolarakat



3428-a8 pH=ju, 0,2 Na' molaritésu nétriumcitrét puffer-
rel ASP-tél - Vil~ig; 4,25-8s pH-ju 0,2 va' molaritésu
pufferrel VAL-t(l - PHE-ig eluéltam. A rovid ossloprél
LYS=t6l = ARG-ig 5,28-as pH-ju, 0,35 Wa' molaritésu puf-
ferrel lehet a bézikus aminosavakat eluélni /lS/g JLésd
25, 26. €8 27. &bra./ ©anél a médezernél a teljes anali-
zis 146 4 ¢ra. |

Az R II. jelzésii baktériumtdrzs karbamid mentes és
karbanid tartalmu tépoldatbhan, valamint a P IIl. jelzé-
sli baktériumtdrze karbemid mentes tépoldatban tirtént fer-
mentdeid sorén nyert végtermékének fehérje eredetil amino-
savait a kétoszlopos eljérdssal hatéroztam meg kvantita-
tive, /CYS aminossvat nyomokban tartalmasz, ezért nem ér-
tékelhetl./ |
Az egyes kromatogramok a 25, 26. és 27. £brén léthatik.

4.4.%. EBgyoszlopos, hérompufferes el jérds

Az Bsszes aninosav meghatérozésa ugyanazon az 08z~
 lopon térténik. Az elvélasztést ASP-tél - GLY-ig 3,28-as
pi=ju, 0,2 Na' molaritésu pufferrel /9/, GLY=-t6l - Wiy~

ig 4,25-08 pii=ju, 0,8 Na' molsritésu pufferrel /9/, vé-
gil 6=-08 pH=~-ju, 1,5 Na' molaritédsu pufferrel végeztem /10/.
/28, é8 29, ébra./ Az elsé puffer-véltés a 90. percben,
a mésodik puffer-védltds az ammdénia-poak felezéllé dgéban
tirtént,



- 6% -

A médszernek tibb elfnye van a kétoszlopos el jéréssal
szemben: csak egy oszlopot kell kalibrélni,

a mintédt egy oszlopra kell bemérni,

a harmadik, nagas, 1,5.33’ molaeritésu puffer
alkalmazésa a HIS és ARC kozitti elueids
idfét csbkkenti, igy & teljes smalizis idé
ierﬁvidﬁl.

Bz a médszer ~ jellegénél fogva - nagyon megfeleld
sorozatminta vizsgzélatéra, mert egyszerii, viszonylag
gvors és j6l1 reprodukdlhaté értéket biztosit, hiszen
csak az elal puffer pH és molaritds érzékeny, a tibbi
puffer gyakorlatilsg nem.

Az egyoszlopos, hérompufferes eljirdst a P IIT.
jel#éaﬂ baktériumtdrzs karbamid tartalmu tdpoldatban ké-
aziilt fermentum, valamint a V jelzésii protozoon fermen-
‘tum fehérje eredetili aminosavainak kvantitativ meghatéro-

zésakor alkalna;tam.
A kromatogramokat a 28. és 29. dbrdn mutatom be.
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4edede g!:intﬁf an E@Eh&t Sr0zés

A savas hidrolizie alkelmezéeénél az egyik legfon-
tosabb esszencidlis eminosavnak a triptaf!ﬁaak nintegy
50-70 %~a bomlést szenved.

A triptofén meghatérozdéeénédl a lugos hidrolizis /41/ az
egyik legelterjedtebb médszer. Wi egy médositott eljé-

rést vélasstottunk /31,33/. Szémitésaink ezerint ismert
mennyiségl triptofén kizel 89 %¥~ét nyertikk vissza,

A hidrolizis menete a kdvetkezf volt:
5«10 mg, a fermentdeid utén kinyert és megfeleld médon
kezelt mikroorganiznus~timegetl bemértik vastsgfalu kéme-
csfbe, 1 ml 3 %08 tioglikolsavat /3%/ tartalmazé 35 mé-
los p-toluolszulfonsav oldatot /31/ adtunk hozzé. 30
nercig vékuumban kb, ~50%ra lehiitstiik aceton-széraz-
jég keverékxével, majé leszivattuk., Kézben 2-3-gzor ki-
emeltik, hogy & berme 1lévd levegé eltdvozzon., A hidroli-
zist 24 érén &t 110%-on végeztilk. A hidrolizis befejeste
utén a hidrolizdtumot 2,2-es pH=ju citrét pufferrel 5 ml-
re £eltSltsttlk és ezt haszndituk kvantitativ vizsgélat
cél jéra.

