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1. Roviditések jegyzéke

Ala
AME
Asp
Da
EIC
ESI
Glu
GME
HESI
HPLC

HRMS

lle

Leu
LPS
Lxx
m/z
MeCN
MeOH
MS
NCE
oD
PRM
QOTrap
RF
rpm
SFV
SHV-1

alanin

aszparaginsav-metilészter

aszparaginsav

Dalton

extracted ion chromatogram, extrahalt ion kromatogram
electrospray ionization, elektrospray ionizacid

glutaminsav

glutaminsav-metilészter

heated electrospray ionization, fiitott elektrospray ionizacid

high-performance liquid chromatography, nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

high resolution mass spectrometry, nagyfelbontast tomegspektrometria
izoleucin

ion trap, ioncsapda

leucin

lipopoliszacharid

leucin/izoleucin

tomeg/toltés

acetonitril

metanol

mass spectrometry, tomegspektrometria

normalised collision energy, normalizalt iitkzési energia
optical density, optikai stirliség

parallel reaction monitoring, parhuzamos reakciokovetés
quadrupole OrbiTrap, kvadrupol-OrbiTrap
radiofrekvencia

rotations per minute, percenkénti fordulatszam

Semliki Forest virus

suid herpes virus



SIM selected ion monitoring, kivalasztott ionkdvetés

SRM selected reaction monitoring, kivalasztott reakciokovetés

SZMC Szeged Microbiology Collection, Szegedi Mikrobiologiai Gyljtemény
TFA trifluoracetic acid, trifluorecetsav

TIC total ion chromatogram, totalion kromatogram

TPH total petroleum hydrocarbon, 6sszes alifas szénhidrogén

Val valin

VSV vesicular stomatitis virus

YEG yeast/glucose medium, ¢lesztd/gliikkdz tapoldat



2. Bevezetés

A surfactinok a gylirs lipopeptidek csalddjaba tartozd biologiai eredetii
feliiletaktiv anyagok, melyet 1968-ban fedeztek fel a Gram-pozitiv Bacillus subtilis
baktérium tépoldatdban. A vegyiiletcsoportot fehér, tliszerli kristadlyok formajaban
izolaltak és nevét az igen erds feliiletaktiv tulajdonsagarol kapta. A surfactin molekulak
egy valtozo szénatomszamu hidrofob B-hidroxi zsirsavlancbodl és egy hét aminosavbol
allo peptidgytriibdl allnak, melyeket egy laktonhid kapcsol Gssze, igy kialakitva
jellegzetes szerkezetiiket. A zsirsavlanc valtozatos hossza és a heptapeptid aminosav-
Osszetételének variabilitasa szamos homolog és varians kialakuldsat teszi lehetové. A
surfactin vegyiiletek széleskorii bioldgiai aktivitassal birnak, tobbek kozott anti-
mikoplazmas, tumorellenes, gyulladascsokkentd és antiviralis hatassal rendelkeznek.
Jelentés feliiletaktiv tulajdonsaguknak kdszonhetéen az elmult évtizedekben szamos
kutatas célozta meg terapias és kornyezeti alkalmazhatosaguk feltérképezését, tovabba
potencidlis mezdgazdasagi felhasznalasuk lehetdségét is egyre ndvekvo érdeklddés dvezi.
Az egyes Bacillus torzsek tenyésztési koriilményeinek valtoztatasa bizonyitottan hatassal
van azok surfactin termelési sajatsagara. Ezek az elsOsorban a termelt surfactin
vegyiiletek mennyiségének novelését célzo kutatdsok az alkalmazott szénforrasok koziil
a szachardznak, a fémionok koziil pedig a mangan-, vas-, kalium- és magnéziumionoknak
tulajdonitanak kiemelt jelentdséget. A tapoldatok Osszetétele mellett az egyes Bacillus
fajok ¢€s torzsek tipusa is meghatdrozd szerepet jatszik a fermentlé surfactin-
Osszetételében. A kiilonbozd baktériumok eltérd variansokat és homologokat termelnek,

melyek hatdssal lehetnek a mar emlitett biologiai aktivitasokra.

Munkénk sordn megvizsgaltuk ezen tényezdk kiilonbozo Bacillus fajok és torzsek
fermentlevének lipopeptidtartalméara gyakorolt hatasat, azok surfactin termelési
profilanalizisein keresztiil, majd elvégeztiik az egyes surfactin molekulak fermentlébdl
torténd tisztitasat. A tapoldatokat cellobidz, keményitd, maltdz, etanol, mannitol, fruktdz,
glicerin, szacharéz ¢és xiloéz szénforrasokkal, illetve mangén, réz, nikkel, vas és cink
fémionokkal moédositottuk. A vizsgalt baktériumok a B. velezensis, B. atrophaeus, B.
cereus, B. megaterium, B. pumilus és a B. subtilis torzsei voltak. Vizsgalatainkat tobb
kiilonb6z6 nagyhatékonysagli folyadékkromatografiaval csatolt tomegspektrometrias
technikaval végeztikk. A surfactin vegyiiletek tisztitasat pedig flash- és preparativ

kromatografias elvalasztasokkal valdsitottuk meg.



3. Irodalmi hattér

3.1. A feliiletaktiv anyagok napjainkban

A feliiletaktiv anyagok olyan amfipatikus molekulak, amelyek hidrofil €s hidrofob
(altalaban szénhidrogén) részekkel egyarant rendelkeznek, valamint hatasosan valasztjak
sz¢ét a kiillonboz6 polaritdsu folyadékfazisok, példaul az olaj/viz vagy a levegd/viz
hatarfeliiletét. Ezek a tulajdonsagok teszik a feliiletaktiv anyagokat alkalmassa a feliileti
és hatarfeliileti fesziiltség csokkentésére, valamint mikroemulzi6 kialakitasara, ahol a
szénhidrogének vizben oldodnak, vagy ahol a viz szénhidrogénekben oldodik. Ezek a
tulajdonsagok kivaldé detergald, emulgedald, habositd ¢és diszpergald hatdsokat
kolcsonoznek a feliiletaktiv anyagoknak, ezaltal napjainkban az egyik legsokoldalubb,

legkeresettebb technologiai vegyszerekként tartjak szamon ezt a vegyiiletcsoportot [1].

A jelenleg hasznalatos feliiletaktiv anyagok szinte mindegyikét kémiailag
szintetizaljak kdolajbdl, illetve kiilonb6zé ndvényi olajokbdl, azonban ezek eldallitasa,
alkalmazasa és a felhasznalast kovetd megsemmisitése sulyosan terheli a kornyezetet.
Ebbdl kifolyolag, valamint az eréforrasok végességének kovetkeztében az utobbi
években folyamatosan nétt az érdeklddés a mikrobidlis eredetii feliiletaktiv anyagok irant.
Ezen bioszurfaktansok valtozatossaguk, kornyezetbarat jellegiik ¢és eldallitasi
lehetdségiik miatt potencialis jeloltek tobbek kozott a kornyezetvédelemben, a nyersolaj

visszanyerésében, az egészségiigyben és az élelmiszeriparban valo alkalmazasokra [1].
3.1.1. A surfactinok mint bioldgiai eredetii feliiletaktiv anyagok

A javarészt kereskedelmi forgalomban is kaphatd feliiletaktiv tulajdonsagu
vegylileteket eredetiik alapjan a kémiai szintézissel eldallitott, illetve a természetes
eredetll feliiletaktiv anyagok csoporjara oszthatok. Az utobbi kategoria tagjai kiilonbozo
organizmusokbol szarmaznak, ezért biologiai eredetii feliiletaktiv anyagoknak nevezziik
Oket [1]. Ezen vegyiileteknek az ipar egyre nagyobb figyelmet szentel, mivel szamos
olyan elénnyel rendelkeznek a mesterségesen elballitott csoport tagjaihoz képest, mint
példaul a kisebb kdrnyezetszennyezd hatds, a kdnnyebb biologiai lebonthatdsag és az
alacsonyabb toxicitds. Tovabbd megljulé nyersanyagokbdl is eldallithatok, valamint

extrém koriilmények kozott specifikus aktivitassal rendelkeznek [2, 3, 4].



A mikroorganizmusokbdl szdrmazd biologiai feliiletaktiv anyagok amfifil
vegyiiletek, azaz egy hidrofil ,,fejrészbol” és egy altalaban szénhidrogén alkotta hidrofob
,farokrészbol” allnak. Felépitésiik és az ebbdl kovetkezo tulajdonsagaik révén csokkentik
az egyes fazisok (pl.: olaj-viz és leveg6-viz hatarfeliiletek) kozotti feliileti fesziiltséget [2,
5]. A polaris hidrofil ,,fejrésziik” alapjan a feliiletaktiv anyagok négy nagy csoportra
oszthatok fel:

- anionos vegyiiletek, melyek fejcsoportjai lehetnek szulfatok (pl.: natrium-lauril-
szulfat), szulfonatok (pl.: perfluoroktan-szulfonat), foszfatészterek (pl.: natrium-
lauril-éter-szulfat) vagy karboxilatok (pl.: perfluor-nonanoat);

- kationos vegyiiletek, melyek fejrészeit pH-fliggé aminok (pl.: oktenidin-
dihidroklorid) vagy kvaterner ammoéniumsok (pl.: cetil-trimetilammoénium-
bromid) alkothatjak;

- nemionos vegyiiletek, amiknek karboxilsavak (pl.: Triton X-100), szénhidrogén
észterek (pl.: decil-gliikozid) vagy gliceridek (pl.: gliceril-laurat) képezhetik
fejcsoportjait;

- ikerionos vegyiiletek, amik alkil-betainokbol (pl.: kokamidopropil-betain), illetve
alkil-dimetilaminokbol (pl.: CHAPS) allo fejrészekkel rendelkeznek.

Kémiai szerkezetiik és mikrobidlis eredetiik alapjan is tobb csoportra oszthatok a

biologiai feliiletaktiv anyagok [4]:

- Qlikolipidek, pl.: rhamnolipidek, szoforolipidek, cellobiolipidek ¢és
trehalolipidek;

- foszfolipidek (vagy zsirsavak), pl.: lipid-foszfat;

- lipopeptidek (lipoproteinek), pl.: surfactin, szubtilizin, polimixinek;

- polimeres feliiletaktiv anyagok, pl.: lipozan;

- szemcsés feliiletaktiv anyagok, pl.: vezikulumok és fimbriumok, vagy akar egész

sejtek.



3.2. A surfactinok altalanos jellemzése
3.2.1. A surfactinok szerkezete és tulajdonsagai

A surfactin a gyiriis lipopeptidek csoportjanak egyik legjelentésebb tagja,
feliiletaktiv hatasa a natrium-lauril-szulfatét is meghaladja [6]. Foleg a Gram-pozitiv
Bacillus nemzetség tagjainak, tobbek ko6zott az endosporas B. subtilis fajba tartozo
torzsek masodlagos metabolitja [2]. Ezek a palcika alaku baktériumok foként a talajban,
illetve mas kornyezeti mintakban talalhatdak meg és aktiv fejlodési és szaporodasi
homérséklettartomanyuk 25-37 °C. A B. subtilis faj tagjain kiviil a B. pumilus, B.
mojavensis, B. licheniformis és a B. amyloliquefaciens fajok képvisel6i is képesek

surfactin szintézisére [4].

A surfactinok savas jellegli vegyiiletek, ligos vizben és szerves oldoszerekben,
mint példaul metanolban, etanolban, acetonban, etil-acetatban, metilén-kloridban,
ecetsavban ¢és kloroformban jol oldédnak, viszont ezzel szemben hexanban és vizben

oldhatatlanok [6].

Megfigyelték, hogy az irodalomban taldlhatd legtobb biologiai feliiletaktiv
anyaggal szemben a surfactin sokkal hatékonyabb, mivel 20 pM koncentracidoban

alkalmazva a viz feliileti fesziiltségét 72 mN/m-rél 27 mN/m-re csokkenti [4].

A surfactint tulajdonsagainak koszonhetéen széles korben alkalmazzak
kornyezetvédelmi (bioremediécid) és terapias (antibakterialis kezelés) célokra, azonban
a vegyiilet magas eldallitasi és visszanyerési koltségei korlatozzdk az alkalmazéasanak
lehetdségeit. Mindezekbdl adoddan 1) fermentacios stratégidk bevezetése sziikséges a
termelés hatékonysaganak novelése és aranak csokkentése érdekében [4]. Tovabba az
egyes mikroorganizmusok altal termelt surfactin molekulak szerkezetvizsgalata, illetve
Uj valtozatok izolalasa ¢€s azonositasa, tulajdonsagaiktol fliggben, hatékonyabb

alkalmazast tehet lehet6vé.

A surfactin vegyliletcsalad tagjai, gytirlis lipopeptidek kiilonbozd valtozatai,
amelyek egy B-hidroxi zsirsavlancbol, valamint egy heptapeptidbdl allnak (1. abra). A
gylris szerkezetet a zsirsav B-hidroxi €s a peptid terminalis karboxil funkcids csoportjait
Osszekotd lakton hid hozza létre. A zsirsavlanc valtozatos hosszlsdga a kiilonbozo
homologok széles skaldjat eredményezi, emellett a peptidszekvencia aminosav-

Osszetételének nagyfokt valtozatossaga a fellelhetd variansok szamat noveli [7]. Ezen két
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tényezé eredményeképpen a surfactin vegyliletcsalad igen nagyszamu természetes
molekulaja talalhatdé meg a kiilonb6z6 Bacillus torzsek fermentacios termékeiben. Az
els6ként azonositott és leirt surfactin molekula heptapeptid részének felépitése D-Glu-L-

Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu (1. abra).

R
CH3
/
OH HsC—CH
L \
0—¢ o] CH, Leu
Gl H,C—CH oc \c cﬁ O HiC
u LM - 3
/ 7N N\
CH—NH HN——C CH—CHs
o:c\ CH—CH, Leu
NH o) HN
H c—cﬁ Y —R \
A Ner N
HsC—CH C—NH HN—CH |
7 \ \
CH; O — HC
Leu / “CH, €
HZC\ O H,C (|)H Asp
CH—CHs Val
/
H3C

Leu

1. abra Az els6ként felfedezett surfactin szerkezete [8].

Az aminosav-szekvencidjuk alapjan Bonmatin és munkatarsai 10 kiilonbozo
természetes surfactin varianst soroltak fel a 2003-ban kozzétett Osszefoglalo
publikacidjukban [9], melyek kozos jellemzbje a leucin, valin és alanin aminosavak
felcserélodése (példaul Leu helyett Val, Val helyett Ala stb., 1asd 1. tablazat), tovabba
az izoleucin és az izovalin megjelenése azok izomerjei helyett (példaul Leu helyett Ile,
lasd 1. tablazat). Ugyanakkor az utobbi évek kutatdsai tovabbi wjabb surfactin
vegyliletcsoportok 1étezését tartak fel. Az egyik ilyen variansban az egyszeres leucin —
valin csere a hetedik helyett a masodik aminosav pozicidban talalhato, melyek az
ugynevezett [Val2] surfactinok (2.A abra) [8]. Egy, a korabban alkalmazott
rendszerekhez képest joval apolarisabb nagyhatékonysaga folyadékkromatografias
(HPLC) eluciés modszer alkalmazasa soran pedig egy ujabb varianscsoportot
azonositottak, melyben az 06tddik aminosav pozicidoban 1év0 aszparaginsav helyett
aszparaginsav-metilészter (AME) jelenik meg, esetenként tobb korabban leirt moédosulas
mellett is. Ez a felismerés vezetett az [AMES], [AMES, Val7] és [Lxx, AMES]
surfactinok azonositasahoz, melyek koziil az elsé szerkezete a 2.B abran lathato [10, 7,
11, 12].
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CH,
OH HsC——CH Lxx
O=C/ O\ CH;
Glu H,C——CH, oc C—CH O H,C
/ 4
/CH—NH o HN—-C CH—CH;
o:c\ CH—CH,
Lxx
HsC NH o) HN
Wi W N_x
al CH—CH o ¢
/ \HC/ o
HsC C—NH HN—CH I
J N\ / \
CH—C CH HzC\ o
/ / \CHs &
HZC\ 0 HC | Asp
' 0
Lxx CH—CH; vl "
F
HsC
R B
CHj
/OH HsC—CH Lxx
0—=cC O\ >CH2
Glu H,C——CH, oc Cc—CH 0 H,C
\ /7 0\
/CH—NH o HN—C CH—CH,
O:C\ CH—CH, Foic
/NH o\ HN
Lxx  ye—cH \C—H\ \c
/ HC/ \O
H,C——CH C—NH HN—CH |
CH // \CH—C/ \CH H.C o
/ \\ \CH3 \E/ \CH3
H,C O HiC ’ o
Lxx \CH—CH;, b S 4
H.C

2. abra A Boka ¢és munkatarsai altal azonositott [Val2] (A) surfactin varians [8] és a

Kecskeméti és munkatarsai altal leirt [AMES] (B) molekula [12]. R = CH3 — CgHu7.

Kutatocsoportunk tovabbi, elmult években tett megfigyelése, hogy a surfactinok
molekulatomege a korabban leirtakhoz képest nagyobb, akar 1049 Da is lehet, tovabba a
zsirsavlanc elérheti a 18 szénatomos hosszusagot is [8, 12]. Az eddig leirt természetes
surfactin vegyiiletek €s a hozzajuk tartozé aminosav szekvencidk listdjat az 1. tablazat

tartalmazza.
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1. tablazat A természetes surfactin vegyiiletek és a hozzajuk tartozé aminosav

szekvenciak.
Surfactin X1 Xo I;’(iptl d)S((z rrer;?s Xs X Hivatkozas

[Sur] surfactin Glu Leu Leu Val Asp Leu Leu [13]
[Val2] surfactin Glu Val Leu Val Asp Leu Leu [8]
[Ala4] surfactin Glu Leu Leu Ala Asp Leu Leu [14]
[Leu4] surfactin Glu Leu Leu Leu Asp Leu Leu [15]
[1le4] surfactin Glu Leu Leu Ile Asp Leu Leu [15]
[lle2,4] surfactin Glu lle Leu 1lle Asp Leu Leu [16]

[Val7] surfactin Glu Leu Leu Val Asp Leu Val [17,18]
[lle7] surfactin Glu Leu Leu Val Asp Leu lle [17]
[Val2,7] surfactin Glu Val Leu Val Asp Leu Val [19]
[Val2, lle7] surfactin Glu Val Leu Val Asp Leu lle [19]
[lle2, Val7] surfactin Glu lle Leu Val Asp Leu Val [19]
[lle2,4,7] surfactin Glu lle Leu 1lle Asp Leu Ille [16]
[GMEL, AMES] surfactin GME Leu Leu Val AME Leu Leu  [10]
[GMEL], Val7] surfactin GME Leu Leu Val Asp Leu Val [10]
[GMEL, lle7] surfactin  GME Leu Leu Val Asp Leu lle [10]
[AMEDS] surfactin Glu Leu Leu Val AME Leu Leu [7]
[AMES, Val7] surfactin  Glu Lxx Lxx Val AME Lxx Val [12]

[Lxx4, AME5] surfactin  Glu Lxx Lxx Lxx AME Lxx Lxx [12]

3.2.2. A surfactinok potencidlis alkalmazasi teriiletei

Az elmult évtizedekben a surfactin vegyiiletcsoportnak jelentés figyelmet
szenteltek, amely annak koszonhetd, hogy szamos bioldgiai aktivitassal, mint példaul
antikoagulacios-, tumorellenes-, antiviralis-, gyulladascsokkentd- €s immunszupressziv
hatassal rendelkeznek [20, 21, 22, 23]. Széles spektrumu aktivitasuk legfébb oka, hogy a
surfactin izomerek gyakran tobbféle modon is kdlcsonhatnak a biologiai rendszerekkel,
szamos fizioldgiai és biokémiai hatast eredményezve. Tobbek k6zott a fibrin rogképzodés
potencialis inhibitoraiként is szamontartjak Oket [24]. Képesek példaul beépiilni a

foszfolipid membran kettds rétegébe, ahol amfipatikus jellegiiknek koszonhetden a célsejt
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permeabilitas valtozasat indukaljak. Mindezen tulajdonsagok alapjan a surfactin

izomerek szamos globalis kozegészségligyi probléma kezelésére alkalmasak lehetnek [7].

A surfactint a szakirodalom kiilonb6z6 bioremedidcios és klinikai alkalmazasok
potencialis jeloltjeként tartja szamon. A vegyiiletcsalad erételjes feliiletaktiv
tulajdonsaganak koszonhetéen kornyezetvédelmi szempontbdl lehet hasznos, mig a
klinikai alkalmazdsat az antibakteridlis ¢és antiviralis, valamint tapadas- ¢&s

gyulladasellenes hatésai teszik lehetdvé[4].

Tulajdonsaguk és aktivitasuk alapjan a surfactinok lehetséges ipari, kdrnyezeti és

klinikai felhasznalasi formai 6t nagy csoportba rendezhetdk:

a) Mikoplazma, baktérium- és virusellenes hatasokon alapulé alkalmazasok:

A Mycoplasma baktériumok 1éguati gyulladast és hugyuti fertézéseket okoznak,
melyek kezelésében az antibiotikumok hatdstalanok, mivel képtelenek athatolni a
baktériumok citoplazmamembranjan. Vollenbroich és munkatarsai kutatasa alapjan a
surfactin hatékonynak alkalmazhaté mikoplazmoéziskezelésére, mivel a vegyiilet hatasara
a Mycoplasma sejtek teljesen szétesnek [20]. Kracht és munkatarsai kimutattak, hogy
legnagyobb antiviralis aktivitassal az egyszeres negativ toltésti surfactinok (Cis)
rendelkeznek. Ez a hatas annak tulajdonithato, hogy a molekulak képesek csatornakat
1étrehozni az egyes virusok (pl. Semliki Forest virus — SFV, suid herpes virus — SHV-1,
vesicular stomatitis virus — VSV) nukleokapszidjat koriilvevé lipid kettésrétegben,
melybe bejutva annak teljes szétesését okozzak. Ez a lipid kettdsréteg tartalmazza a virus

rrrrr

elvesziti fert6zoképességét [25].

b) Gyulladdscsokkentd hatason alapuld alkalmazasok:

A surfactin amfifil szerkezete révén képes kolcsonhatasba 1épni a
sejtmembranokkal és a kapcsolt enzimekkel és lipopoliszacharidokkal (LPS) [26].
Szamos kutatds tamasztja ald, hogy a surfactin megakadalyozza a bakteridlis LPS és a
human sejtek kozvetlen kolesonhatasanak kovetkeztében fellép6 gyulladasi effektust [27,
28, 29, 30].

c)  Adhézi6-gatlason alapuld alkalmazésok:

A surfactinok, mint biologiai feliiletaktiv anyagok adhéziogatlo tulajdonsagokkal

rendelkeznek, ezaltal gatoljak a biofilmek képzodését és a mikroorganizmusok tapadasat
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a fert6zési helyekhez. Seydlova és munkatarsai bizonyitottak, hogy a surfactin vegytiletek
gatoljak a Salmonella typhimurium, S. enterica, Escherichia coli és a Proteus mirabilis
biofilm-képzését. A surfactin adhézidgatld hatasa potencialis orvostudomanyi

alkalmazast biztosithat a sebészi eszk6zok és implantatumok terén [27].

d) Bioremediacids alkalmazasok:

A surfactin feliiletaktiv és emulzifikald hatasa miatt kornyezeti alkalmazasai is
ismertek, mint példaul a bioremediécio és a tovabbfejlesztett olajvisszanyerés. A surfactin
bizonyitottan felgyorsitja a szénhidrogének bioldgiai lebontasat [31]. A Bacillus fajok
altal termelt fengicinhez és surfactinhoz hasonld lipopeptidek hatdsosan segitik a
nehézolajak lebontasat. Whang és munkatarsai a surfactin €és a rhamnolipidek altal
medialt dizelolaj lebontast vizsgaltak. Arra az eredményre jutottak, hogy a bioldgiai
lebomlas soran a biomassza termelés €s a dizelolaj bomlasa kétszer hatékonyabb surfactin
(40 mg/1) jelenlétében, mint az annak hozzaadasa nélkiil végzett kisérletekben [32]. Lai
¢és munkatarsai felfedezték, hogy a rhamnolipidek és a surfactin képesek eltavolitani az
alifas szénhidrogéneket (total petroleum hydrocarbon, TPH) a talajbol, tovabba
Osszehasonlitottak a biologiai eredetli feliiletaktiv anyagok hatékonysagat a mesterséges
feliiletaktiv anyagokéval. Eredményeik alapjan, a bioldgiai feliiletaktiv anyagok sokkal

magasabb TPH csokkenést okoztak, mint a mesterséges vegyiiletek [31].

e) Mezbgazdasagi alkalmazasok:

A surfactin vegyiiletek segithetnek a fenntarthatdé mezégazdasagi gyakorlat
kialakitasaban, mivel képesek fokozni a kiilonb6z6 mikroorganizmusok biokontroll
potencidjat, eltavolitani a biofilm képzé korokozokat a takarmanyokbdl, valamint
elpusztitani az aflatoxin termelé Aspergillus gombafajokat a membranpermeabilitas
novelésével és a sporacsirdzas gatlasaval. Tovabbi kisérletek tanulsaga szerint a biologiai
eredetli feliiletaktiv anyagok hasznalhatok peszticidek és miitragydk nedvesitésére,
diszpergalasara, szuszpendalasara és emulgedlasara, ugyanakkor képesek ndvelni a
tdpanyagok biologiai hozzaférhetdségét a hasznos mikroorganizmusok talajban torténd
novekedésének eldsegitése érdekében. A felsoroltak koziil a surfactin egyik legfontosabb
tulajdonsaga, hogy képes kolcsonhatasba 1épni a biologiai membranok lipid
komponenseivel, és kation megkotd képessége révén a lipid kettds réteghez kapcsolodva

fejti ki biokontroll aktivitasat, emellett detergensként képes oldani azt [33].
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3.3. A tenyésztés koriilmények hatasa a mikroorganizmusok surfactin termelésére

A kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények a mikroorganizmusok biomassza- és
surfactin termelésére gyakorolt hatdsaval az elmult évtizedek soran szamos kutatds
foglalkozott. A vizsgalt paraméterek kozott szerepelt tobbek kozott a pH, a hdmérséklet,
az oldott oxigén koncentracio és a levegdztetés mértéke [4, 34, 35, 36, 37]. Ezek mellett
nagyszamu kisérletet végeztek el azzal a céllal, hogy meghatirozzak a lehetd
legidealisabb tapoldatosszetételt a minél nagyobb surfactin hozam elérése érdekében.
Ennek soran a vizsgalt Osszetett tapoldatot kiilonbozé nitrogénforrasokkal,
nyomelemekkel, szénforrasokkal és a surfactin prekurzoraival egészitették ki [4, 35, 38,
39]. A B. subtilis surfactin bioszintézise szempontjabol a Mg?*, K*, Mn?" és Fe?'
nyomelemek kiemelt fontossaggal birnak [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45], tovabba a
glutaminsav jelenléte szintén képes ndvelni a termelt lipopeptidek mennyiségét [46].
Szamos, B. subtilis tenyésztésére hasznalt szénhidratalapt (gliikoz, szacharoz, galaktoz,
maltéz, mannitol, oldhaté keményitd és dextrin) tdpoldaton végeztek kisérleteket,
amelyek eredményei alapjan a magasabb surfactin hozam elérésé¢hez a szachar6z a

legalkalmasabb szénforras [47, 48, 49].

Bar a kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények a termelt surfactin variansok teljes
mennyiségére gyakorolt hatdsdt a szakirodalom alaposan korbejarta az elmult
évtizedekben, az egyes vegyiiletek relativ mennyiségi viszonyair6l, illetve ujfajta
molekulak megjelenésérél kevés informdcioval rendelkeziink. Kordbban, az
extraktumokban 1év6 surfactin tartalom a kereskedelmi forgalomban kaphat6 standard
vegyliletek segitségével keriilt meghatdrozésra, azonban a tdpoldat mddositas hatasara a
termelési profilokban bekovetkezd esetleges valtozasok megfigyelése nem képezte a
vizsgalatok részét [39, 49]. Tovabba, bizonyos esetekben csak egy kivalasztott varianson
keresztiil kovették nyomon a tenyésztési koriilmények valtoztatdsdnak hatasait. Erre
példa a Liu és munkatarsai altal végzett kutatas, amelyben a B. amyloliquefaciens
surfactin termelésének optimalizasa csak a C15-[Sur] molekula mennyiségének
vizsgalatan keresztiil ment végbe [48]. A szakirodalomban csupan Akpa és munkatarsai
emlitik meg, hogy a tenyésztési koriilmények hatassal lehetnek a B. subtilis S49 torzs
altal termelt surfactin homologok szazalékos megoszlasara. Ez a tanulmany azonban csak
a [Sur] és [Val7] variansokat (a cikkben S1 és S2 néven emlitve), illetve azok C13-C17

és C13 homologjait vizsgalja [50].
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3.4. Surfactinok mérésének tomegspektrometrias hattere
3.4.1. Peptidek altalanos fragmentdcios nevezéktana

A peptidek tomegspektrometrias fragmentacidja altalaban harom helyen mehet
végbe a lancon beliil. A hasadas leggyakrabban a két szomszédos aminosav C-N
kotésénél torténik meg, ezzel pontosan félbehasitva a peptidkotést. Eldfordulhat tovabba,
hogy a kotésben a C-terminalisaval résztvevd aminosav elvesziti a karbonilcsoportjat,
ugyanakkor az N-terminalisaval kotést kialakito aminosav aminocsoportja is atkeriilhet a
szomszédos aminosavhoz. A fragmentaciot kovetéen keletkezhetnek N-, illetve C-
terminalis fragmens ionok is, amelyek Osszesen hatféle fragmens ion keletkezését

biztositjak (3. dbra) [51, 52].

Hogy a harom lehetséges hasadas koziil melyik megy végbe, féként a disszociacid
modjatol fiigg. Az litkozEés indukalt disszociacid soran a peptid semleges atommal (pl.
héliummal) vagy infravords sugarzas fotonjaval iitkozik, igy keletkezhet a ,,b-y” ionpar
valamelyike, esetleg ,,a” jeli N-terminalis fragmens ion. A disszociaciot eldidézheti
elektron befogés vagy transzfer is, amely az ,,a-x” vagy a ,,c-z” ionpar egyik tagjat hozza
létre. Az als6 indexben 1évé szdm azt mutatja meg, hogy a peptid N-, vagy C-
A surfactin fragmens ionjai alacsony energidju iitk6zés indukalt disszociacidval

keletkeznek, igy a peptidkotés a ,,b-y” helyen hasad fel.

H
HZNY/U\ ,J\ LN ﬂ\ p OH

R O R; 0

a, b, c a
3. abra Peptidek lehetséges fragmentacios helyei, illetve a keletkezd fragmens ionok

nevei.
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3.4.2. Surfactinok fragmentacios mechanizmusai

A surfactin molekuldk prekurzor ionjainak fragmentacidjakor harom f6
fragmenssorozat megjelenését tapasztaltdk, melyek kiilonb6zé fragmentacios
mechanizmusokkal jonnek létre. Ezek név szerint a ciklikus lipopeptidek szimpla
hasadasos mechanizmusa [53], a szamos kutatd altal ismert és publikalt [53, 54, 55], a
kozelmultban Boka és munkatarsai altal pontositott belsé fragmentdciés mechanizmus

[8], valamint a lancon beliili McLafferty atrendezddés [56].

Az els6 esetben a fragmens ionok akkor keletkeznek, amikor a natrium ion altal
ionizalt oxigénatom ¢és a karbonil szénatom kozotti kotés felhasaddsadnak hatasara a C-
terminalis aminosavat a zsirsav hidroxilcsoportjaval 6sszeko6td laktonhid felnyilik (4.A
abra). Ezt a C-terminalis aminosavak egymast kovetd eliminacidja koveti, mely egy
sorozat N-terminélis fragmentumot hoz létre, melyek jeldlése bs, bs, bs’ (az 6todik
pozicioban levé aminosav oldallancardl torténd vizveszitést jelzi) és bs. A peptidlanc
hosszanak csokkenésével a lednyionok intenzitdsa szintén csdkken. Ezen ionok kozotti
tomegkiilonbség alapjan altalaban legaldbb az utolsé harom aminosav meghatarozhato

(4.B abra) [53].

A Ala—Asp Ala—Asp
Leu/ = Leu L/eu > Leu
Leu/ Leu ESI MS Leu Leu

| T | "
L Na ionized 0]

\
HN \”\/<O HN MONa
g (CHy)n - (CHa)n
V4 £
HSC H3C

B m/z 704 m/z 819 m/z 932 m/z 1045

o] o]
Hzc—g—NH—(IZH—EZ—NH—-CH—::'—NH—CH—!:I—NH—CH—g- 'NH—-CH—g- -NH—CH—g- —N—CH—% .
(:ZH’ONQ ?H7 (:3H7 %H? (I3H:~. (I3H9 (:3*"7 (:‘,H;,
((IJHz)w ?Hz ?H-cm (I:H-CH3 COzH CH-CH; ?n-cug.
CH; COzH CH; CH; éH; CHs

-115 (Asp) -113 (Leu) -113 (Leu)
4. abra A szimpla hasadasos mechanizmus gytirtifelnyilasa (A), és a C-terminalis
aminosavak egymast kovetd eliminacidja (B) [53].
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A masodik fragmens-sorozat tagjai a dupla hidrogéntranszfer mechanizmus
szerint keletkeznek, és észteroldali gytrifelnyilasra utalnak (5. abra) [57]. Ezek a
lednyionok nem tartalmazzak a zsirsavlancot és az elsé pozicidban 1évé aminosavat, csak
a peptidlanc aminosavjaibol allnak. A fragmens csoport legintenzivebb tagjat y6+H20
formaban jeloltiik, amely az alifas zsirsavlanc és az elsd, Glu aminosav leszakadasat jelzi,
valamint egy tovabbi H20 jelenlétét. A fragmens sorozat tovabbi tagjai ebbdl az ionbol
szarmaznak, ¢és a fent targyalt szimpla hasaddssal megegyezdéen a C-termindlis
aminosavak leszakadasaval keletkeznek, emiatt jelolésiik a kovetkez6 formaban torténik:
y6b6+H20, y6b5+H20 és yob4+H20 [8]. A prekurzor ion és a sorozat elsé tagja kozotti
tomegkiilonbségbdl, az els6 aminosav pozicidban 1évé glutaminsav ismeretének
fliggvényében a zsirsavlanc hossza, a tovabbi fragmens ionok keletkezésével jard

tomegveszteségekb6l pedig a peptidlanc  C-terminalisan  1évé  aminosavak

meghatarozhatok.
Ala=—Asp Ala=—Asp
Leuy -~ ~ Leu I;/Euf ‘\"‘L%\l:l
Leu/ Leu ESIMS Leu Leu
G|u\ H Ma ionized u\ H.0
H o 2
HN a s HN Na
.
© (CHz)n (CH2In
H5C H,C

5. abra A bels6 fragmentacios mechanizmus észteroldali gytiriifelnyilasa [53].

A fragmens ionok harmadik sorozata a peptidlancon beliili McLafferty
atrendezddés eredményeként jon létre. Eszerint az N-termindlis glutaminsav y-
szénatomjan levé hidrogén annak karbonil oxigénjére keriil at, emiatt az aminosavban
felhasad az aC-BC kotés (6. abra) [56]. Ennek kovetkeztében a tomegspektrumon 72 Da

tomegkiilonbség figyelhetd meg a keletkez6 fragmens ionok kozott.

18



N terminus C terminus
+ NH—CH— C— NH—%—CH —C — NH—CH—C-.

| 4> |
R, OH‘\I };ICH R; g
- e 12 /I::Hmmfa
HCH
|
C
4
NH3+ (;.g.[-;) l\llH
HOOCCH2CH2éHCOO‘ HOOCCH;CH;&ZHCO—
Glu Glu residue

6. abra A McLafferty atrendez6dés szemléltetése. A hasadas helye és a y-
hidrogéntranszfer iranya a peptidek kozotti (@), illetve a peptiden beliili (b) McLafferty

atrendez6dés szerint [56].
3.4.3. A kutatocsoport témaban elért korabbi eredményeinek rovid osszefoglaldsa

Boka és munkatarsai az alacsonyabb tomegti (1016, 1030, 1044 és 1058 m/z
értékil) surfactinok kiillonbozé izomerjeit térképezték fel egy altaluk felismert és
pontositott fragmentaciés mechanizmus segitségével [54, 56]. Az altaluk alkalmazott
modszerrel nagyobb tomegii (1072, 1086, 1100 és 1114 m/z értékii) natrium addukt ionok
egy része is detektalhato volt, viszont csak alacsony intenzitdssal. Tovabba a kiilonb6z6
komponensek elvalasztasa nem volt teljes és a nagyobb tomegli komponensek nem is
elualodtak az allofazisrol. Kecskeméti €s munkatarsai késobb egy tovabbfejlesztett
kromatografidas modszerrel sikeresen noveltek a kiilonb6z6 surfactin molekulak
elvalasztdsdnak  hatékonysagat. Az altaluk alkalmazott kromatografids és
tomegspektrometrias modszerek a mar leirt surfactin variansokat nagy szamban képesek
meghatarozni, és lehetévé tették 0j vegyliletek azonositasat is [14, 15, 16, 17, 19].
Mindezek alapjan jol alkalmazhatéak a kiils6 hatasok okozta surfactin profilok

megvaltozasanak kovetésére.
3.4.4. Alkalmazott tomegspektrometrias technikak

Munkank soran harom tdmegspektrometrids késziiléket alkalmaztunk: ioncsapda
analizatoros, ,,OrbiTrap” elektrosztatikus ioncsapda tdmeganalizatoros, valamint harmas

kvadrupdl tomegspektrométert.

Az ioncsapda tomeganalizator harom hengeresen szimmetrikus, hiperbolikus
feliileti elektrodbol all (egy gylirtibol és két lezaro ,,sapkabol”), melyekre egyen- és

valtofesziiltséget kapcsolva a csapda belsejében egy alterndlo, haromdimenzids
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kvadrupolus tér alakul ki, mely hatasara az ionforras altal ionizalt molekulak tomegiiktdl

fiiggben eltérd periodikus palyakra allnak, ,,csapdazodnak™ az analizatorban [58].

Az OrbiTrap egy olyan elektrosztatikus ioncsapda, amely a tomegspektrumokat
Fourier-transzformacio alkalmazasaval szolgaltatja. Kiils6 része egy félbe vagott hordd
alaku elektrod, kozponti elektrodja pedig orsé alaku. Az ionok tangencialisan, néhany
kilovolt kinetikus energidval injektalodnak, majd a csapdaban fellépd elektrosztatikus
mez0 hatasara a kozponti elektrod koriil bonyolult spiralban oszcillalni kezdenek [59].
Az altalunk alkalmazott késziilék egy hibrid kvadrupollal kapcsolt OrbiTrap késziilék

volt.