¥vantitativ analizisét sutometikus aminossv-anali-
zétorral végeztik.

A minta felvitele 4,25-8s citrét pufferrel tdrtént,
25 pereig 4,25-58 pi=-ju, 0,2 Na' molaritdsu pufferrel
eludltunk, Ezzel ellsegitettik a 1LYS és TRP jobb elvé-

,,,,, ==,

.
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lasstdsét az oszlopon. 25 pere utdn 5,28-as pH-ju 0,35
Na' molaritésu pufferrel folytattuk az eluciét /30. ébra/.
45, percben PHE ceucsa, TO.perchen TRP, 80.percben 1LYS
esuesa jelentkezett. /39/

of
N -
_ 58
&8 NH,
§3
- &s -
LYs
— 88
S
\2,’ 83
9
IN
B His
.S 38
3 ,
‘S
S
§ &6
5
N
3 #s
RS
b _pH=528 2
elucids ‘putter térfogata

30. ébra. Véglény TRP tartalmének automatikus aminosave
analizétorral nyert kromatogramja

A vi.ug_ﬂam a TRP tartalom igezoldsa végett ntm-
dard TRP=-vel megismételtiik. Miutén a szakirodalombél is-



mert /39/, hogy az aminosavak automatikus analizstorral
torténé vigsgdlatakor az adott kirilmények mellett a TRP
a PHE é8 a LYS kizdtt jelenik meg, ezért a stendard TRP
vigegdélatéhoz a fenti két aminosavat, mint vonatkoztatdsi

anyaget a TRP-vel egylitt vizsgdltuk.

B
— 530 nm
8
88—
—88 LYS
- |
”
_ g8
Q
$
2 —*— TRP
~:§ !
m |
-8
Y e
o
3
§ k/
3 g8
£ TN\
o
S ‘
£ —§e—
N ‘
= | PH = 5,28 &
elvcias !bu/'fer terfogata

%1l. ébra. A standaré TRP sutomstikus aminosav-snalizé-
torral ayert kromatogranje



Az analizist minden egyes mintéval elvégesztem, a
baktériumtdrzsbll nem tudtsm kimutatni a TRP-t, a pro-
tozoon is csak kis mennyiségben, 0,22 ¥~ban tartalmaze
za /IV. téblézat/.

Az sutomstikue aminosav-analizétorral wvégzett ki-
sérleteim eélje 2 mikroorganizmusck sminossv-tartalmé-
nak vizsgélata. A kromatogramokon léthaté csucsok elhe-
lyezkedésébll kivetkeztettem az egyes aminosavakra, igy
biztos ereduényhez Jjutottam, és az ioncserélé viékonyré-
tegen tirténd elvélasztist megerdsitetien,

A kiszémitott €rtékekbll Gsszehasonlitést végeztem
a kiilonblzé tépoldatban készilt baktériumtirzsek, vala-
mint a véglény esszencidélis aminosav-tartalma kizdtt.
/IVe téblézat./



IV, téblésets Az ogyos fermentdeibs végternékelk esszenciflis
aminosav-tartalninak adatal

e ASH FERS|ASS FEIS [AS VES|AS% FEHS|AS % vo 5
e HIs ARG THR VAL
J—— To— : . E— RO S—— ! . —
P IIT/a | 1,80 4,27 | 0,93 2,21 1,90 4,51 | 1,82 4,32 2,28 5.42
PIIL/D | 2,42 4,70 | 0,99 1,92 |3,28 6,31 | 1,70 3,51 | 2,90 5,65
RIX/a | 1,22 3,41 | 0,75 2,08 (1,13 3,16 | 1,92 5,37 | 1,85 5,25
RIL/D | 2,08 4,37 | 1,07 2,29 (1,60 3,45 | 2,52 5,40 2,48 5,23
v 3023 5454 | 0498 1,60 3,03 5,17 | 1,83 3012 | 2,92 t,?l;"g
AS% FSHS|ASS FEH S AT FER G| ASH FEH S| AS % FEN 5
T um = | PHE me |
TIIIM 0053 1426 | 1,50 35,56 (2,47 6420 | 1,35 3,59 | = -
PIII/D | 1,50 2,02 | 1,86 3,62 6,56 12,70 | 3,22 6,27 = =
RIT/E | O/47 1,51 1,28 3,56 (2,16 6,08 | 1,52 8,25 | - =
R II/v 0,98 2,00 | 1,91 4,00 35,10 6,68 | 2,11 4,52 = »
V[ 1460 2473 2,52 4,30 5,42 9425 | 2,90 4,95 0,22 QL
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5. A KISERLETI HREDMENYEK MEGBESZELESE