A harmas kvadrupol tomegspektrométerben harom egymas utan kapcsolt
kvadrupdl talalhato, melyek koziil az elsé és a harmadik tomegszlirdként miikodik, a
masodik, ionfokuszalo tulajdonsagokkal rendelkezé k6zépsé kvadrupolt pedig titkdzési
cellaként alkalmazzak, itt torténik a kivalasztott tomeg és toltés hanyadossal (m/z)

rendelkez6 prekurzor ionok fragmentacioja [60].
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4. Célkituzések

A Bacillus nemzetség altal termelt surfactin vegyiiletcsaladnak szamos biologiai
aktivitast tulajdonitanak, koztiik antifungalis, antiviralis, tumorellenes, valamint
gyulladascsokkenté hatasokat. Emellett ezek a vegyiiletek erdteljes feliiletaktiv
tulajdonsaggal birnak, hatékonyabban csokkentik a viz feliileti fesziiltségét, mint a
legtobb biologiai feliiletaktiv anyag. Mindezekbdl addoddan az utobbi évtizedekben
szamos kutatast végeztek a vegyiiletcsoport minél részletesebb megismerése érdekében.
A molekulakat felépité heptapeptid gylrli variabilitasa, valamint a B-hidroxi zsirsavlanc
valtozatos hossza szamos természetes eredeti surfactin varianst és homologot
eredményez, melyek potencialisan eltéré biologiai és fizikai-kémiai tulajdonsagok
lehetdségét hordozzdk magukban. Ezidaig szamos kiilonb6zd surfactin molekulat
azonositottak sikeresen, azonban ezeknek a vegyiileteknek az egyes Bacillus torzsekben
levé relativ mennyiségi eléfordulasarol, a tapoldat modositdsanak surfactin termelési
profiljara gyakorolt hatdsar6l, valamint az egyes varidnsok és homoldgok gyors és
hatékony azonositdsarol, illetve preparativ elvalasztisarol kevés informacidval

rendelkeziink. Mindezek figyelembevételével kutatasunk céljaul az alabbiakat tliztiik ki:

1. A kiilonboz6 szénforrasokkal és fémionokkal modositott tapoldatok hatasanak
meghatarozasa két Bacillus subtilis torzs surfactin termelési sajatsagait az egyes
variansok szintjén.

2. A surfactin molekuldk pontos azonositasa és részletes szerkezeti feltérképezése
fragmentaciéos  mechanizmusaikon keresztiil nagyfelbontasu  kvadrupol-
,,OrbiTrap”  elektrosztatikus  ioncsapda  tOmeganalizatorhoz  kapcsolt
nagyhatékonysagi  folyadékkromatografias ~ (HPLC-QOTrap)  mérések
segitségével kiilonbozo Bacillus torzsek fermentlevében.

3. A megszerzett tomegspektrometrids adatok segitségével az MS ,,ujjlenyomatok”
azonositasa €és implementéalasa egy gyors, hatékony és egyszerli kombinalt
kvalitativ-kvantitativ  HPLC-MS/MS technika fejlesztésébe lehetové téve egy
gyorsabban értékelhetd screening mérés kifejlesztését.

4. Kiilonb6zo forrasbol izolalt Bacillus torzsek surfactin - termelésének
profilanalizise a screening modszerrel.

5. Egy kivalasztott Bacillus torzs altal termelt surfactin vegyiiletek preparativ

analitikai modszerekkel torténd tisztitdsa és egymastol torténd elvalasztasa.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A vizsgalt izolatumok

A vizsgalt Bacillus torzsek taxondmiai besorolasat, térzsszamat és az izolalasok

helyét a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat A vizsgalt Bacillus torzsek listéja.

Faj Torzst azofoi? Za(r;; " Izol4ciés hely
B. atrophaeus SZMC 24978 - paradicsom rizoszféra
B. megaterium SZMC 24979 - paradicsom rizoszféra
B. megaterium SZMC 24988 - paradicsom rizoszféra
B. megaterium SZMC 24990 - paradicsom rizoszféra
B. megaterium SZMC 24993 - paprika rizoszféra
B. megaterium SZMC 24997 - répa rizoszféra
B. megaterium SZMC 24998 - répa rizoszféra
B. megaterium SZMC 25000 - paprika rizoszféra
B. megaterium SZMC 25001 - paprika rizoszféra
B. megaterium SZMC 25002 - répa rizoszféra
B. megaterium SZMC 25004 - ¢desburgonya rizoszféra
B. velezensis SZMC 24980 OK?256097 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24981 OK256098 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24982 OK256099 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24983 OK256100 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24984 OK256101 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24985 OK256102 paprika rizoszféra
B. velezensis SZMC 24986 OK256103 paradicsom rizoszféra
B. velezensis SZMC 24995 OK256104 paradicsom rizoszféra
B. pumilus SZMC 24987 - paradicsom rizoszféra
B. pumilus SZMC 24991 - paradicsom rizoszféra
B. cereus SZMC 24994 - paradicsom rizoszféra
B. cereus SZMC 25003 - paprika rizoszféra
B. subtilis SZMC 24992 - paprika rizoszféra
B. subtilis SZMC 24999 - répa rizoszféra
B. subtilis SZMC 6178J - paradicsom rizoszféra
B. subtilis SZMC 6179J JX683908.1 paradicsom rizoszféra

1SZMC — Szeged Microbiology Collection
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5.2. Tenyésztési koriilmények és mintael6készités

A kiilonboz6, ndvényi rizoszférabol izolalt Bacillus torzsek a Szeged
Microbiology Collection (SZMC) gytijteményébdl kertiiltek tenyésztésre. A kivalasztott
torzseket 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokban 1évé 30 ml éleszt6/gliikoz tapoldatba
(yeast/glucose medium, YEG) oltottuk le, amely 2 g/l glikdzt és 2 g/l élesztot
tartalmazott, majd ezeket a 25 °C-on, 120 rpm-en razatva, egy napon at, igynevezett
»overnight” novesztettik(IKA®Incubator shaker KS 4000 ic control, IKA,
Németorszag). A felszaporitast kovetden a tenyészetben a koncentraciot 620 nm-en mért
optikai ~ slirliség  segitségével hataroztuk meg 96 lyuka  mikrotiterlapon
spektrofotométerrel (SPECTROstar Nano Microplate Reader, BMG Labtech,

Németorszag).

A kisérletek soran a Besson és munkatarsai altal leirt tapoldatot alkalmaztuk [46],
mely 10 g/l glikozt, 5 g/l glutaminsavat, 1 g/l KH2POs-ot (VWR Chemicals,
Magyarorszag), 1 g/l K:HPOs-ot, 1 ¢/l KCl-ot (Reanal Laborvegyszer Kft.,
Magyarorszag), 500 mg/l MgSO4 x 7 H20-ot (Acidum-2 Kft., Magyarorszag), 5 mg/l
FeSOs4 x 7 H20-ot és 160 pg/l CuSOs x 5 H20-ot (Reanal Laborvegyszer Kft.,
Magyarorszag) tartalmazott. A surfactin termeléséhez 5x107 baktériumsejtet 20 ml
tapoldatot tartalmazo 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba oltottunk, majd 25 °C-on, 120
rpm-en folyamatosan rdzatva 5 napig ndvesztettiik. Ezt kovetden a baktériumsejteket
centrifugalassal eltavolitottuk a lipopeptid tartalmu fermentlébdl (8000 rpm, 15 perc,
SORVALL RC 6+, Thermo Scientific, USA), majd sésavval (VWR International Kft.,
Magyarorszag) a pH-t 2-re csokkentve a feliiliszoban, a fehérjék és peptidek kicsapodtak
a fermentlébdl. A keletkezett csapadékot egy éjszakan 4t 4 °C-on {ilepitettiik. A
fermentlevet lecentrifugaltuk (8000 rpm, 15 min), a feliiliszot ledntottiik, és a megmaradt
csapadékot pedig 200 ul metanolban (VWR International Kft., Magyarorszag) oldottuk
fel. Végiil az oldhatatlan részeket szintén centrifugalassal (8000 rpm, 15 min) tavolitottuk

el.

A B. subtilis SZMC 6179J és SZMC 6178J torzsek vizsgalata soran kiilonbozo
szénforrasokkal €s fémionokkal modositott tapoldatokat alkalmaztunk. Minden esetben a
Besson és munkatarsai altal leirt tapoldatot hasznaltuk. A kiilonb6z6 szénforrasok
vizsgalatahoz a gliikozt az alabbi szénforrasokra cseréltiik: cellobioz (Sigma-aldrich Kift.,

Magyarorszag), keményitd (Molar Chemicals Kft., Magyarorszag), maltéz (Fluka,
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Magyarorszag), mannitol, fruktéz (Reanal Laborvegyszer Kft, Magyarorszag),
szachar6z, glicerin, etanol (VWR Chemicals, Magyarorszag), és D-xil6z (Spektrum-3D
Kft., Magyarorszag), mig a fémionok esetében az eredeti tapoldatot a leoltast kdvetden a
6179] torzs esetében 1 mM koncentracioja MnSO4 x H20, CuSO4 x 5 H20, valamint
NiSO4 x 7H20, a 6178] torzs vizsgalatakor pedig 0,5 mM koncentracioji MnSO4 x H20,
CuSOs4 x 5H20, NiSOs x 7H20, FeSOs x 4H>0 valamint ZnSOs x H>O (Reanal
Laborvegyszer Kft., Magyarorszag) nchézfém sokat tartalmazd torzsoldatokbol

egészitettiik ki.

A 6179]) torzs fermentlevének preparativ tisztitasdhoz a mintaelokészités a
fentebb leirtakhoz hasonloan tortént, a tapoldat mennyisége azonban itt 4 x 1 liter volt, 2
literes Erlenmeyer lombikokban leoltva. A savas kicsapas, iilepités és a fermentlé
centrifugdldsa utan pedig a csapadékot 50 ml metanolban oldottuk fel. Az oldhatatlan
anyagok eltavolitasa utan pedig 1g szilikagélt (Molar Chemicals Kft., Magyarorszag)
adtunk az oldathoz, amelyet ezutan rotacios vakuumbeparloban (IKA RV 10 basic, IKA,

Németorszag) szarazra paroltunk.
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5.3. Alkalmazott modszerek
5.3.1. HPLC-MS modszerek

A B. subtilis SZMC 6179J torzs kiilonbozé szénforrasokkal és fémionokkal
modositott tapoldatokban végzett tenyésztéseinek fermentleveibdl extrahdlt surfactin
vegyiileteket  elektrospray  ionizaciot  alkalmazé  ioncsapda  analizatoros
tomegspektrometriaval kapcsolt nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC-ESI-
IT-MS) technikaval vizsgaltuk, egy Agilent 1090 folyadékkromatografias késziilékhez
(Agilent, USA) kapcsolt Varian 500 tomegspektrométerrel (Varian, USA). Forditott
fazisu, gradiens HPLC eltcios programot dolgoztunk ki, két eluenst alkalmazva: 0,05%
trifluorecetsavat (TFA, Sigma-Aldrich Kft.) tartalmazé HPLC min6ségi vizet (A eluens),
valamint MeCN és MeOH 1:1 térfogataranyu elegyét szintén 0,05% TFA-val (B eluens).
A gradiens elticios program a kovetkez6 volt: 47% B eluens 12 percig, majd fokozatosan
emeltiik 80 percen at 95%-ra, és ezt tartottuk 16 percen keresztiil. Ezutan a szerves eluens
aranyat 2 perc alatt csokkentettiik 47%-ra, amit egy 10 perces ekvilibracios szakasz
kovetett, igy a futasidé osszesen 120 perc volt. Az aramlasi sebesség 0,25 ml/min volt, az
oszloptermosztat hémérséklete pedig 35 °C. Az injektalasi térfogat 3 pl volt. Az
alkalmazott kromatografias oszlop paraméterei: Phenomenex Prodigy, 5u, ODS-3, 100 x
4,6 mm (Gen-Lab Kft., Magyarorszag).

Az MS és MS? vizsgélatokat ESI ionforrassal, pozitiv modban végeztiik. Az
alkalmazott ESI paraméterek a kovetkezdk voltak: porlasztd hémérséklete: 50 °C;
szaritogaz (N2) nyomasa: 50 psi; tiifesziiltség: 5000 V / -5000 V; a porlaszté fesziiltsége:
600 V. Altalanos paraméterek: maximum pasztazasi id6: 1,51 masodperc/ pasztazas;
pasztazasi atlag: 2 pscan; adatsebesség: 0,66 Hz; sokszorozo eltolas: 0 V. Ionizacios
paraméterek: cél TIC: 100%; maximum ion id6: 250000 usec. Pasztazasi paraméterek:
kapillaris fesziiltség: 231,3 V; RF toltés: 68%; vizsgalt tomegtartomany: 100 - 2000 m/z.
A molekulak natrium adduktjain végzett MS? vizsgalatok a fent emlitett altalanos
tomegspektrometrias paraméterekkel torténtek, a kovetkez6 csapdazasi also hatar (m/z) /
gerjesztési amplitudo (V) koriilmények kozott: m/z 1072 (289,3 / 4,12), m/z 1086 (293,3
/4,17), m/z 1100 (297,4 / 4,22), m/z 1114 (301,5/ 4,27).

A tenyésztési korlilmények SZMC 6178] torzsre gyakorolt hatdsanak
megfigyelése soran az extrahalt lipopeptid vegyiileteket két kiillonbozé6 HPLC-HESI-MS
technikaval vizsgaltuk. A mennyiségi meghatarozasok egy Shimadzu Nexera XR HPLC
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rendszerhez (Shimadzu Corporation, Japan) kapcsolt Thermo TSQ Quantum Access
(Thermo Scientific, USA) harmas kvadrupdl tomegspektrométerrel (HPLC-MS/MS),
mig a mindségi azonositasok egy Thermo UltiMate 3000 folyadékkromatografias
késziilékhez (Thermo Scientific,USA) kapcsolt Thermo OrbiTrap Q Exactive Plus
(Thermo Scientific, USA) ioncsapda (HPLC-QOTrap) analizatoros
tomegspektrométerrel torténtek. Mindkét folyadékkromatografias elvalasztds soran
forditott fazisu, gradiens HPLC elucios modszert hasznaltunk a kovetkezd eluensekkel:
0,1% ecetsavat (VWR Chemicals, Magyarorszag) tartalmazé6 HPLC mindségii vizet (A
eluens), valamint MeOH ¢és MeCN 1:1 térfogataranyu elegyét, szintén 0,1% ecetsavval
(B eluens). A gradiens program mindkét tdmegspektrometrids vizsgalat esetében a
kovetkezd volt: 2 percig 5% B eluens, melyet a kovetketd 2 perc alatt 80%-ra emeltiink.
A 4 -24. perc kozott a szerves eluens mennyiségét fokozatosan emeltiik 95%-ra, és ezt 9
percen keresztiil tartottuk. Ezutan a B eluens aranyat 2 perc alatt 5%-ra csokkentettiik,
amelyet egy 5 perces ekvilibracios szakasz kovetett, igy a futasidé dsszesen 40 perc volt.
Az aramlasi sebesség 0,2 ml/min, az oszloptermosztat hdmérséklete pedig 30°C volt. Az
alkalmazott kromatografias oszlop paraméterei: Phenomenex Gemini NX, 3, C18, 150
x 2 mm (Gen-Lab Kft., Magyarorszag). Az injektalasi térfogat a kvantitativ mérések

soran 10 pl, mig a kvalitativ vizsgalatoknal 5 pl volt.

A mennyiségi MS vizsgalatokat HESI ionforrassal, szelektiv ionkdvetés (Selected
Ion Monitoring, SIM) moédban, pozitiv polaritassal végeztiik. Az alkalmazott HESI
paraméterek a kovetkezdk voltak: porlasztdo hdmérséklete: 200°C; kapillaris hdmérséklet:
220°C; spray fesziiltség: +4000V; burkologaz nyomas: 10 psi; kiegészitd gdz nyomas: 25
psi. Altalanos paraméterek: maximalis pasztazasi id6: 0,1 méasodperc/pasztazas. A mérési
id6 elsé 15 percében az iturinok (1015 m/z, 1029 m/z, 1043 m/z, 1057 m/z, 1071 m/z) és
a fengycinek hidrogén adduktjainak tomegeit (1449 m/z, 1463 m/z, 1477 m/z, 1491 m/z,
1505 m/z, 1519 m/z), a 15-40 perc kozott pedig a surfactinok natrium adduktjainak
tomegeit (1016 m/z, 1030 m/z, 1044 m/z, 1058 m/z, 1072 m/z, 1086 m/z, 1100 m/z, 1114

m/z) vizsgaltuk.

A mindségi MS/MS azonositasok szintén HESI ionforrassal, pozitiv polaritassal
¢és parhuzamos reakciokovetés (parallel reaction monitoring, PRM) modban torténtek. Az
alkalmazott HESI paraméterek a kdvetkezOk voltak: spray fesziiltség: +3000 V; kapillaris
hémérséklet: 280°C; burkoldogaz nyomas: 20 (késziilék altal alkalmazott egység); aux gas

nyomads (késziilék altal alkalmazott egység): 15; spare gas nyomas: 3 (késziilek altal
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alkalmazott egység) és ionforras homérséklet: 175°C. A surfactin molekulak hidrogén
adduktjan végzett vizsgalatoknal a 7-35. perc kozott a kovetkezé tomegeket vizsgaltuk:
994 m/z, 1008 m/z, 1022 m/z, 1036 m/z, 1050 m/z, 1064 m/z, 1078 m/z. A fragmentaciod
NCE = 20, szintén késziilék altal alkalmazott egységben megadott {litk6zési energiaval

ment végbe.

Mind a mar emlitett két, mind pedig a tovabbi, szintén ndvényi rizoszférabol
izolalt Bacillus torzs lipopeptid profilozasara egy altalunk a késébbiekben fejlesztett,
szimultan kvantitativ és kvalitativ informécidval is szolgaldo modszert alkalmaztunk a fent
emlitett Thermo TSQ Quantum Access harmas kvadrupdl tomegspektrométert hasznalva.
Ezen vizsgalatokat HESI ionforrassal, pozitiv polaritassal végeztiik. Az alkalmazott HESI
paraméterek a kovetkezOk voltak: porlaszté6 hémérséklete: 285 °C; kapillaris
hémérséklet: 350 °C; spray fesziiltség: +4000 V; burkoldégaz nyomas: 10 psi; kiegészitd
gaz nyomads: 15 psi. Mindkét vizsgélat egy mérési futdson beliil tortént két, egymast
folyamatosan valtakozva kovetd pasztazasi esemény (scan event) alkalmazisaval. Az
egyik, kvantitativ informacioval szolgald esemény soran a surfactinok natrium addukt
ionjainak tomegeit vizsgaltuk (1016,7 m/z, 1030,7 m/z, 1044,7 m/z, 1058,7 m/z, 1072,7
m/z, 1086,7 m/z, 1100,7 m/z, 1114,7 m/z) szelektiv ionkovetés (Selected lon Monitoring,
SIM) modban, pozitiv polaritassal. A pasztazasi esemény iddtartama 0,01 masodperc
volt. A masik esemény az egyes surfactin molekuldkra vonatkozo kvalitativ informaciot
szolgaltatta. Ez igynevezett kivalasztott reakciokovetés (Selected Reaction Monitoring,
SRM) mddban ment végbe, mely sordn a fragmentalt ,,sziildionok™ (parent ion) a fent
emlitett f6tdmegli surfactin ionok, a vizsgalt ,,termékionok™ (product ion) pedig az ys +
H20 (679,7 m/z, 693,7 m/z, 707,7 m/z, 721,7 m/z 735,7 m/z) és yebe + H20 (580,7 m/z,
594,7 m/z, 608,7 m/z, 622,7 m/z) bels6é fragmens ionok voltak. A pasztazasi esemény
iddtartama 0,1 masodperc volt. Az iitkdzési gaz nyomasa 1 mTorr, az {itkdzési energia

pedig 60 V volt.

Mind az ioncsapda analizdtoros, mind pedig a harmas kvadrupdl
tomegspektrométernél alkalmazott modszerekkel a natrium addukt prekurzor és fragmens
ionok, mig az OrbiTrap tomegspektrometrids késziilékkel végzett vizsgalatok soran a
surfactinok protondlt molekula- és fragmens ionok voltak detektalhatok nagyobb
intenzitassal. Ugyanakkor mindkét esetben megfigyelhetdk voltak a fent emlitett szimpla

hasadasos ¢€s belsé fragmentacids mechanizmusok parhuzamos megjelenése, viszont a
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McLafferty atrendezddést nem detektaltuk egyik tomegspektrometrias technikaval valo

vizsgalat soran sem.
5.3.2. Flash kromatogrdfias modszer

A surfactinok tisztitdsa céljabol vizsgalt B. subtilis SZMC 6179] torzs
fermentlevének nyers extraktumat tovabbi tisztitds céljabol egy CombiFlash EZ Prep
(Teledyne ISCO, USA) flash és preparativ HPLC kromatografias késziiléken végzett
eldtisztitdsnak vetettiik ala. A szilikagélre parolt mintat egy RediSep 25 g oszlop elott,
mig a tisztitasra alkalmazott szilikagélt egy Biotage 50 g oszlop eldtt alkalmazott
injektalasi oszlopba toltottiik. Izokratikus elucids modszert alkalmaztunk az alabbi
oldoszerelegy felhasznalasaval: 70% toluol (A eluens, Molar Chemicals Kft.,
Magyarorszag) és 30% metanol (B eluens) két oszloptérfogatnyi (200 ml) eldzetes
ekvilibralast kdvetden 6t oszloptérfogatnyi mennyiségben (500 ml). Az aramlési sebesség
40 ml/min volt és 20 ml térfogatonként gyiijtottiik a frakciokat 30 ml-es kémcsovekbe,
igy Osszesen 25 frakciot kaptunk, a futds idétartama pedig 12,5 perc volt.

5.3.3. Preparativ és félpreparativ HPLC modszerek

A flash kromatografias el6tisztitdst a megmaradt szennyezok eltavolitasa céljabol
egy preparativ HPLC tisztitas kovette, ezzel eldsegitve a kiilonbdzd surfactin variansok
egymastol vald elvalasztasara alkalmazott félpreparativ HPLC modszer hatékonyséagat.
Mindkét 1épést a fent emlitett CombiFlash EZ Prep késziiléken végeztiik el forditott
fazisban, az alabbi eluenseket alkalmazva: viz (A eluens) és acetonitril/metanol 1:1
térfogataranyti elegye (B eluens, VWR International Kft.). Mindkét oldoszer 0,1%
ecetsavat tartalmazott. Az elvalasztashoz hasznalt HPLC tisztasag vizet egy Milli-Q

Gradient A10 viztisztito rendszerrel allitottuk elé (Merck Millipore, Németorszag).

A preparativ elvalasztasi 1épést egy Phenomenex Gemini NX (5u, C18, 100 x 21,2
mm, Gen-Lab Kft., Magyarorszag) oszloppal valositottuk meg, a kovetkezé gradiens
elticios modszer szerint: 30% B eluens 2 percen at, melyet 2 perc alatt, meredeken
emeltiink 75%-ra. Ezt kevésbé meredek, 26 percen at tarto linedris emelkedés kovetett
95%-ig, mely eluens aranyt tovabbi 15 percig tartottuk, majd 2 perc alatt a kiindulasi
30%-ra visszacsOkkentettilk és a nyomas visszaallasaig tartottuk, a 60 perces futdsido
végéig. Az aramlasi sebesség 10 ml/min, az injektalasi térfogat 5 ml volt, és 20 ml

térfogatl frakciokat gytijtottiink 30 ml-es kémcesovekbe, igy dsszesen 30 frakciot kaptunk.
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A félpreparativ elvalasztast egy Thermo BioBasic-18 (5u, C18, 250 x 10 mm,
Gen-Lab Kft.,, Magyarorszag) oszloppal hajtottuk végre, egy 90 perc hosszusagu
izokratikus elucids modszerrel (80% B eluens). Az aramlasi sebesség 5 ml/min, az
injektalasi térfogat 1 ml volt, és 5 ml térfogata frakciokat gyujtottink 13 ml-es

kémcesovekbe, 6sszesen 90 frakcidt eredményezve.
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5.4. Nevezéktan

Az egyértelmiiség kedvéért a kiilonbozé molekuldk elnevezésére a Bonmatin és
munkatarsai altal leirt jelolést alkalmaztuk [9], kisebb modositasokkal (1. tablazat). A
vizsgélataink soran azonositott izomerekben Ilehetséges, hogy egyes aminosav
poziciokban a leucin (Leu) helyett izoleucin (Ile) talalhat6, ugyanis az alkalmazott
technikaval nem kiilonboztethetd meg a két izobar aminosav, ezért minden esetben a Lxx
jelolést alkalmaztuk. Az aminosav sorrend tagjait altalainossagban emlitve az AA"

crer

végétdl szamitott sorszamat jeloli.

A tomegspektrumokon detektalt fragmens ionok nevezéktana a Roepstorff és
Fohlman [51], valamint Biemann [52] altal leirt terminologiat koveti. A natrium addukt
ionok belsd fragmensei a Hue és munkatarsai altal leirt ynbm nevezéktan szerint lettek

jelolve [57].
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6. Eredmények és megvitatasuk

6.1. Kiilonb6z6 szénforrasok és fémionok hatasa a B. subtilis SZMC 6179J torzs

surfactin termelésére
6.1.1. Kiilonbozo szénforrasok surfactin termelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

Munkank soran elészor a kiilonbozé szénforrasokkal modositott tdpoldatok B.
subtilis SZMC 6179J) torzs surfactin termelésére, valamint a kiilonb6z6 valtozatok
mindségi és relativ mennyiségi Osszetételére gyakorolt hatasat vizsgaltuk meg. Ehhez a
Besson és munkatarsai [46] altal kozolt eredeti tenyésztési koriilmények kozott
alkalmazott gliitkoz mellett kilenc kiilonb6z6 szénforrassal (cellobidz, keményitd, maltdz,
etanol, mannitol, fruktéz, glicerin, szachardz és xiloz) egészitettiik ki az alkalmazott
tapoldatot. A tobbi tenyésztési paraméter €s a mintak elokészitése minden esetben azonos
volt. A kromatografias mérések eredményei (7. abra) alapjan megallapithato, hogy az
eredeti tdpoldatban torténd tenyésztéshez képest nem jelentek meg Uj cslicsok a
kromatogramokon, igy a kiilonb6z6é szénforrasok alkalmazasa nem eredményezte Uj
surfactin variansok termelését. Ezzel szemben az egyes csucsok intenzitasa, illetve azok
relativ ardnya esetenként eltért, ami arra utal, hogy a kiilonb6zd tdpoldatban tenyésztett

torzs mas-mas aranyban allitotta eld az egyes surfactin varidnsokat.
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7. abra A gliikozt tartalmaz6 és a modositott szénforrasu tapoldatban tenyésztett B.

subtilis fermentlevek 1072-es m/z értékii extrahalt ion kromatogramjai (EIC).

A vizsgalat soran a baktérium fermentlevébdl azonositott surfactin molekulak
relativ mennyiségét (5. tablazat) a HPLC-ESI-IT-MS vizsgalatokat kovetden, a
komponensek natrium adduktjaira beallitott extrahalt kromatogramok cstcsainak

egymashoz viszonyitott teriiletaranyai alapjan hataroztuk meg.
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5. tablazat A, B. subtilis 6179] torzs altal termelt és azonositott surfactin vegyiiletek.

Molekulatomeg (m/z) Zsirsavlanc hossza  Peptidszekvencia

003 C13 [Val2], [Val7]
c14 [Val2,7]
C13 [Sur]
1007 c14 [Val7]
C15 [Val2,7]
Cl4 [Sur]
1021 C15 [Val2], [Val7]
C15 [Sur]
1035 C16 [Val7]
C15 [AMES]
1049 C16 [Sur]
c17 [Val7]
C16 [AMES]
1063 C17 [AMES, Val7], [Sur]
c17 [AMES]
1077 C18 [AMES, Val7]
c17 [Lxx4, AMES]
1091 C18 [AMES]
1105 C18 [Lxx4, AMES]

Osszesen 22 kiilénbdzé surfactin varianst detektaltunk, amelyek koziil 5 [Sur], 2
[Val2], 5 [Val7], 2 [Val2,7], 4 [AMES5], 2 [AMES, Val7] és 2 [Lxx4, AMES]
peptidszekvenciaval rendelkezett. Ha az izobar zsirsavlancokat (mint az izo, vagy anteizo
elagazasok) vagy a Leu/lle aminosavak kiilonbségét is figyelembe vessziik, ez a szam
tovabb novekedhet. A [Sur] valtozat C13-C17 hosszusagi [B-hidroxi-zsirsavlancot
tartalmazott, a [Val2] a C13 és C15 lancokhoz kapcsolddott, mig a [Val7], [Val2,7],
[AMES5], [AMEDS5, Val7] és [Lxx4, AMES] surfactinok zsirsavai a C13-C17, C14-C15,
C15-C18, C17-C18 és C16-C17 tartomanyban helyezkedtek el.

A kiilonboz6 surfactin variansok relativ mennyiségi aranyainak az alkalmazott
szénforrasok fliggvényében vald Osszehasonlitdsanak érdekében a csucsteriileteket is

meghataroztuk (8. abra).
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8. abra A gliikozt tartalmazo és a modositott szénforrasu tapoldatban tenyésztett B.
subtilis SZMC 6179 torzs altal termelt surfactin variansok teriiletarany-eloszlasanak
Osszehasonlitasa. A glilkdzhoz képest kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jeldlik:

**% 1 < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05.

A diagram alapjan megfigyelhetd, hogy a fruktéz és a xildoz alkalmazasa
eredményezte a legnagyobb valtozast a kontrollhoz képest. A fruktdz esetében az 6todik
aminosav pozicioban AME-t tartalmaz6 véltozatok mennyisége jelentdsen csokkent
([AME5], [AMES5, Val7]), mig a hetedik pozicioban Val-t tartalmazo valtozatoké
nagymértékben emelkedett ([Val7], [Val2,7]). A [Sur] relativ mennyiségét
Osszehasonlitva, a xil6z volt az egyetlen szénforrds, amely szignifikdnsan novekedést
eredményezett. A [Sur] mellett a [Val2] és [AMES] valtozatoknal is szignifikans
novekedést tapasztaltunk, de a [Val7], [Val2,7] és [AMES, Val7] relativ mennyisége
csokkent, ami arra utal, hogy a xil6z, mint szénforrds nem kedvez a Val peptidlanc hetedik
szachar6z a xil6zhoz hasonl6 hatast mutatott a surfactin vegyiiletcsoportok profiljara, ami
a[Val7], [Val2,7] és [AMES, Val7] csokkenését, valamint az [AMES5] és [Lxx4, AME5]
eldallitasanak szignifikdns ndvekedését eredményezte. Hasonloképpen, a maltdz jelenléte
a tapoldatban szintén magasabb [AMES] ¢és [Lxx4, AMES] szintet eredményezett,

azonban a [Val7] és [AMES, Val7] relativ mennyiségére nem volt jelentds negativ hatasa,
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csak a [Val2,7]-re. A xildzhoz hasonldan az etanol, a mannitol és a glicerin a tapoldatban
vald alkalmazasa emelte a [Val2] és csokkentette az [AMES, Val7] relativ mennyiségét,
mig a [Val7], [Val2,7], [AMES5] és [Lxx4, AMES] termelésére eltérd hatast mutattak.

Az egyes variansok termelésén és relativ mennyiségén kiviil megvizsgaltuk, hogy
a kiilonb6z6 szénforrasokkal modositott tapoldatok milyen hatassal vannak a B. subtilis
SZMC 6179 altal termelt surfactin molekuldk zsirsavlancainak hosszara. Az integralt

teriiletek aranyait a 9. abra mutatja be.
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9. abra Az eredeti és a modositott szénforrasu tapoldatban tenyésztett B. subtilis SZMC
6179J torzs altal termelt surfactin homologok teriiletarany-eloszlasanak
Osszehasonlitasa. A glilkdzhoz képest kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jeldlik:

**% 1 < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a keményité alkalmazasa nem
eredményezett szignifikans kiilonbséget a termelt surfactinok zsirsavlanchossza k6zott a
gliikozt tartalmazd kontrollhoz képest, mig a maltdz, cellobidz és szachar6z szénforrasok
rendre egy (C16), két (C13, C16), illetve négy (C13, C14, C17, C18) homolog relativ
mennyiségét csokkentették. Mind a mannit, mind az etanol alkalmazéasa novelte a C15,
illetve a C15-C16 vegyiiletek relativ mennyiségét, tovabba egyes homologok

el6fordulasanak csokkenését is okozta. A fruktozzal, glicerinnel és xilozzal kiegészitett
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taptalajok esetében a mannitolhoz és az etanolhoz hasonléhatasok voltak megfigyelhetok.
A rovidebb zsirsavlancokat (C13-C15) tartalmazd csoportok Ossztermelését novelték,

mig a hosszabb szénlancu zsirsavakat (C16-C18) tartalmazé molekulak szekrécidjat

jelentdsen csokkentették.

Az is bebizonyosodott, hogy a szénforras modositdsanak hatasa elhanyagolhat6 a
C13-as bioszurfaktansok esetében. A legnagyobb, 2%-os novekedés a xilozt tartalmazo
mintaknal kovetkezett be, mig a szachar6z hasznalata csak alig tobb mint 1%-kal
csOkkentette az aranyt. Hasonloak voltak az eredmények a C14 molekulak kozott is, a
fruktéz alkalmazasa 4%-os novekedést okozott, az etanol hasznalata pedig mintegy 2%-
kal csokkentette az aranyt. Négy szénforras azonban jelentésen megnovelte a C15
valtozatok relativ aranyat, a xil6z volt ebben a leghatékonyabb, tobb mint 11%-0S
novekedéssel. A kiilonbozd szénforrdsok hasznositasanak legnagyobb hatidsa a 16
szénatomos zsirsavladnccal rendelkezé vegyiileteknél figyelhetd meg. Mig az etanol
hasznalata 4%-o0s novekedést eredményezett, addig a cellobidz, a maltoz, a fruktéz, a
glicerin és a xil6z csokkentette az aranyokat. A C17 és C18 feliiletaktiv anyagok esetében
is csOkkenés volt megfigyelhetd, de az eddig azonositott leghosszabb homoldgok

teriiletaranyat ezek a modositasok viszonylag kevésbé befolyasoltak.

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatok szamos esetben szamolnak be arrol,
hogy a kiilonb6zd szénforrdsok alkalmazasa eltérd mértékben befolyéasolja az egyes
bakterialis eredetii lipopeptidek, koztiik a surfactinok termelését [4]. Ezen szénforrasok
kozott szerepelnek az altalunk is hasznalt gliikoz, szachar6z, maltdz, mannitol, illetve a
keményitd. Alkalmaztak tovabba galaktézt, valamint dextrint a tapoldatdsszetétel
termelésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara [47, 48]. A szakirodalom els6sorban a
szachar6zt jeloli meg a legoptimalisabb tapoldatkiegészitd szénforrasnak az Osszes
termelt surfactin mennyiségének novelésére, mivel a fruktoz, a glicerin, a mannitol, a
keményité és a dextrin nem rendelkezett jelents hatassal, a maltéz esetében pedig
variansok €s homoldgok relativ mennyiségi aranyara gyakorolt hatasokrol azonban kevés
¢és hianyos informacio all rendelkezésre. Ennek legfobb oka, hogy az eddigi kutatasok
foként a vegyiiletcsoport egészének (teljes mennyiségének) termelését tudtdk csak
kovetni. A mennyiségi meghatarozasokat a folyadékkromatografias vizsgalatok mellett
sokszor indirekt modon végezték el. Szamos kisérletben a feliileti fesziiltség valtozasanak

monitorozasan keresztiil [49], vagy a B. fusiformis novekedésére gyakorolt gatlasi zonak
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atmérdinek Osszehasonlitasaval szereztek relativ mennyiségi adatokat [47]. Az
alkalmazott kvalitativ analitikai modszerek sem voltak képesek részletesebb szerkezeti
informaciot szolgaltatni a surfactin vegyiiletek mennyiségi aranyairol. A legtobb esetben
HPLC technikat, ritkdbban pedig fragmentalas nélkiili MS moddszert hasznaltak a
surfactinok azonositasara. A tapoldatmddositasnak a termelt surfactinok Osszetételére
gyakorolt hatasa azonban mas kutatocsoportok altal is tényként jegyzett, igy vélhetden a

kozeljovében egyre tobb kutatas iranyul a téma feltarasara [61].
6.1.2. Kiilonbozo femionok surfactin termelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

Szakirodalmi adatok alapjan a kiilonb6z6 fémionok jelenléte moddosithatja a
surfactin variansok Osszetételét. Mindezekbdl adédéan munkank sordn vizsgaltuk a
mangan, réz és nikkel ionok surfactin termelésre gyakorolt hatasat. A kisérlet soran a B.
subtilis SZMC 6179]) torzs fermentlevének elOkészitését kovetden elvégeztik az
extraktumok HPLC-ESI-IT-MS analizisét. A rogzitett EIC-ok alapjan, a vizsgalt
fémionok modositottak a baktérium surfactin termelését, mivel tobb esetben tapasztaltunk
az eredeti, Besson-féle tapoldatban tenyésztett mikroorganizmusok fermentlevébol
kinyert mintak vizsgalatainak kromatogramjaitol eltéro relativ retencios ideji, esetenként
ujonnan megjelend csucsokat. Erre példaként az 1016-0s m/z értékii EIC-0k szolgalnak
(10. abra).
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10. abra A fémionokkal modositott tapoldatban tenyésztett B. subtilis SZMC 6179J

torzs altal termelt surfactin tartalmi mintak 1016-0s m/z értékti EIC-jai.

A detektalt cstucsok a kiilonbozd szénforrdsokkal modositott mintak
kromatogramjai alapjan nem voltak azonosithatoak, ezért MS? analiziseket végeztiink az
ioncsapdas tomeganalizator segitségével. A vizsgalat eredményeinek kiértékelésére
példaként szolgal a 10. abra legfels6é kromatogramjan lathato elsé csucs (Rt = 76,9 min,
C11-[AMES]) MS? spektruma (11. abra). Az abran jeldlt m/z értékek nem pontos, hanem

szamolt, reprezentativ tomegeket jelolnek az atlathatosag €s a kovethetdség érdekében.
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11. abra A mangannal modositott tapoldatban tenyésztett B. subtilis SZMC 6179J torzs
altal termelt surfactin tartalma minta 1016-0s m/z értékii EIC-jan lathato elsd cstics MS?

spektruma.

A surfactin véltozatok MS? spektrumain tobb fragmens ion sorozat is felismerhetd
volt. Ezek koziil az els6, bels6 fragmentacios mechanizmussal (ys + H20) [15] képz6dott
fragmens ion rendelkezett a Kecskeméti és munkatarsai [12] altal jellemzett 14 Da
tomegkiilonbséggel, ami arra utal, hogy a surfactin molekula az 5. aminosav pozicidoban
AME-t tartalmaz. A sorozat kovetkezé fragmens ionjai (ysbs + H20, ysbs + H>O) arra
talalhatd. Az egyszeri hasadasi mechanizmus fragmensei (bs, bs és bs) [41] kozotti
tomegkiilonbségek szintén megerdsitik, hogy a C-termindlison elhelyezkedd utolso
harom aminosav Lxx, Lxx és Glu. Tovabba a prekurzor ion natrium adduktja és az els6
bels6 fragmens (ys + H20) koz6tti m/z kiilonbség azt jelzi, hogy C11 homoldogrdl van szo.
Ilyen rovid alifas résszel rendelkez6 surfactin molekularol korabban még nem szamolt be
az irodalom. A szénforrasokkal modositott tapoldatokbol szarmazé mintakhoz képest 10
Uj varianst talaltunk a fémionok hozzaadasaval tenyésztett B. subtilis fermentleveiben,
koztik C12-[Sur], Cl4-[Val2], C11/C12-[AMES5], C12/C13/C14/C15/C16-[AMES5,
Val7] és C15-[Lxx4, AMES5] molekulakat (3. tablazat). A mintak MS? spektrumanak
tovabbi vizsgalata kimutatta, hogy a kdzponti aszparaginsav metilészterezett valtozata
minden olyan mintdban megjelent, amely fémionokkal kiegészitett tapoldatbol

szarmazik.
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3. tablazat A fémionokkal médositott tapoldatokban tenyésztett B. subtilis 6179J torzs

altal termelt surfactin vegytiletek.