Vizsgélataim a mikrobioldgiai uton termelt, takar-
ményozési célra alkalmas fehérje-produktumok minéségé-
nek javitdséra irdnyultak, kiilonds tekintettel a meta-
nol-fehérje konverziéban kapott termékekre. Célkitiizé-
semnek megfelelfen foglalkoztam kﬁléhféle metanol-hasz-
nosité tdrzsek tenyésztési technoldgidjénak fejleszté-
sével, a termelés, valamint a termék mindségének javi-
tésdval és vizsgdltam a fermentécids termék fehérje
Osszetételét.

A t8rzsgylijtés és szelektdléds sordn tovébbtenyész-
tés céljébél elslsorban a magas metanol koncentriecidt
tiirdket tartottam fenn, vegyis olyanokat, smelyek még
8-10 % metanolt tartalmazdé tépoldatban sem pusztulnak
el. A tdrzsek gylijtése magas lignin tartalmu talajbdél
és szarvasmarha recésgyomorbdél tértént.

Fozlalkoztam a legkedvezdbb fermentdecide technolé=-
gia kivédlasztéséval és megéllapitottam, hogy mindate-
nyésztés, mind a termék feldolgozédsa szempont jébél a fo-
lyamatos fermentécidé a legalkalmasabb, Az el jérdssal
kapecsolatban médszert dolgoztam ki a tdbbedényes beren-

dezésben valé termelésnél a metanolnak a fermentumban

torténd meghatédrozésdra. A médszerrel a tépoldatnak a
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fermentoron valé optimdlis étéramlési sebességét dlla-
pitottam meg. A médszer lizembll szérmazé mintasorozatok
vizsgélatéra is alkalmas.

Munkém sorén bebizonyosodott, hogy a metanol, mint
nagyipari termék, jél felhaszndlhaté a mikroorganizmu-
sok fehérje-produkeidjénak szénforrdsaként. Vizoldékony-
sdga kivetkeziében a tépoldatban’valé eloszlatésa nem
okoz problémét. A fel nem hasznélt métanol az ismert
ipari el jdrésokkal visszényerheté és ismét felhasznélha-
té. A mikroorganizmusok még magas /5-10%/’koncentréeiét
is eltiirnek és ezzel a fermentdcidés tér jelentfsen csbk~-
kentheté.

A kedvezd férmentéciés kérilmények kialakitédsa utén
kisérleteim £6 célja a termék fehérjetartalménak ndvelé~
se ésa aminoéav osszetételének javitésa volt.

Kezdetben a termék fehérje eredetii aminosavait hid-
rolizis utén minbségi analizissel vizsgdltam, egy- és
kétdimenziés papirkromatogréfidval, majd egy uj médszert,
az ioncseréld vékonyrétegen torténd elvélasztdst is al-
kalmaztam, Utébbi mdédszer elénye, hogy a kizds foltot
adé THR és SER kivételével 2 éra alat£ egydimenzidéban 16
aminosav elvélaszthaté.

Ismeretes, hogy a hidrolizis triétcfén meghatérozé-
sa esetén eltér a tdbbi aminossv analizisekor alkalma-
zott médszertfl., Az irodalombdl ismeft médszerek nem ve=-
zettek egyértelmi eredményre, ezért két ismert médszert



kombindltam kisebb médositdssal. Igy kielégité ered-
ményt kaptam.