Molekulatomeg (m/z) Zsirsavlanc hossza

Peptidszekvencia

Ci1 [AMES]
003 C12 [ur], [AMES5, Val7]
C13 [Val7]
C14 [Val2,7]
C12 [AMES]
1007 C13 [sur], [AMES5, Val7]
C14 [Val2], [Val7]
1091 C13 [AMES]
C14 [sur], [AMES5, Val7]
Cl14 [AMES]
1035 C15 [AMES, Val7]
C15 [AMES]
1049 C16 [sur], [AMES, Val7]
C15 [Lxx4, AMES5]
1063 C16 [AMES]
C17 [AMES, Val7]
C16 [Lxx4, AMES]
1077 C17 [AMES]
C18 [AMES, Val7]
C17 [Lxx4, AMES]
1091 c18 [AME5]

A fémionokkal kiegészitett tapoldatbol extrahdlt surfactin varidnsok integralt

cstcstertileteibdl szamolt relativ mennyiségeit dsszehasonlitottuk az eredeti tenyésztési

koriilmények kozott kapott minta teriiletaranyaival (12. abra).
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12. abra A B. subtilis SZMC 6179] altal termelt surfactin variansok relativ mennyiségi
Osszehasonlitasa az eredeti, valamint mangannal, rézzel és nikkellel kiegészitett
tapoldatban. A gliikozhoz képest kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jelolik: ***
p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

Megallapithatd, hogy az 6tddik aminosav pozicioban AME-t tartalmazo6 variansok
jelenléte dominans, 96% feletti mindharom mintaban, mig a [Sur], [Val2], [Val7] és
[Val2,7] molekulak relativ mennyisége szinte elhanyagolhato, egyikiik sem érte el a 2%-
ot egyik modositott mintdban sem. Ez arra utal, hogy a fémionok hozz4adasa szelektiven
befolyasolhatja a baktérium olyan AMES tipust vegyiiletek termelését, mint példaul az
[AMES5], [AMES, Val7] és [Lxx4, AME5]. A kiilonb6z6 homologok aranyat is
megvizsgaltuk a surfactin vegyiileteken beliil, 6sszehasonlitva a kiilonboz6 fémionokkal

kiegészitett taptalajon tenyésztett torzs extraktumait (13. abra).
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13. abra A B. subtilis SZMC 6179J altal termelt surfactin homologok relativ
mennyiségi 6sszehasonlitasa az eredeti, valamint mangannal, rézzel és nikkellel
kiegészitett tapoldatban. A gliikozhoz képest kapott eltérések szignifikanciajat csillagok
jelolik: *** p <0,001; ** p <0,01; * p <0,05.

A diagram alapjan az ujonnan kimutatott C11 és C12 surfactin homologok relativ
mennyisége meglehetdsen alacsony volt és egyik sem érte el az 1%-ot, mig a C13 és C14
molekuldk esetében enyhe ndvekedés volt megfigyelhetd az eredeti mintdhoz képest; a
rézzel modositott kozegbdl szarmazod mintaban volt a legnagyobb novekedés a két
homolog relativ mennyiségében (2%, illetve 7%). A C15 és C16 valtozatok esetében a
szazalékos aranyokban jelentds csokkenés volt megfigyelhetd. Afémionokkal kiegészitett
tapoldatbol szarmazo mintakban 14-18% és 7-17% kozotti aranyban jelentek meg ezek a
homologok, mig az eredeti tapoldatbol szarmazé mintaban koriilbeliil kétszer nagyobb
volt ez a relativ mennyiség. A fémionokat nem tartalmazo tapoldatban ez a két lanchossz
volt a legdominansabb, azonban a fémionok alkalmazasa a C17 és a CI18 relativ
mennyiségének novekedését eredményezte. Ez utdbbi két homoldgot vizsgalva a relativ
szazalékos aranyokban nagymértékii novekedés volt megfigyelhetd, amely mindkét
esetben elérte a 12-15%-o0t. Ez a két homolog képviselte a kimutatott valtozatok tobb mint
50%-4t mindhdrom fémionokkal modositott kdzegbdl szarmazé mintaban, tovabba a

surfactinok tobb mint kétharmada rendelkezett 15 szénatom feletti zsirsavlanccal.
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Korabban tobb kutatocsoport is beszamolt a fémionok tapoldatban vald
alkalmazasanak surfactin termelésre gyakorolt hatasairol [4]. Wei és Chu tanulmanyai
szerint a Mn?*, Fe?*, K és Mg?" ionok elésegitik a surfactin bioszintézisét [39, 62].
Cooper és munkatarsai a jelen fejezetben targyalt mangan-, réz- és nikkelsok mellett Fe?*,
Mg*?, Ca?*, Na*, K*, Zr**, Zn?*, Ni?* és Co?* ionok soival is vizsgaltak a B. subtilis
surfactin termelésének novelését. Ezek koziil a Fe?* és Mn?* ionok jelent6s pozitiv hatést
eredményeztek, a Mg*?, Ca?*, Na*, K*, Zr** jonok nem voltak hatassal a termelésre, a
Zn?*, Cu?*, Ni?* és Co?* ionok pedig gatoltak a B. subtilis novekedését [40]. A kiilonbozd
fémionok surfactin bioszintézisre gyakorolt hatasainak vizsgalataval foglalkozokutatasok
a szénforrasok esetében leirtakhoz hasonldan szintén a mikroorganizmusok Osszes
lipopeptid termelését tanulmanyoztdk, az egyes varidnsok, illetve homoldgok relativ
mennyiségének valtozasarol nem all rendelkezésre informacio. Az ismeretek hianya a
vizsgalatok Kkiterjesztésének sziikségességét igazolja, tovabbi Bacillus torzsek és

tapoldatmddositasra hasznalt fémionok, valamint analitikai technikak bevonasaval.
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6.2. A B. subtilis 6178J torzs lipopeptid profiljanak vizsgalata Kiilonb6z6

tenyésztési koriilmények kozott

Az ¢l6z6 fejezetben bemutatott eredmények alapjan egy masik B. subtilis torzs
(SZMC 6178J) lipopeptid termelési sajatsagait is megvizsgaltuk dsszehasonlitas céljabol
egy rendelkezéstlinkre all6, nagyobb felbontasu és érzékenységli HPLC-QOTrap késziilék
segitségével. Els6ként azonban kidolgoztunk egy HPLC-MS/MS modszert az eredeti és
a modositott tapoldatokban tenyésztett baktériumtdrzs fermentleveibdl extrahalt

lipopeptidek kvantitativ vizsgalataihoz.
6.2.1. Lipopeptidek kvantitativ analizise

A vizsgalatokat SIM modban végeztiik el, melyeket a nagyobb tomegli natrium
addukt ionokra allitottuk be, mivel el6zetes vizsgalatok alapjan ezek sokkal
intenzivebbek voltak, mint a kisebb tomegli hidrogén addukt ionok. Az eredeti, Besson-

féle tapoldatban tenyésztett minta totalion kromatogramja (TIC) a 14. abran lathato.
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14. abra A Besson-féle tapoldatban tenyésztett B. subtilis 6178J torzs fermentlevébdl
HPLC-MS/MS SIM mérésének TIC-ja.

A kromatogram 10-12. percében az iturinok, illetve a fengycinek, mig a
surfactinok csak késébb, a 20. perc kornyékén detektalhatok. A kapott csucs alatti

teriileteket integraltuk majd az eldzetesen elvégzett kalibracido alapjan meg tudtuk

fermentlé 6sszes lipopeptid-tartalmat (15. abra).
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15. abra A B. subtilis SZMC 6178J 6sszes lipopeptid termelése kiilonb6z6 tapoldatok
hatasara. A gliik6zhoz képest kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jeldlik: *** p <

0,001; ** p <0,01; * p<0,05.

A 15. arban megfigyelhetd, hogy a kiilonb6zd szénforrasok és fémionok
alkalmazasa milyen hatassal volt a B. subtilis SZMC 6178] torzs lipopeptid termelésére.
Fruktoz, szacharoz, mannitol, cellobidz és xiloz hatdsara szamottevd valtozas nem volt
megfigyelhetd, az eltérések szignifikancidjat megvizsgéalva statisztikai kiilonbség nem
volt tapasztalhatd, amely a koncentraciok atlaga kozotti kis mértékii kiilonbség mellett a
viszonylag nagy relativ szorasnak tudhatd be. Glicerin, maltdz, keményité és etanol
tapoldatban valo felhasznalasa kedvezodtleniil hatott a termelésre, a diagramon is
egyértelmiien lathato, hogy a lipopeptidek dsszkoncentracidja mindegyik esetben 5 mg/l
ala csokkent. A kiilonb6z6 fémionok alkalmazasanak hatisara ez a tendencia tovabb

romlott, egyik esetben sem érte el az 1 mg/ml-t.

Az Osszes bioszurfaktins termelés mellett megvizsgaltuk a harom f6 lipopeptid,
az iturin, a fengycin és a surfactin fermentlevekben 1év6 koncentracioit is. Az egyes
vegyliletcsaladok aranyainak 0sszehasonlitasa altal részletesebb képet kaphatunk arrol,
hogy milyen kvantitativ hatdsai vannak a kiilonb6zd szénforrasok, illetve fémionok

tapoldatban val6 alkalmazasanak. (16-17. abra).
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16. abra Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa az egyes lipopeptid vegyiiletcsaladok
termelésére a B. subtilis SZMC 6178] fermentlevében. A gliikozhoz képest kapott
eltérések szignifikancidjat csillagok jelolik: *** p < 0,001; ** p <0,01; * p <0,05

A 16. abran lathato diagram jol szemlélteti, hogy az eredeti tapoldatban a
baktérium fermentlevében a surfactin koncentracidja volt a legnagyobb. Surfactin mellett
alacsony koncentracioban fengycin és iturin is talalhatd, viszont az iturin mennyisége alig
éri el az 1 mg/l-t. Hasonldan magas koncentracioban volt mérheté surfactin a fruktoz,
mannitol, cellobidz és a szachardz esetében is. Ezeknél a mintdknal megfigyelhetd az
iturin és fengycin jelenléte is, azonban koncentraciojuk egyik esetben sem haladta meg
az 5 mg/l-t. A glicerin, maltdz, keményitd és az etanol tartalmt tapoldatokban — ahogy a
15. abran is lathat6 — egyik vegyiiletcsoport sem termel6dott nagy mennyiségben, viszont
az eredeti szénforras alkalmazasaval ellentétben mindegyiknél megjelent az iturin. A
xiloéz esetében a surfactinbol keletkezett a legtobb, azonban az iturin mennyisége
meghaladja a fengycin mennyiségét, ellentétben a t6bbi mintaval. A mannitollal
kiegészitett tapoldat hatasara termel6dott a legtobb iturin és fengycin, ez esetben is csak
2, illetve 4 mg/1 koncentracioban. A frukt6z pozitiv hatassal volt a surfactin, valamint az
iturintermelésére, viszont a fengycin mennyisége csokkent az eredeti Osszetételi

tapoldathoz viszonyitva. A szachardz szénforrasként valo haszndlata is ezt a tendenciat
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kovette, azonban ebben az esetben a surfactin koncentracioja alacsonyabb volt, mint az

elobb emlitett mintakban.

Bar az 0sszes lipopeptid termelés vizsgalatanidl megfigyelhetd volt, hogy a
fémionok jelenléte csokkentette a baktérium bioszurfaktins szintézisét (15. abra), a
vegyiiletcsoportok fermentleveken beliili megoszlasanak feltérképezése céljabol részletes

mennyiségi analizist végeztiink el (17. abra).
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17. abra Fémionokkal mdédositott tapoldatok hatasa a lipopeptidek termelésére a B.
subtilis SZMC 6178J fermentlében. A gliikkozhoz képest kapott eltérések
szignifikancidjat csillagok jeldlik: *** p < 0,001; ** p <0,01; * p <0,05.

A 17. abra jol szemlélteti, hogy a fémek tapoldatban torténd alkalmazasa szinte
teljes mértékben gatolta a baktérium lipopeptid termelését. Egyediil iturin jelenléte volt
megfigyelhetd a fermentlében kis mennyiségben. Ezek az eredmények eltérnek az
altalunk vart termelésre gyakorolt hatasoktol, mivel a szakirodalmi adatok alapjan a

fémionok eldsegitik a mikroorganizmusok lipopeptid bioszintézisét [41, 42, 45].
6.2.2. Surfactinok kvalitativ analizise
A mintakban talnyomo6 tobbségben 1évé surfactinok azonositdsa céljabol a

surfactinok MS/MS vizsgalatait is elvégeztik HPLC-QOTrap késziilékkel. Az eredeti,
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szénforrasként gliikdzt tartalmazé mintan végzett mérések EIC-jai a 18. abran lathatok.
A minta vizsgalata sordn Osszesen 31 vegylilet protonalt molekulaionja kertilt
azonositasra, amit az abran lathatd csucsok szamozasaval jeleztiink. A 994-es m/z
értékiiek jelentek meg eldszor, a 19-24. perc kozott. A 994-esnél €s az 1050-esnél 6 csucs,
az 1008-asnal, 1022-esnél 7 csucs, az 1036-osnal mar csak 4 csucs, és az 1064-es m/z

érteklinél pedig csak 1 csucs volt detektalhato.
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18. abra A gliik6z szénforrasu tapoldatban tenyésztett B. subtilis 6178J torzs surfactin

komponenseinek EIC-jai.

A fragmens ionok az egyes csucsokhoz tartoz6 MS/MS spektrumok kiértékelése
soran keriiltek azonositasra, amelyek tomegkiilonbségeibdl az adott csticshoz tartozo
molekula aminosavsorrendje és a zsirsavlanc hossza megéllapithatd. Példaként a fenti
abran talalhato 4. csticshoz tartozé6 MS/MS spektrum lathato, az egyes fragmens ionok
feltintetésével (19. abra). Az abran jelolt m/z értékek nem pontos, hanem szamolt,

reprezentativ tomegeket jeldlnek.
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19. abra Az m/z = 994 EIC C13-[Val7]-hez (4. csucs) tartozo MS/MS tomegspektrum
(B. subtilis 61787 torzs), a belsé fragmens ionok (A) és szimpla hasadasos mechanizmus

fragmens ionjainak jelolésével (B).

A fenti abran lathaté mind a szimpla hasadasos, mind pedig a bels6 fragmentacios
mechanizmussal keletkezd fragmens sorozat. A belsd fragmensek (19. A abra) elsé tagja,
az ye+tH20 jeli ion 671-es m/z értékkel rendelkezik, ez az els6ként leirt surfactin
molekuléétol 14 Da értékkel kevesebb, ezért feltételezehetd, hogy aminosav csere tortént,
tovabba a prekurzor ionhoz képest végbemend 323 Da tomegveszteség alapjan
kijelenthetd, hogy a glutaminsavhoz 13 szénatombol 4ll6 zsirsavlanc kapcsolodik. A
kovetkezd, yebetH20 jelli fragmens tomegét megfigyelve 113 helyett 99 Da
tomegkiilonbség 1ép fel a legnagyobb m/z értékii belsé fragmenséhez képest. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a hetedik aminosav az els6ként azonositott surfactin
molekuléban levé leucin/izoleucin helyett valin. A fragmens sorozat tovabbi, ysbs+H20
€s yeba+H20 jelli tagjainak m/z értékét megvizsgalva a tomegkiilonbségek sorban 113 és
115, ezek alapjan a hatodik aminosav leucin/izoleucin, az 6todik pedig aszparaginsav.
Megjelentek tovabba az eldzéekbdl vizvesztéssel keletkezd fragmens ionok is, melyek

elnevezése ys, Yebs, Yebs, Ysbs, valamint megtalalhaté az yebsz ion is, melynek tomege
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alapjan a negyedik poziciéban Val talalhato, tovabba kikovetkeztethetd az is, hogy a
heptapeptid harmadik és masodik tagja is Leu/lle. Tovabbi érdekes eredmény, hogy a
kutatocsoport korabbi tapasztalataival ellentétben az ynbm fragmens ionok intenzitisa az
alkalmazott tomegspektrométerrel sokkal nagyobb, mint az ynbm+H20 fragmenseké [8,
12].

A szimpla hasadasos mechanizmussal keletkezett fragmens ionokat megvizsgélva
(19. B abra) megfigyelhetd, hogy az 6sszes aminosav lehasadasat nyomon lehet kovetni,
egészen a zsirsavlanchoz kapcsolodd Glu-t jel6l6 by ionig, ezen kiviil a vizvesztés ezen
fragmens sorozat tagjainal is fellép. Ezek alapjan az el6z6ekben feltételezett aminosav
sorrend egyértelmiien leirhaté: Glu-Lxx-Lxx-Val-Asp-Lxx-Val, tovabba az is
kijelenthetd, hogy a zsirsavlanc 13 szénatombol all. gy az MS? spektrum alapjan a

molekulat C13-[Val7] surfactinként azonositottuk.

Az 0Osszes kapott csticshoz tartozd6 MS/MS spektrum kiértékelésre keriilt, igy
sikeriilt meghatdrozni, hogy az egyes csticsok milyen molekuldkat tartalmaznak. A
vizsgalatok soran McLafferty atrendez6désre utaldo fragmens ionok nem Vvoltak
detektalhatok. A kapott eredményeket a 4. tablazat foglalja 6ssze, az yn/ynbm, illetve a
bm fragmensek m/z értékein keresztiil. Az tablazaton felsorolt m/z értékek nem pontos,

hanem szamolt, reprezentativ tomegeket jeldlnek.
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4. tablazat Az B. subtilis 6178] torzs altal termelt, azonositott surfactin molekulak jellemzése a kiilonb6z6 fragmens ionjaikon keresztiil.

Prekurzor ion

Szimpla hasadas fragmensei

Belso fragmensek

[M+H*] Csucs szama Név
(m/z) be bs ba bs b by Yo Yebs  yebs  yebs
1,2 C12-[Sur] 881 768 653 554 441 328 667 554 441 326
994 3,4 C13-[Vval7] 895 782 667 568 455 342 653 554 441 326
5,6 Cl4-[Val2,7] 895 782 667 568 469 356 639 540 427 312
7,9 C13-[Sur] 895 782 667 568 455 342 667 554 441 326
8 Cl4-[Vval2] 895 782 667 568 469 356 653 554 441 326
1008 10-12 Cl4-[Val7] 909 796 681 582 469 356 653 554 441 326
13 C15-[Val2,7] 909 796 681 582 483 370 639 540 427 312
14-16,18 C14-[Sur] 909 796 681 582 469 356 667 554 441 326
1022 17 C15-[Val?] 909 796 681 582 483 370 653 554 441 326
19,20 C15-[Val7] 923 810 695 596 483 370 653 554 441 326
21-23 C15-[Sur] 923 810 695 596 483 370 667 554 441 326
10%0 24 C16-[Val7] 937 824 709 610 497 384 653 554 441 326
25 C15-[AME5] 937 824 713 614 501 388 681 568 455 344
1050 26-29 C16-[Sur] 937 824 709 610 497 384 667 554 441 326
30 C17-[Vval7] 951 838 723 624 511 398 653 554 441 326
1064 31 C17-[Sur] 951 838 723 624 511 398 667 554 441 326
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A surfactin molekuldk azonositasat kovetéen Osszehasonlitottuk a relativ
mennyiségiiket is. Az egyes variansokhoz tartozé csticsok alatti integralt teriiletek

szazalékos Osszetételét az alabbi diagram abrazolja (20. abra).
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20. abra A B. subtilis 6178] torzs altal termelt surfactin variansok relativ mennyiségi
viszonyai a kiilonb6zd szénforrasokkal modositott mintdkban. A gliikdzhoz képest
kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jeldlik: *** p < 0,001; ** p <0,01; * p <
0,05.

A diagram alapjan elmondhatd, hogy a cellobioz kivételével mindegyik szénforras
pozitiv hatassal volt a [Sur] varians szintézisére. A fruktoz, glicerin, keményit6 és etanol
szénforrdsok esetében tobb mint 90%-ban [Sur] keletkezett. A tobbi tapoldat esetén 20-
30%-ban volt jelen a [Val7] molekula. A cellobiéz eredményezte a [Val7] legnagyobb
aranyban val6 jelenlétét, (28,72%). A cellobidz tartalmu tapoldatban a [Val2] relativ
mennyisége is emelkedett az eredeti tapoldat 2,5%-os teriiletaranyahoz képest. A
szachar6z és xiloz hatasara ezen variansok szazalékos jelenléte a gliikkozos tapoldathoz
képest koriilbeliil a felére csokkent, a tobbi esetében azonban ez a mennyiség
elhanyagolhat6 volt, vagy nem volt detektalhat6. A xiléz és a cellobioz a [Val2,7]
surfactin képzodését segitette eld, a tobbi mintahoz képest legalabb kétszeres mennyiség

talalhatdé meg benniik. A glicerin nem csak [Sur] varidnst eredményezett nagy relativ
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mennyiségben, hanem az [AMES] is ebben a mintaban volt a legtobb, bar nem haladta

meg a 3%-ot, azonban a tobbihez viszonyitva kiemelkedden ez volt a legmagasabb érték.

A variansok relativ mennyiségi vizsgalatai sordn szamos szignifikans hatéast
figyeltink meg a tapoldatok szénforrasokkal torténdé modositasanak kdszonhetden.
Erdemesnek tartottuk megfigyelni molekulak zsirsavlancanak —szénatomszamaban
bekovetkezd valtozasokat is, hogy a tapoldatmodositas hatdsainak vizsgalata teljes
legyen, ezért elvégeztik az egyes surfactin homologok szazalékos aranyainak

Osszehasonlitasat (21. abra).
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21. abra Az B. subtilis 6178J torzs altal termelt surfactin homologok relativ mennyiségi
viszonyai a kiilonb6z6 szénforrasokkal médositott mintakban. A glitkdzhoz képest
kapott eltérések szignifikanciajat csillagok jelolik: *** p <0,001; ** p <0,01; * p <
0,05.

A diagram alapjan lathatd, hogy a C12 és C17-es zsirsavlancok elhanyagolhato
aranyban talalhatok meg a mintakban, a C17-es homolog csak az eredeti tapoldatban érte
el a 0,3%-ot. A C13 hosszusagu lancok atlagban 2-12%-ban vannak jelen, a frukt6z és az
etanol kivételével. Fruktdz tartalmt tapoldat esetében a 0,5%-ot alig haladja meg ez az
arany, ezzel szemben etanol hatasara ugrasszerii emelkedés figyelheté meg, a mintdban

talalhatd molekuldk 97%-a C13 homolog. Hasonléan kiemelkedd valtozast a fruktoz
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eredményezett a C14-es zsirsavlanc esetében, 95%-os teriiletarannyal. Az etanol tartalmu
tapoldat hatdsara képzodott a legkevesebb C14 és C15 surfactin homolog, aranyuk 2%
alatti. Ez utdbbi az eredeti tapoldat esetében 55%, melyet a glicerin, maltoz, xiloz és a
keményitd haladja meg. A C16 surfacin molekulak relativ mennyisége csak a gliikkoz és

a cellobioz esetében haladta meg a 4%-0t, ez az érték a tobbi szénforras hatasara csokkent.

6.2.3. A szénforrasokkal torténd tapoldatmodositas surfactin termelési profilra
gyakorolt hatdsainak Osszehasonlitisa a B. subtilis 6179J és 6178J torzsek

esetében

Az el6z6 fejezetben (6.2.2.) részletezett eredmények a tapoldatok szénforrasokkal
valdé modositasanak kovetkeztében fellépd valtozasok eldjelének és szignifikancidjanak
tekintetében Osszehasonlitasra keriiltek a korabban vizsgalt B. subtilis 6179] torzs altal
termelt surfactin molekulak relativ mennyiségeire gyakorolt hatasokkal, mind az egyes
variansok, mind a homologok esetében (5. tablazat). A sziirke hattérrel jelolt [AMES,
Val7] ¢és [Lxx4, AMES] varidnsok, valamint C12 és C18 homologok nem képezik az
Osszehasonlitds targyat, ugyanis ezeket nem detektaltuk mindkét térzs fermentlevében,
de a teljesség kedvéért fel vannak tlintetve, hogy atfogd Osszegzést kaphassunk a
korabban abrazolt diagramokrdl. Igy Osszesen 45-45 vizsgalt adatpar taldlhato a

variansok és a homologok esetében is.

Az Osszehasonlitd tablazatbol megallapithatd, hogy ugyanazon szénforrasok
alkalmazasa a két torzsben a legtobb esetben eltéré hatast eredményezett, azonban az
egyes surfactin variansok tekintetében 16, a homologoknal pedig 19 olyan adatpar
talalhato, melyekben legalabb a hatés eldjele azonos. Ezek koziil 13 és 14 adatparban a
hatas szignifikanciaja is megegyezik. Fontos megjegyezni, hogy ezekbe beletartoznak
azok az esetek is, amelyeknél az alkalmazott szénforras nem okozott szignifikans eltérést.
Cellobidznal, maltéznal és mannitolnal a C16, etanolnal az [AMES5], glicerinnél a [Val7],
az [AMES] és a C17, xiléznal pedig a C15 surfactinok aranybeli valtozasanak az eldjele
(glicerin — [AMES5] és xiloz — C15 esetében pozitiv, a tobbinél negativ) egyezik meg a
két torzsben, a szignifikanciak értéke azonban eltérd. Variansok szempontjabdl a legtobb
egyezés a szachar6z esetében taldlhatdo a két torzs kozott ([Sur], [Val7], [Val2,7],
[AMES]), a homoldgok esetében pedig a fruktozzal és a cellobidzzal modositott
mintdkban 3-3 adatparnal azonos hatas figyelhetd meg, az elébbiben a C14, C16 és C17,
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az utobbiban pedig a C14, C15 ¢és C16 surfactinoknal, habar a legutols6 esetben a
szignifikancia nem egyezik meg.

Az 6sszehasonlitas részeként ismét érdemes megemliteni a B subtilis 61797 torzs
vizsgélatai soran tett kitekintést, miszerint a fellelheté irodalmi adatok a
tapoldatmoddositasnak kifejezetten az Osszes surfactin termelésre gyakorolt hatasat
vizsgaltak, az egyes varidnsok és homoldgok relativ mennyiségi Osszehasonlitdsa az
alkalmazott analitikai modszerek sajatsagai miatt eddig nem képezte részletes kutatasok

targyat.
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5. tablazat A kiilonb6z6 szénforrasok B. subtilis 6179J és 6178] torzsek surfactin termelési profiljara gyakorolt hatasainak 6sszehasonlitasa, a

valtozas eldjelén és szignifikancidjan keresztiil.

Variansok

Cellobiéz

Keményité

Maltoz

Etanol

Mannitol Fruktoz

Glicerin

Szacharoz Xiloz

[Sur]

n.sz.

Nn.sz.

Nn.sz.

[Val2]

[Val7]

[Val2,7]

6179J

[AMES]

[AMES, Val7]

[Lxx4, AME5]

[Sur]

[Val2]

[Val7]

6178J

[Val2,7]

[AMES5]

Nn.Sz.

Nn.Sz.

Nn.sz.

Nn.sZ.

Nn.sz. N.SZ.

Nn.sz.

n.sz.

Homolégok

C13

Cl14

Cellobioz

n.sz.t

Keményité

Maltoz

Etanol

Mannitol Fruktéz

n.sz.’

n.sz.’

Nn.sz.

Nn.sz.

C15

6179J

C16

C17

n.sz.t

Nn.sz.

Nn.sz.

C18

Ci12

C13

Cl14

6178J

C15

C16

C17

Nn.sz.

Glicerin

Szacharoz

n.sz. — nem szignifikans; *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05. Piros hattér — negativ hatés; zold hattér — pozitiv hatés. * azonos eldjeli, de eltérd

szignifikanciaju hatas; T azonos eldjelii és szignifikanciaju hatés.
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6.3. Kiilonbozé zoldségfélék rizoszférajabol izolalt Bacillus torzsek lipopeptid

termelési profiljanak vizsgalata
6.3.1. Az alkalmazott tomegspektrometrias modszer fejlesztése

Korabbi munkank sordn a surfactinok mennyiségi és mindségi vizsgalatait két
kiilonb6z6 miszerrel és modszerrel végeztik el. Mig az egyszeriibben megvalosithatd
kvantitativ mérésekhez elég volt a fragmentalas nélkiili, a kiilonb6z6 molekulédk natrium
adduktjainak tomegeire beallitott SIM mod alkalmazasa, addig a kvalitativ
meghatdrozasok a nagysagrendekkel érzékenyebb Thermo OrbiTrap Q Exactive Plus
tomegspektrométerrel torténtek PRM modban (HPLC-QOTrap). Ez a megvalositas
lehet6veé tette a molekulak alapos szerkezeti feltérképezését, viszont a mintak két részben
torténd vizsgalata megnoveli a mérési idétartamot, tovabba a PRM modban torténd
vizsgalatok soran kapott részletes, de bonyolult MS/MS spektrumok analizise is hosszabb
1d6t vesz igénybe. Ez a jelen dolgozatban is alkalmazott nagy mintaszam esetén rendkiviil
idoigényes kisérleti és kiértékelési folyamatot eredményezett volna, ezért a mar
részletesen megismert fragmentéacios mechanizmusok megfigyelése alapjan egy gyorsabb
és egyszeriibb mddszer beallitasat tliztik ki célul egy Thermo TSQ Quantum Access
késziilékre (HPLC-MS/MS). Sziikséges azonban kiemelni, hogy egy ilyen Osszetett és
részletes szerkezeti vizsgalat harmas kvadrupdl tomegspektrométerre adaptaldsdhoz és a
technika korlataihoz torténd egyszeriisitéséhez elengedhetetlenek voltak a HPLC-
QOTrap modszer altal szolgaltatott informaciok €s a surfactin molekuldk ezen adatokbol

nyert tomegspektrometrias ,,ujjlenyomatai’.

Eldzetes tapasztalataink alapjan gy dontottiink, hogy az 0j modszeriinket
érdemesebb a belsd fragmensek tomegeire beallitanunk (6. tablazat), ugyanis ezek
intenzitasa jellemzden nagyobb, ezaltal kisebb mennyiségben lehetséges a molekulak
detektalasa. Valamint, az el6z6nél talan még fontosabb tényez6, hogy ezek a fragmens
ionok nem tartalmazzak a zsirsavlancot, ezaltal fliggetlenek annak hosszatol, és az egyes
homologokra egyértelmiien lehet kovetkeztetni a prekurzor ion tomegébdl (7. tablazat).
A tablazatokban felsorolt m/z értékek nem pontos, hanem szamolt, reprezentativ

tomegeket jelolnek.

Mivel a korabbi kisérleteink alatt az egyes surfactin varidnsokat és homoldgokat
kiterjedten megismertiik, szerkezetiiket alaposan feltérképeztiik, vizsgélataink rutin

méréseknek tekinthetdk, igy azokat az ilyen tipust analizisekre alkalmazott HPLC-
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MS/MS tomegspektrométeren kivantuk elvégezni. A miiszeren végrehajtott elozetes
kalibraciok soran a hidrogén helyett natrium adduktok jelenlétét, illetve a fenti abran
lathato vizvesztéssel keletkezd ys, Yebes, Ysbs, Yeba és ysbs fragmens ionok hianyat
figyeltik meg, ennek fényében a lehetséges belsé fragmentdcidos mechanizmussal
létrejovo ionok m/z értékeinek listajat a 6. tablazat foglalja Ossze, az Osszes eddig

azonositott surfactin varians esetében.

6. tablazat Az egyes surfactin variansok bels6 fragmenseinek m/z értékei.

Belso fragmensek m/z értékei
ye + H2O | ysbe + H20 | ysbs + H2O | ysba + H20

[Sur] 707 594 481 366

< [Val2] 693 580 467 352
é [Leud, AME5] 735 622 509 380
E [AMES5] 721 608 495 366
é [AMES, Val7] 707 608 495 366
Z [Val7] 693 594 481 366
[Val2,7] 679 580 467 352

7. tablazat A belsO fragmentaciés mechanizmus elsé 1€péseként lehasado
zsirsavlanc és els6 aminosav pozicidoban talalhaté Glu m/z értéke a [Sur] varians egyes

homologjai esetében.

Homolog Cl2 | C13 | C14 | C15 | Cl6 | C17 | C18 | C19

m/z ((M+Na]*) | 1016 | 1030 | 1044 | 1058 | 1072 | 1086 | 1100 | 1114

m/z

(Iys + H20 + Na]*) 707 | 707 | 707 | 707 | 707 | 707 | 707 | 707

m/z

(Cn-Glu) 309 | 323 | 337 | 351 | 365 | 379 | 393 | 407

A tablazatok alapjan kijelenthet6, hogy az egyes varidnsok egyértelmiien
azonosithatok csupan az yes + H20 és az yebe + H20 belsé fragmens ionok jelenlétét
detektalva, ami azért is kedvez6, mert az MS/MS spektrumokon ezek rendelkeznek a

legnagyobb intenzitas értékekel. Mindezen megallapitasok utan a surfactinok mennyiségi
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analizisét azok natrium addukt ionjainak fétomegeihez tartozo csticsok alatti teriiletek
integralasanak utjdn, a pontos mindségi meghatarozdsokat pedig a homologok
tekintetében a prekurzor ion és az ys + H20 belsé fragmens ionok m/z értekeinek
kiilonbségébdl, a variansok szempontjabol pedig az ys + H20 és az yebe + H20 fragmens
ionok egymassal atfedé csucsainak m/z értékei alapjan terveztiik elvégezni. Ehhez a
harmas kvadrupdl analizatoron egy két, gyors egymasutanban valtakozo scan eseménybol

allé SIM/SRM modszert allitottunk be.

A vizsgalatok kvantitativ, SIM modban végzett scan eseménye soran az elsd
kvadrupdl analizatorban a nyolc kivalasztott surfactin natrium addukt ion fétomeg
(1016,7 m/z, 1030,7 m/z, 1044,7 m/z, 1058,7 m/z, 1072,7 m/z, 1086,7 m/z, 1100,7 m/z,
1114,7 m/z) atengedése van beadllitva, a masodik, {itkdzési cellaként szolgald
kvadrupdlban nem torténik fragmentalas, a harmadik kvadrupdl analizator pedig nincs
fesziiltség alatt, az dsszes iont atengedi. A kvalitativ meghatarozasok céljabol beallitott
SRM modban torténd scan eseményben az elsé kvadrupol a fent emlitett nyolc ,,sziil61on™
egyikét engedi tovabb az {itkdzési cellaba, ahol a prekurzor ion iitk6zés indukalt
disszociacio utjan fragmentalodik. Ezalatt a harmadik kvadrupo6l az altalunk beallitott 6t
Y6 + H20 és négy ysbs + H20 termékionnak megfelelé m/z értékii fragmenseket engedi a
detektorba. Igy 6sszesen 72 atmenetet vizsgalunk SRM modban (8. tablazat), 8 prekurzor
iont pedig SIM mddban 0,11 masodperc (ciklusidd) alatt. Az igy kapott EIC-okat és
MS/MS spektrumokat a 22. abra szemlélteti, az analizisek sorrendjében els6ként vizsgalt

B. velezensis SZMC 24980 torzs példajan keresztiil.
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8. tablazat Az altalunk beallitott SIM/SRM moddban végzett méréshez tartoz6 0sszes

atmenet, a sziil6- és termékionok m/z értékeivel.

SIM mod atmenetei
ngﬁ“ﬁz‘)r 10167 | 1030,7 | 1044,7 | 1058,7 | 1072,7 | 1086,7 | 1100,7 | 11147
SRM mod atmenetei
Sziiloion 1016.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580.7 | 594.7 | 608,7 | 622,7 | 679.7 | 6937 | 707.7 | 7217 | 735.7
Sziiloion 1030.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580,7 | 594,7 | 608,7 | 622,7 | 679,7 | 693,7 | 707,7 | 721,7 | 735,7
Sziildion 1044,7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580.7 | 594.7 | 608,7 | 622,7 | 679.7 | 6937 | 707.7 | 7217 | 735.7
Sziloion 1058.7
m/z
Te“;fzk“’“ 580,7 | 594,7 | 608,7 | 622,7 | 679,7 | 693,7 | 7077 | 721,7 | 735.7
Sziloion 1072.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580,7 | 594.7 | 608,7 | 6227 | 679,7 | 693.7 | 707,7 | 721,7 | 735.7
Sziildion 1086.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580.7 | 594.7 | 608,7 | 622.7 | 679.7 | 6937 | 707.7 | 7217 | 735.7
Sziiloion 1100.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580,7 | 594.7 | 608,7 | 622,7 | 679,7 | 693,7 | 707,7 | 721,7 | 735.7
Sziiloion 1114.7
m/z
Terﬁfzk“’“ 580.7 | 594.7 | 608,7 | 622.7 | 679,7 | 6937 | 707,7 | 721,7 | 735.7
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22. abra A B. velezensis SZMC 24980 torzsének EIC-ja (A, m/z=1016,7) és a 21,30.
percnél (B), illetve a 23,56. percnél (C) detektalt csticsok MS/MS spektruma.

A 22. abrat és a 6-7. tablazatokat megfigyelve egyszeriien azonosithatd mindkét
csticshoz tartozé surfactin molekula. A 21,30 percnél talalhaté csucshoz tartozéo MS?
spektrumon (22. B abra) 707,57 és 594,54 m/z érték(i fragmens ionok detektalhatok. Ez
a két ion egyértelmiien [Sur] varidnst azonosit. Az elébbi, ye + H20 belso fragmens ion
tomegét az 1016,7 m/z értéki prekurzor ion tomegébdl kivonva kapott 309,13 Da tomeg
pedig a C12 homoldgnak felel meg, igy a molekula C12-[Sur] surfactinként azonosithato.
Az eljarast a 23,56 percnél talalhato csucshoz tartozé MS? spektrumon (22. C 4bra)
megismételve C13-[Val7] surfactint kapunk.

6.3.2. Mintak surfactin tartalmanak kvantitativ analizise

rom

A kiilonb6z6 Bacillus fajok és torzseik eltéré 6sszmennyiségii és variansok, illetve
homologok tekintetében valtozo Osszetételli surfactinokat termelnek, igy a fermentlevek
biologiai, kornyezeti tulajdonsagai kiilonboznek egymastdl. A baktériumok izolaldsanak
helye szintén fontos szerepet jatszhat a termelt lipopeptid molekuldk Osszetételében,
amely mezOgazdasagi szempontbdl kiemelkedd szereppel birhat. Mindezek alapjan 4

kiilonb6z6 zoldség (paradicsom, paprika, répa és édesburgonya) rizoszférajabol sszesen
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25 Bacillus torzs kertilt izolalasra, melyek a B. atrophaeus, B. cereus, B. megaterium, B.
pumilus, B. subtilis és B. velezensis fajok tagjait alkottdk. A mindségi és mennyiségi
meghatarozasok egy Shimadzu Nexera XR HPLC rendszerhez kapcsolt Thermo TSQ
Quantum Access harmas kvadrupdl tomegspektrométerrel térténtek (HPLC-MS/MS). Az
egyes mintak fermentlevében 1évé lipopeptid koncentraciok meghatarozasat és az
eredmények Osszehasonlitdsat a surfactin standarddal torténd kalibralds utan a SIM
modban végzett mérések TIC-jainak integralt csucsteriileteinek kiszamitasaval végeztiik

el, a natriumtartalmu prekurzorionok m/z értékeire allitva (23. abra).

12 -

11 4

10 A

— B. velezensis
— B. atrophaeus
— B. megaterium

— B. cereus
— B. pumilus
— B. subtilis

L=
L

Koncentracié (mgiL)
(=]

DS N o B ok B Y O O D N P A
& B G P S A & g2 LR
o o P F P X G N

& & 40 S §
P A P
Minta neve (SZMC azonosito)

23. abra Az egyes torzsek fermentleveiben mért dsszes surfactin koncentracio.