A tovébbiakban az aminosavakat kvantitative vizs-
géltam sutomatikus aminosav-analizdtorral. A vizsgéla-
tok sorén a hagyoményos kétoszlopos eljérés mellett az
egyoszlopos, hérompufferes el jérdst is alkalmaztam, En-
nek elénye, hogy az egy oszlopra valé mintabevitel és
az egy oszlop kalibréldsa pontosabbéd teszi a meghatéro-
zést, valamint a harmadik eluciés puffer magas Na® kon-
centrécidja csdkkenti az eluciés iddt és igy a teljes
analizisidé is lerdvidiil. A meghatérozds mintavizsgédla-
tokra nagyon kedvezl.

Tekintve, hogy szarvasmarhék takarményozdsdéndl ada-
1ékként karbsmidot is haszndlnak, a fermentédciés termék
fehérjetartalménak emelése cé€ljébél a tépoldatban a nit-
rogén forrist karbamiddal dusitottam, A vizsgélt bakté-
riumck fehérjetartalménak karbamid tartalmu tépoldatban
beksvetkez6 nivekedése minden esetben szémottevé volt.
/ IV. téblézat. /

A kvantitativ aminosav analizis eredményeibdl ké-
sziilt oszlopdiagramokbdél kitilnik, hogy a karbamid tar-
talmu tépoldatban késziilt termék esszencifélis aminosav
Gsszetétele kedvezlen védltozik az alébbiak szerint:

A P III. jelzési torzs tenyészetében a LYS, ARG,
VAL, MET, ILE, LEU és PHE mennyisége emelkedik, kiildns-
sen az ARG é8 PHE, ugrésszeriien a LEU. / %2. ébra /
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A reecésgyomorbél izoldlt R II. jelzésii tirzs tenyé-
szetében valamennyi esszencidélis aminosav mennyisége
emelkedik, de leginkébb a takarményozési azempontbéi
igen fontos LYS~¢é és MET-é. / 3%. dbra./

A vizsgélt tdrzsek fehérjetartalménak ninfsége to=-
vébb javithaté a kérddzék gyomriéban végbemehﬁ baktéri-
un-végzlény konverzié mesterséges uton t3rténé megvalé-
sitéséval, Osszehasonlité vizsgédlataim szerint a mester-
séges konverzidébél nyert termék LYS, ARG, MET, ILE, LEU
és PHE tartalma nagyobb, mint a recésgyomorbdél izoldlt
baktériumtdrzsbll késziilt fermentécids terméké. / 34.
ébra./ |

A baktériumokbél TRP-t nem tudtam kimutetni és a
vézlényb8l is csak igen keveset. / 30. ébra./

A vizsgdlt baktériumtdrzsek kiziil gyakorlati célra
az R IT. jelzésii torzs létszik elénydsebbnek, Tekintve;
hogy a triptofén kivételével az Gsszes tibbi aminosavat
tartalmazza, mésrészt mint a szarvasmarha gyomorfléréjé-
nak fllandé komponense, nem valdszinii, hogy az éllatra
nézve kéros hatédsu.

AP IIT. jelzésii baktériumtdrzs az dltalunk kordéb-
ban meg8vizsgdélt ligninbonték kiziil a legjobb metanol-
hasznositénak bizonyult, mégis, mint testidegen mikroor-
ganizmus, az elébbi mellett héttérbe szorul, mert az &l-
tala termelt piros pigment szerkezete és hatésa egyelére

ismeretlen,



A vizsgélt baktériumtdrzsekbdl késziilt termékeken,
86t azok sziirletében tenyésztett véglények fehérje-pro-
dukeciéja kedvezbnek ldtszik.

Tekarninyozési célra valé beiktatdsuk anndl is in-
kébb indokolt, mert a baktérium-fermentum sziirletében
melléktermékként tenvésztheték és izoldlésuk, valamint
feldolgozésuk arénylag egyszerii.

6. USSZEFOGLALLS

~ Vizsgélataim n metamol-fehérje konverziéban kelet-
kezett termékek aminosav Hsszetételének megdllapitdsédra
és a termékek minfségének javitéséra irdnyultak,

Az esszencidlis aminosavak tartalménak ndvelését
karbamid adagoléssal értem el, Megéllapitottam, hogy a
baktériumtenyészetekbll eredé termék mindsége tovébb-
javithaté véglények tenyészetébll késziilt termékek be-

keverésével,

A termelés és mindség javitdsi kisérletek megter-
vezése és lefolytatdsa a kvalitativ és kvantitativ ami-
nosav analizisek eredményei alapjén térténtek.
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