A vizsgalt B. megaterium torzsek egyike sem termelt surfactint. A nyolc B.
velezensis minta extrahalt fermentlevei 2-5 mg/l koncentraciotartomanyban tartalmaztak
surfactint, kivéve az SZMC 24995 torzset, amely a vizsgalt mintak koziil a legmagasabb
surfactin tartalommal rendelkezett, amelynek koncentracioja majdnem elérte a 7 mg/I-t.
A B. atrophaeus SZMC 24978 torzs a fent emlitett torzsek tobbségéhez hasonlo
bioszurfaktans-termeld tulajdonsagokkal rendelkezett. A B. cereus esetében az SZMC
24994 torzs a vizsgalt mintak koziil az egyik legnagyobb mennyiségben termelt
surfactint, azonban az SZMC 25003 torzs fermentleve nem tartalmazott surfactint.
Hasonl6 eredmények sziilettek a B. pumilus mintak esetében is, ahol az SZMC 24991

torzs nem termelte a vizsgalt molekulakat, mig a 24987 torzs fermentleve a harmadik
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legnagyobb koncentracidoban tartalmazott surfactinokat. Mindkét B. subtilis torzsben 1

mg/l alatti bioszurfaktans szinteket mértiink.
6.3.3. A surfactinok kvalitativ és kvantitativ vizsgadlata

A korabban részletezett modszer alapjan elvégeztiik a kiillonb6z6 surfactin
variansok azonositasat. Az EIC-0k vizsgalataval az eddig leirt 6sszes surfactint detektalni
képes modszerrel azonositottuk az izolatumok altal termelt variansokat és homologokat,
melyek szemi-kvantitativ viszonyait h6térképen abrazoltuk (1. melléklet). 29 kiilonb6z6
szerkezeti surfactin molekulat azonositottunk, a legtobbjiiket (C13/C14/C15-[AMES5,
Val7], C15-[Val2,7], C16-[Val2], C18-[AME5] tobbszoros, eltérd retencios ideji
csuccsal, ami a zsirsavlancok eldgazasaban bekovetkezett valtozasokra utal. Az egyes
molekulakhoz tartozd detektalt csucsok szama egészen szélsdséges tartomanyban
valtozik, amig a C13-[AMES5, Val7], C14-[AMES5, Val7], C15-[AMES5, Val7], C15-
[Val2,7], C16-[Val2] és C18-[AMES] surfactinok esetében mindossze 1-1 ilyen csucs
volt megfigyelhetd, addig 15 kiilonb6zd retencios iddvel bird csucsot azonositottunk
C16-[Sur] surfactinként. Ezen specifikus cstcsok nagy szdmban valé megjelenése
kovetkeztében a vizsgalt mintdkban Osszesen 158 esetben detektaltunk kiillonbozo
retencids idovel rendelkezo csucsokat. A legtobb ilyen cstcs a B. cereus SZMC 24994
torzsben fordul el6, ahol 90 kiilonb6z6 surfactin molekulabol allo cstcsot (5 varians, 6
homolég, 9. tablazat), a B. atrophaeus SZMC 24978 torzs MS/MS spektrumat értékelve
pedig csak 10 cstcsot detektaltunk (2 varians, 2 homlog, 9. tablazat). Erdekes eredmény
az utobbi torzs esetében, hogy fermentleve csak 6sszesen harom kiilonb6z6 molekulat -
C14-[Sur], C15-[Sur] és C15-[AMES5] — tartalmazott, ezek 6sszesitett koncentracioja a
tobbi vizsgalt Bacillus torzshoz képest atlagon feliilinek bizonyult (23. abra). Mig a
detektalt surfactin csticsok szama B. atrophaeus, B. cereus, B. pumilus és B. subtilis
mintaiban széles tartomanyban valtozik (10, 90, 36, 45, 24 darab az SZMC 24978, 24994,
24987, 24992 és 24999 mintakban), addig a B. velezensis torzsekben egy sokkal sziikebb,
41-55 csucs kozotti el6fordulast detektaltunk. Az egyetlen kivétel az SZMC 24995 torzs
vizsgélata sordn volt megfigyelhetd, ugyanis ennek fermentlevében Osszesen 84
kiilonb6z6 surfactin molekulat azonositottunk, tovabba a lipopeptid profil hasonlit a B.
cereus SZMC 24994 extraktuméaban megfigyelthez. Bar a két torzs eltéré fajokhoz
tartozik, érdemes megjegyezni, hogy mindkettd ugyanazon mezdgazdasagi teriiletrdl

(Csantavér, Szerbia), paradicsomok rizoszférajabol lett izolalva.
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9. tablazat A kiilonb6z6 Bacillus torzsekben talalhato, az egyes surfactin molekulakhoz

174

tartozo, de eltéro retencios idokkel rendelkezo csucsok szama.

SZMC?24999 |oco|o|lNnN|o|o|jo|lo]lt|d|lN|o|m|olm|N|N|o|dA|dA]|m|o|o|lo|o|o|lo|lo|o]o M
%o}
SZMC 24992 |o|o|w|o|o|o|Y|o|o|o|o|o|o]|]w|om|ojo|o]l]o|o|jo|v|o|lo]jo|lo|o|o]|<f
SZMC 24987 |t | o|lw|o|o|o|o]l]ow|o|lo|o|o|olm|o|jow|o|o|o|lo|o|o|lo|o|o|l]o|lo|o]o %
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6.3.4. Az egyes torzsek surfactin termelési profiljainak osszehasonlitisa

A kiilonb6z6é surfactin varidnsok és homoldgok sikeres azonositdsa utan
megvizsgaltuk relativ mennyiségi viszonyaikat (24-27. abra). A diagramok alapjan
egyértelmiien megfigyelhetd, hogy a B. atrophaeus, B. cereus, B. pumilus és B. subtilis
torzsek kozott a [Sur] molekulak relativ mennyisége a legdomindnsabb. Ennek
mennyisége minden esetben meghaladta a 60%-ot, és az SZMC 24978 térzsben még 90%
folé is emelkedett (24. abra). A masodik legnagyobb teriiletaranyu valtozat az [AMES],
kivéve az SZMC 24999 torzs esetében, ami nagyobb mennyiségben termelt [Val7]
surfactinokat. A [Val2] és [Val2,7] valtozatok teriiletaranyai kozel elhanyagolhatdak
voltak, a [Leud4, AMES] és [AMES, Val7] surfactinok pedig nem is voltak kimutathatok

az emlitett négy Bacillus faj mintaiban.
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24. abra A B. atrophaeus SZMC 24978, B. cereus SZMC 24994, B. pumilus SZMC
24987 és B. subtilis SZMC 24992, SZMC 24999 torzsek altal termelt Osszes surfactin

varians relativ mennyiségi aranya.

A B. velezensis mintak esetében is a [Sur], [AMES5] és [Val7] variansok a
legnagyobb relativ mennyiséggel rendelkezé surfactin molekulak, azonban [Sur] és
[AMES] aranyai az SZMC 24995 torzs kivételével sokkal hasonlobbak. Az [AMED5]

varians még a [Sur| molekulakat is meghaladja tertiletarany tekintetében az SZMC 24981
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€s SZMC 24985 torzsekben (25. abra). A [Val7] molekuldk is nagyobb relativ
mennyiségben termelddtek, ugyanakkor csak az SZMC 24982 ¢és SZMC 24995
torzsekben haladtak meg a 10%-ot. A t6bbi surfactin varians teriiletaranya minden

mintaban 4% alatt maradt, a legtobb esetben még az 1%-ot sem érte el.
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25. abra A B. velezensis torzs altal termelt Gsszes surfactin varians relativ mennyiségi

aranya.

Megfigyelve a kiilonboz6é surfactin homoldgok relativ mennyiségét a B.
atrophaeus, B. cereus, B. pumilus és B. subtilis torzsekben, jol latszik a C14 és C15
molekuldk dominanciaja, ahol csak az SZMC 24992 torzs kivétel, amelyben a C15
surfactinok utan a C16 homoldgok rendelkeznek a masodik legnagyobb teriiletarannyal
(26. abra). A B. atrophaeus SZMC 24978 torzs fermentlevében a korabbi
eredményekhez hasonloannem fordultak el6 mas homologok. A B. cereus torzs esetében
a C18 surfactinok kivételével mindegyik homolog (C12-C17) el6fordulasat detektaltuk,
mig a B. subtilis mintakbol hianyoztak a C12, C17 és C18 molekulak. Mindkét B. subtilis
torzs (SZMC 24992, SZMC 24999) 70% koriili relativ mennyiségben termelt C15

homologokat, ami az §sszes tObbi mintahoz képest a legnagyobb.
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26. abra A B. atrophaeus SZMC 24978, B. cereus SZMC 24994, B. pumilus SZMC
24987 és B. subtilis SZMC 24992, SZMC 24999 torzsek 4ltal termelt 0sszes surfactin

homolég relativ mennyiségi ardnya.

A B. velezensis torzsekre kapott eredmények szerint a C16 homologok
terliletaranyai meghaladjak C14 és C15 molekulakét, az SZMC 24981 torzsben ezek
voltak megfigyelhetdk a legnagyobb relativ mennyiségben (27. abra). Ez az egyetlen
minta, amelyben C18 homologokat is kimutattunk, igaz, csupan mindossze 0,05%-0S
aranyban, mig az Osszes tobbi, 12 és 17 szénatom kozotti zsirsavldnchossz minden

torzsben jelen volt.
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27. abra A B. velezensis torzs altal termelt 6sszes surfactin homolog relativ mennyiségi

aranya.

Ahogy azt a korabbi kisérletek diszkusszidjanal kiemeltiik, a jelenleg fellelhetd
irodalmi adatok meglehetésen hianyosak a kiilonboz6 baktériumtorzsek altal termelt
surfactin molekuldk részletes azonositdsa ¢€s relativ mennyiségi viszonyainak
feltérképezése terén, mely a témaban folytatott kutatasok céljanak, valamint a kordbban
alkalmazott analitikai technikak korlatainak tudhaté be. Emiatt az ebben a fejezetben
bemutatott, szamos Bacillus torzsre kiterjedd, az egyes surfactin molekulak pontos
azonositasat sikeresen megvalositdo €s azok relativ mennyiségi viszonyait részletesen
bemutat6 vizsgalatok jelenleg egyedinek szamitanak a sziik tudomanyteriileten beliil, és
kiindul6pontot nytjthatnak a hasonlé iranyt, vagy akar a surfactin vegyiiletcsaladon beliil
egy-egy adott molekula esetlegesen sajatos bioldgiai hatasainak feltérképezését megceélzo

kutatasoknak.
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6.4. A B.subtilis 6179J torzs altal termelt surfactin vegyiiletek tisztitasa preparativ

analitikai modszerekkel

Az el6z0 fejezetekben leirt vizsgalatok egyik célja a kiillonboz6 szénforrasokkal
és fémionokkal kiegészitett tapoldatok B. subtilis torzsek surfactin termelési sajatsagaira
gyakorolt hatasainak vizsgalata volt. Célul tliztiik ki tovabba a nagy szamban detektalt
surfactin molekuldk azonositasat és szerkezeti feltérképezését, valamint a kiilonbozo B.
fajok torzseinek lipopeptid termelési profilanalizisét. Eredményeinket felhasznalva
megkiséreltiik a fermentlevek szennyezOktdl vald megtisztitasat, illetve a kiilonbozo
surfactin molekuldk egymastol torténd kromatografias elvalasztasat. Kisérleteink
megvaldsitasahoz a B. subtilis 6179] torzset valasztottuk, mivel kutatocsoportunk korabbi
munkainak targyat is ez a torzs képezte [8, 12], emiatt lipopeptid termelési profiljarol

tobb informacioval rendelkezink.

Az elétisztitashoz flash kromatografiat, illetve preparativ HPLC-t alkalmaztunk,
mig az alaposabb elvalasztast félpreparativ . HPLC technikaval valositottuk meg,
folyamatos frakciogytlijtés mellett. Az egyes, kémcsovekbe gyiijtott mintak tisztasdgat
HPLC-HESI-HRMS késziiléken vizsgaltuk.

6.4.1. A nyers surfactin extraktum analizise

A lipopeptidek fermentlébdl torténd extrahalasa utan a nyers extraktum tisztasagat

HPLC-HESI-MS vizsgalattal hataroztuk meg, full MS mddban (28. abra).
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28. abra A nyers extraktum TIC-ja (A) és a surfactinok EIC-ja (B).
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Ahogy az a nyers extraktum TIC-jan is lathat6 (28A. abra), nagy mennyiségi
szennyezés jelent meg foként az alacsonyabb retenciés idoknél. Standard oldatsorozattal
torténd kalibralast kovetéen a minta surfactinokhoz tartozo 6sszes m/z értéket tartalmazo
EIC-jan (28B. abra) 1év6 csucsteriileteket kiintegralva kapott koncentracié segitségével
kiszamoltuk a nyers extraktumban 1év6 surfactin mennyiségét (105,07 mg), amelynek

aranya 21,4% volt az extraktum mért 6ssztomegéhez (387,17 mg) képest.

6.4.2. A nyers extraktum flash kromatogradfids tisztitasa

------ "

A flash kromatografias elvalasztds minden frakcidjat 6sszegytijtottiik, majd azok
surfactin tartalmat és tisztasagat HPLC-HESI-MS technikaval vizsgaltuk full scan
modban. Egy ilyen frakcié vizsgalata soran eredményiil kapott TIC és a surfactinok m/z
értékeire bedllitott EIC a 29. abran lathato.
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29. abra A preparativ flash kromatografias elvalasztas 6. frakcigjanak TIC-ja (A) és a
detektalt surfactinok EIC-ja (B).

Megtigyelhetd, hogy bar a szennyezd anyagok relativ mennyisége jelentdsen
csokkent, a tiz perc koriili csics még mindig meghaladja a feliiletaktiv anyagok
intenzitasat. Mind a TIC (29A. abra), mind az EIC (29B. abra) integralt
csucstertileteinek kiszamitasa alapjan valamennyi frakciobol meghataroztuk a surfactinok
relativ mennyiségét és tisztasagat (30. abra). Ezen eredmények alapjan a 4-7. frakcidkat

egylitt gylijtottiik 6ssze, mig a tobbit elvetettiik. A surfactinok aranya ebben az dsszevont
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mintaban 30,4% volt. A tovabbi szennyezOktdl vald megtisztitds érdekében preparativ

HPLC elvalasztast végeztiink el a 4 — 7. frakciok Osszesitésével kapott mintan.
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30. abra A preparativ flash kromatografias elvalasztas egyes frakcioiban talalhato

Osszes surfactin integralt csucstertilete (A) és azok szazalékos teriiletaranya (B).
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6.4.3. A minta preparativ HPLC elvalasztdsa

A preparativ HPLC elvalasztast kovetden kapott 30 frakciot 6sszegytijtottiik, €s
HPLC-HESI-MS vizsgéalatokkal meghataroztuk azok relativ surfactin tartalmat és
tisztasagat. A 10. frakcido TIC-ja és a mintaban talalhat6 surfactinok EIC-ja a 31. abran

lathato.
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31. abra A preparativ HPLC elvélasztas soran gytjtott 10. frakcid TIC-ja (A) és a
detektalt surfactinok EIC-ja (B).

A kromatogramokat 6sszehasonlitva egyértelmiien lathatd, hogy a surfactinokat
sikertilt elvalasztani a szennyezddések nagy részétdl, az 0sszes alacsonyabb retencios
idovel rendelkez6 csucs eltlint, csak néhany kisebb szennyezddés volt megfigyelhetd a
lipopeptidek cstcsai kozott. A frakciok kiértékelése utan kiszamitottuk a surfactinok
csUcstertileteit és azok aranyait (32. abra) és a 9-13. frakciokat 6sszevontuk. A minta
végsO surfactin tartalma 85,39% volt. Utols6 1épésként egy félpreparativ  HPLC
elvélasztast végeztiink el a kiillonb6zd surfactin variansok és homologok izolaldsanak

céljabol.
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32. abra A preparativ HPLC elvalasztas soran kapott frakciok integralt csticstertiletei

(A) és teriiletaranyai (B).

6.4.4. A tisztitott minta félpreparativ HPLC elvalasztasa és a kapott frakciok surfactin

tartalmanak vizsgalata

A félpreparativ HPLC elvalasztast kovetden a detektalt surfactin molekulak
vizsgalatat és azok relativ mennyiségi meghatarozasat egy HPLC-HESI-HRMS
technikaval végeztiik el SRM és full MS modokban (33. abra).
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33. abra A félpreparativ HPLC technikaval elvalasztott, majd tomegspektrometriaval

azonositott surfactin molekulak integralt csucsteriiletei (A) és fraktogramja (B).

A félpreparativ HPLC elvélasztassal kapott dsszes frakcio MS? spektrumanak
vizsgélataval Osszesen kilenc molekulat azonositottunk négy kiilonb6z6 aminosav
szekvenciaval ([Sur], [Val2], [Val7], [Val2,7]) és hirom kiilonb6zd hosszusagu
zsirsavlanccal (C13-C15). A kilenc varians koziil csak a C13-[Val2], C15-[Val7] és C15-
[Sur] molekulak voltak kimutathatok 95%-nal nagyobb aranyban egy-egy frakcidban. A
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C15-[Val7], C14-[Val2,7], C13-[Sur], C14-[Val2], C14-[Val7] és [C14-Sur] surfactinok
esetében a legtisztabb frakcidk aranya 98,55%, 43,66%, 95,34%, 53,81%, 98,69% és
77,54% volt.

Minden tisztitasi 1épés utan az Osszegylijtott és egyesitett frakciokat beparoltuk,
¢s megmértiik a tomegét. A surfactinok és egyéb szennyezddések tomegét a HPLC-HESI-
MS-elemzések megfeleld csucsteriilet-aranyai alapjan szdmoltuk ki, igy kaptuk meg a

kiilonbozo tisztitasi 1épések hatékonysagat (34. abra).
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34. abra A szarazanyagok mért tdmege az egyes elvalasztasi 1épések utan, valamint a
surfactinok és a szennyezd anyagok szamitott tomege a HPLC-HESI-MS mérések

cstcstertilet-aranyai alapjan.

A csucstertiletek aranyat tekintve a teljes tertilet 21,4%-a a nyers extraktumban a
surfacrtinokhoz tartozott. Ez a flash-kromatografias elvalasztas utan 30,4%-ra ndtt, majd

a preparativ HPLC-s tisztitas pedig 85,4%-ra emelte a surfactinok aranyat.

Ezen adatok és a mért szarazanyagtomegek alapjan a szennyezddések 74,2%-at a
flash-kromatografiaval tavolitottuk el, a fennmarad6 szennyezddések 95,6%-at pedig a
preparativ. HPLC soran tisztitottuk ki, igy a mintdban 1év0 szennyezddések teljes
mennyiségének minddssze 1,2%-a maradt meg. A preparativ flash-kromatografiaval a

surfactinok 58,4%-at is elveszitettiik, amit a preparativ HPLC elvalasztasi 1épés tovabb
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csokkentett 41,1%-kal. igy a mintiban maradt feliiletaktiv anyagok szamitott mennyisége
csak 24,53%-a volt a nyers extraktumnak. Ez lehet a magyarazata annak, hogy a
félpreparativ. HPLC elvalasztas frakcidiban csak 9 kiilonb6z6 surfactin varianst
detektaltunk, annak ellenére, hogy ez a torzs sokkal nagyobb szdmban és varidcioban
termel kiilonbozé variansokat és homologokat, amelyek a tisztitdsi folyamat soran
elveszhettek. Kiilondsen a hosszabb zsirsavldncokkal rendelkezé molekulak elvesztése
utal arra, hogy ezeket a késobb gytijtott frakciokkal egyiitt elvesztettiik, tovabba az, hogy
kisebb teriiletaranyokkal rendelkeztek, mint az 0sszegyljtott €s dsszevont frakcidkban

talalhato tobbi lipopeptid.
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7. Osszefoglalas

A gytris lipopeptidek, koztiik a surfactinok irant az elmult évtizedekben egyre
nagyobb érdeklédés alakult ki jelentds feliiletaktiv tulajdonsaguk miatt, valamint
sz€leskorli  biologiai  aktivitdsuknak, koztik anti-mikoplazmas, tumorellenes,
gyulladascsokkentd és antiviralis hatasuknak kdszonhetéen. Szamos kutatas célozta meg
terapids, kornyezeti, 1illetve mezOgazdasagi alkalmazhatésaguk  vizsgalatat.
Megallapitottak, hogy az egyes Bacillus fajok és torzsek tipusa, valamint a tenyésztési
koriilményeinek valtoztatasa hatdssal van a baktériumok surfactin termelési sajatsagaira.
Ezek a kutatasok elsésorban az eldallitott surfactin vegyiiletek mennyiségének ndvelését
céloztdk meg, azonban a vegyiiletcsoport nagy szamu, egymadstol kiilonb6zd
molekulakbdl all. Ezen vegyiiletek kozott szerepelnek a valtozatos szénatomszamu
zsirsavlanccal biré homoldgok ¢és az eltéré aminosav-Osszetételi heptapeptid gytirivel
rendelkezd varidnsok, melyek szerkezetiiktdl fliiggden mas-mas hatassal lehetnek a
bioldgiai aktivitasokra. Ezeknek variansoknak és homologoknak a baktériumok
fermentlevében mérheté aranya szintén valtozhat az adott Bacillus torzs tipusa és a
tenyésztési koriilmények fliggvényében, azonban ezekrdl a relativ mennyiségi hatdsokrol
a korabbi kisérletek eltérd céljai és az alkalmazott analitikai mddszerek miatt kevés
informacioval rendelkeziink. Kutatocsoportunk munkajanak f6 célja ezen kvalitativ és
relativ kvantitativ viszonyok feltérképezése volt, melyet a kiilonbozé Bacillus torzsek
surfactin termelési profilanalizisén keresztiil, HPLC-MS technikdkkal kivantunk

megvaldsitani.

A Bacillus subtilis SZMC 6179] torzs eredetileg gliikozt tartalmazo tapoldatat
cellobidz, etanol, keményitd, maltéz, mannitol, fruktdéz, szachardz, glicerin és xiloz
szénforrasokkal modositottuk, valamint mangan-, réz- és nikkel fémionokkal egészitettiik
ki, majd Osszehasonlitottuk a termelt surfactinok relativ mennyiségi viszonyait, azok
fermentlében detektalhato Osszetételében fellépd kiilonbségeket vizsgalva. Ezen
vizsgélatokra egy HPLC-ESI-IT-MS technikat alkalmaztunk, amellyel sikeresen
azonositottuk a mintdkban talalhat6 surfactin molekulakat. A detektélt vegyiileteket eltérd
aminosav szekvencidju varidnsaik ¢€s valtozd hosszusdgli zsirsavlancaik szerint
csoportositottuk, majd elvégeztiik ezen csoportok relativ kvantitativ 6sszehasonlitasat.
Azt tapasztaltuk, hogy az alkalmazott szénforrds valtoztatisa hatdssal volt a termelt

molekuladk ardnyara, némely esetben egyértelmiien megfigyelhetd szelektivitast mutatva,
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a kilonboz6 fémionokkal torténd tapoldatkiegészités pedig sokkal markansabb
valtozasokat okozott a surfactin termelési profilokban, ezekben a mintdkban az 6todik
aminosav pozicidban AME-t tartalmazé molekuldk voltak a legnagyobb aranyban
detektalhatok. Emellett a fémionok eldsegitették a hosszabb zsirsavlanccal bird
surfactinok dominans jelenlétét, az azonositott molekulak kétharmada C16, C17 és C18

homologok voltak.

A fenti vizsgalatokat megismételtiik egy masik B. subtilis torzs (SZMC 6178J)
lipopeptid termelési profiljara gyakorolt hatdsok megfigyelése céljabol. A
tapoldatkiegészitd fémionok szdmat bovitettiilk a vas- és cink ionjaival, illetve ezuttal
standard kalibral6 oldatsorozat segitségével az egyes lipopeptidek abszolut
koncentraciojat is meghataroztuk. A kvantitativ és kvalitativ vizsgalatok céljabol HPLC-
QOTrap technikat alkalmaztunk. A mennyiségi meghatarozassok soran azt tapasztaltuk,
hogy a frukt6z, szachar6z, mannitol, cellobioz és xiloz alkalmazasa nem volt szignifikans
hatassal, a glicerin, maltdz, keményitd és etanol pedig csokkentette a termelt lipopeptidek
mennyiségét. Tovabbi érdekes eredmény, hogy a korabbi tapasztalatokkal és irodalmi
adatokkal ellentétben fémek hatdsara gyakorlatilag megsziint a baktérium lipopeptid
termelése. Ezutan Osszehasonlitottuk az egyes vegytiletcsaladok mennyiségi viszonyait
iS. A legtobb fermentlében a surfactin koncentracioja volt a legnagyobb. Az iturin és
fengycin termelésére nem volt igazan pozitiv hatassal egyik tapoldat sem. A fémionokkal
modositott mintakban egyediil iturin volt detektalhato, az is elhanyagolhatd
mennyiségben. A kvalitativ MS/MS vizsgalatokat a surfactinokon végeztiik el.
Megfigyeltiik, hogy a cellobidz kivételével mindegyik szénforras pozitiv hatassal volt a
[Sur] varians szintézisére, az [AMES] molekula azonban az SZMC 6179] torzshoz képest
elenyészd relativ mennyiségben volt detektalhaté mindegyik minta esetében. Az egyes
homologok tekintetében érdekes eredmény volt, hogy az etanol a C13, a fruktéz pedig a
C14 surfactinok rendkiviil szelektiv termelését indukalta. A tdpoldatmddositas hatasainak
elojelét és szignifikanciajat Osszehasonlitottuk az SZMC 6179 torzsnél kapott
eredményekkel, a varidnsok és homologok esetében Gsszesen 45-45 vizsgalt adatparbol

16, illetve 19 olyan talalhat6, melyekben legalabb a hatas eldjele azonos.

A kiilonbozo zoldségfélék rizoszférajabol izolalt Bacillus torzsek surfactin
termelési profilanalizisére egy kombinalt SIM/SRM tomegspektrometrids modszert
fejlesztettiink, mely képes szimultan kvantitativ és kvalitativ adatot szolgalni. Osszesen

25 torzset vizsgaltunk meg, melybdl 13 termelt surfactint 0,5 — 6,6 g/l koncentracioban.
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A mindségi meghatarozasok soran 29 kiilonbdzd surfactin molekulat azonositottunk,
Osszesen 158 eltérd retenciods idejében megjelend csticesal, mely arra utal, hogy rengeteg
kiilonféle eldgazas fordulhat eld a zsirsavlancokban. Ezen el6forduldsok szama a B.
velezensis esetében 41 — 84, a B. subtilis torzsnél 24 — 45, a B. atrophaeus, B. cereus és
B. pumilus baktériumoknal pedig 10, 90 és 30 volt. Az egyes surfactinok relativ
mennyiségi viszonyait megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy minden esetben a [Sur],
[AMES] és [Val7] variansok dominaltak, mig homologok tekintetében a C14 — C16
molekuldk birtak a legnagyobb teriiletarannyal.

A B. subtilis 6179] fermentlevének nyers extraktumaban 1évé surfactinok
szennyezOktdl torténd tisztitdsara, illetve az egyes molekuldk egymastol vald
elvalasztasara egy tObblépcsds preparativ kromatografids modszert fejlesztettiink. A
modszer egy normal fazisu flash kromatografids eldtisztitasbol és két egymast kovetd
forditott fazist preparativ és félpreparativ HPLC tisztitasi 1épésbdl all. Minden 1épés
soran kapott mindegyik frakciot HPLC-HESI-MS vizsgélatnak vetettik ald. A
tobblépcsds tisztitds €és a surfactinok elvalasztasa sikeresnek bizonyult, a nyers
extraktumban kimutatott szennyez6dések tobb mint 98%-at eltavolitottuk, és a C13-
[Val2], C15-[Val7] és C15-[Sur] valtozatokat teljesen elvalasztottuk a tobbi molekulatol,
mig harom masik valtozatot tobb mint 95%-ban mutattunk ki egyes frakciokban. Az
elvélasztas hatékonysagat azonban optimalizalni kell, mivel a folyamat soran a szamitott
kiindulési feliiletaktiv. mennyiség mintegy 75%-a elveszett, valoszinlileg a
zsirsavlancukban 15-nél tobb szénatomot tartalmazo homoldgokat is beleértve. A flash-
kromatografids technika szorul leginkabb fejlesztésre, a 1épés 0jboli megismétlése
megfeleld megoldas lehet a surfactinok veszteségének csokkentésére €s a tisztitasi

potencial ndvelésére.

Jovobeli terveink kozott szerepel a tenyésztési koriilmények hatasainak
mélyrehatobb vizsgélata a tapoldatmodositas kiterjesztésén keresztiil, tobbféle szénforras
és fémion akar egyiittes alkalmazasaval, tovabba a vizsgalt Bacillus fajok és torzsek
szamanak bovitése eltérd izolacios helyekrdl szarmazo mintak bevonaséaval, valamint az
extrahalt fermentlevek tisztitasara alkalmazott tobblépcsds preparativ kromatografias

modszer optimalizalasa.
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8. Summary

Cyclic lipopeptides, including surfactins, have been gaining increasing interest in
recent decades due to their significant surface activities and their broad range of biological
properties, including anti-micoplasmic, anti-tumour, anti-inflammatory and antiviral
effects. Numerous studies have been carried out to investigate their therapeutic,
environmental and agricultural applications. It has been found that the type of Bacillus
species and strains, as well as the alteration of their culture conditions, affect the surfactin
production properties of the bacteria. These studies have mainly been aimed at increasing
the amount of surfactin compounds produced, but the compound group consists of a large
number of different molecules. These compounds include homologues with fatty acid
chains of varying number of carbon atoms and variants with heptapeptide rings of
different amino acid composition, which may have different effects on the biological
activities depending on their structure. The ratio of these variants and homologues in the
bacterial ferment broth may also vary depending on the type of Bacillus strain and culture
conditions, but limited information is available on these relative quantitative effects due
to the different objectives of the previous experiments and the analytical methods applied.
The main goal of the work of our research group was to characterize these qualitative and
relative quantitative ratios through surfactin production profile analysis of the different

Bacillus strains using HPLC-MS techniques.

The culture media of Bacillus subtilis SZMC 6179J, originally containing glucose,
were modified with carbon sources of cellobiose, ethanol, starch, maltose, mannitol,
fructose, sucrose, glycerol and xylose, and were also supplemented with manganese,
copper and nickel metal ions, and the relative amounts of surfactins produced were
compared to investigate differences in their detectable composition in the ferment broth.
For these studies, an HPLC-ESI-IT-MS technique was used to successfully identify the
surfactin molecules present in the samples. The detected compounds were grouped
according to their variants with different amino acid sequences and fatty acid chains of
varying lengths, and a relative quantitative comparison of these groups was performed.
We found that varying the carbon source used had an effect on the proportion of
molecules produced, in some cases showing a clearly observable selectivity, and that
nutrient supplementation with different metal ions caused more significant changes in

surfactin production profiles, with molecules containing AME at the fifth amino acid
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position being the most abundant in these samples. Furthermore, metal ions promoted the
dominant presence of surfactins with longer fatty acid chains, with two thirds of the
molecules identified being C16, C17 and C18 homologues.

The experiments mentioned above were repeated to observe the effects on the
lipopeptide production profile of another B. subtilis (SZMC 6178J) strain. The range of
metal ions supplementing the nutrient solution was extended to include iron and zinc ions
and the total concentration of each lipopeptide was determined using a standard
calibration solution series. HPLC-QOTrap technique was used for quantitative and
qualitative analyses. Quantitative determinations showed that the use of fructose, sucrose,
mannitol, cellobiose and xylose had no significant effect, while glycerol, maltose, starch
and ethanol reduced the amount of lipopeptides produced. Another interesting result is
that, contrary to previous experience and data from the literature, the presence of metals
practically abolished the production of lipopeptides by the bacteria. Subsequently, we
also compared the quantitative relationships between the different compound groups.
Surfactin concentrations were the highest in most ferment broths. The production of
iturine and fengycin was not particularly positively affected by any of the culture media.
Only iturin was detectable in the samples supplemented with metal ions, and even in
negligible amounts. The qualitative MS/MS studies were performed on surfactins. We
observed that all carbon sources except cellobiose had a positive effect on the synthesis
of the [Sur] variant, whereas the [AME5] molecule was detected in negligible relative
amounts in all samples compared to strain SZMC 6179J. An interesting result for the
different homologues was the highly selective production of C13 and C14 surfactins
induced by ethanol and fructose, respectively. The sign and significance of the culture
medium modification effects were compared with the results obtained for strain SZMC
6179J, a total of 45-45 pairs of data examined for variants and homologues, with 16 and

19, respectively, having at least the same sign of the effect.

For the surfactin production profile analysis of Bacillus strains isolated from
different vegetable rhizospheres, a combined SIM/SRM mass spectrometry method was
developed, which is able to provide simultaneous quantitative and qualitative data. A total
of 25 strains were analysed, of which 13 produced surfactin at concentrations ranging
from 0.5 to 6.6 g/l. The qualitative determinations identified 29 different surfactin
molecules with peaks occurring at a total of 158 different retention times, suggesting that
a wide variety of branching may occur in the fatty acid chains. These occurrences ranged
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from 41 to 84 for B. velezensis, 24 to 45 for B. subtilis, and 10, 90 and 30 for B.
atrophaeus, B. cereus and B. pumilus strains, respectively. Examining the relative
abundance of the different surfactins, we found that in all cases the [Sur], [AMES5] and
[Val7] variants were dominant, while in terms of homologues, the C14 - C16 molecules

had the largest area ratio.

A multi-step preparative chromatographic method was developed to purify
surfactins from contaminants in the crude extract of B. subtilis SZMC 6179J ferment
broth and to separate the individual molecules from each other. The method consists of a
normal phase flash chromatographic prepurification and two consecutive reverse phase
preparative and semi-preparative HPLC purification steps. Every fraction obtained in
each step was examined by HPLC-HESI-MS analysis. The multistep purification and the
separation of surfactins proved to be successful, with more than 98% of the impurities
detected in the crude extract being removed, and the C13-[Val2], C15-[Val7] and C15-
[Sur] variants were completely separated from the other molecules, while three other
variants were detected in more than 95% of certain fractions. The efficiency of the
separation, however, needs to be optimised, as about 75% of the calculated initial
surfactant amount was lost during the process, presumably including homologues with
more than 15 carbon atoms in their fatty acid chain. The flash chromatography technique
is the one most in need of improvement, repeating the step may be a suitable solution to
reduce the loss of surfactins and increase the purification potential.

Our future plans include a more in-depth investigation exploring the effects of
culture conditions by extending the culture medium modification to include various
carbon sources and metal ions, possibly applied simultaneously, expanding the number
of Bacillus species and strains tested by including samples from different isolation
sources, and optimising the multi-step preparative chromatography method for the

purification of the extracted fermented broths.
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11. Mellékletek

1. melléklet A B. atrophaeus SZMC 24978, B. cereus SZMC 24994, B. pumilus SZMC
24987, B. subtilis SZMC 24992, SZMC 24999 és B. velezensis SZMC 24980, SZMC

24981, SZMC 24982, SZMC 24983, SZMC 24984, SZMC 24985, SZMC 24986,

SZMC 24995 torzsek detektalt surfactin molekuldinak relativ mennyisége, azok tizes

alapt logaritmusai szerint.

SZMC szam
Név Rtmin R R R R R R RRRRRRNR
S 2882 g e 88
C12-[Sur]-1 213 J
C12-[AMES]-1 212 | | | B
C12-[AMES]-2 216 B |
C13-[Val7]-1 22,4
C13-[Val2]-1 22,6
C13-[Sur]-1 22,6
C12-[Sur]-2 22,7
C13-[AMES5]-1 22,8
C13-[Sur]-2 23,1
C13-[AMES, Val7]-1 23,1
C12-[Sur]-3 23,2
C13-[AMES5]-2 23,4
C13-[Val7]-2 23,4
C13-[Val7]-3 23,7
C13-[AMES5]-3 23,7
C13-[Val2]-2 23,8
C14-[Sur]-1 23,9
C13-[Sur]-3 24,0
C12-[Sur]-4 24,1
C13-[AMES5]-4 24,1
C14-[AMES5]-1 24,1
C13-[Val7]-4 24,2
C13-[Sur]-4 242
Cl14-[Val7]-1 24,2
C13-[AMES5]-5 24,4
Cl4-[Val2]-1 245
C14-[Sur]-2 24,5
log(csucsteriilet):
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Név Rtmin) ® ¥ R R R R R X R R R KRR
C12-[Sur]-5 24,6
C14-[AME5]-2 24,6
Cl4-[Val2]-2 248
C14-[Sur]-3 249
C13-[Val7]-5 25,0
Cl4-[Val2,7]-1 25,0
Cl4-[Val7]-2 25,0
C14-[AME5]-3 25,1
C13-[Val7]-6 25,2
C13-[Sur]-5 25,3
Cl4-[Val2]-3 253
Cl4-[Val2,7]-2 25,5
Cl4-[Val7]-3 25,5
C14-[Sur]-4 25,5
C14-[AMES, Val7]-1 255
C14-[Sur]-5 25,6
C15-[Sur]-1 25,6
C14-[AMES5]-4 25,8
Cl4-[Val7]-4 25,8
C15-[Sur]-2 25,9
C15-[AME5]-1 25,9
C13-[Sur]-6 26,1
C15-[Val2]-1 26,1
C14-[Sur]-6 26,2
C15-[Sur]-3 26,3
C14-[AME5]-5 26,3
Cl4-[Val7]-5 26,4
C15-[AMES5]-2 26,4
Cl4-[Val2,7]-3 26,5
C14-[Sur]-7 26,5
C15-[Sur]-4 26,5
C13-[Sur]-7 26,6
Cl4-[Val7]-6 26,6
C14-[Sur]-8 26,7
C15-[Val7]-1 26,7

C15-[AMES, Val7]-1

26,8

log(csucsteriilet):
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BRI 8 REE I E 2 8 ¥ 8 8
Cl4-[Val7]-7 26,9
C15-[Val2,7]-1 26,9
C15-[Sur]-5 26,9
C15-[AMES]-3 26,9
C15-[Val7]-2 27,1
C16-[Sur]-1 27,2 o
C14-[Sur]-9 27,2 B
C15-[AME5]-4 27,3 B
C16-[Sur]-2 274 ]
C15-[Sur]-6 27,5 |
C14-[AMES]-6 275
C15-[AMES]-5 275 | D
C16-[AMES]-1 275
Cl14-[Val7]-8 27,6
C16-[Val7]-1 27,9
C16-[Sur]-3 27,9
C15-[AMES]-6 27,9
cieLeud, AMESIL 279 | | | | | B T T [ [ T |
C15-[Val7]-3 28,0
C14-[AMES]-7 28,0
C16-[Val2]-1 28,0
C14-[Val7]-9 28,1
C15-[Val2]-2 28,1
C15-[Sur]-7 28,1
C16-[AMES]-2 28,2 | | -.-I-
C15-[Val7]-4 28,3 BE B
C16-[Sur]-4 284 | B B
C14-[Sur]-10 25 | | | | | | |
C15-[Sur]-8 28,5
C16-[AME5]-3 28,5
C16-[Leud, AMES]-2 28,7
C15-[Val7]-5 28,9
C15-[AMES5]-7 2809 | | | | [ | |
C17-[Sur]-1 29,1
C16-[Val7]-2 20,1
C16-[AME5]-4 29,2

log(csucsteriilet):
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Név Rt (min)
C14-[Sur]-11 29,3
C16-[Sur]-6 29,3
C17-[AME5]-1 29,4
C15-[Val7]-6 29,5
C16-[Val7]-3 29,5
C16-[AME5]-5 29,6
C17-[Sur]-2 29,7
C16-[AME5]-6 29,8
C17-[AMES5]-2 29,8
C17-[Sur]-3 30,1
C17-[AME5]-3 30,1
C15-[Val7]-7 30,1
C16-[AME5]-7 30,2
C16-[Sur]-9 30,3
C15-[Val7]-8 30,4
C15-[Sur]-12 30,4
C16-[AME5]-8 30,4
C17-[Sur]-4 30,6
C15-[Val7]-9 30,6
C17-[Sur]-5 30,8
C17-[AME5]-4 30,8
C16-[AME5]-9 30,9
C17-[Sur]-6 31,1
C18-[AMES5]-1 31,1
C16-[AMES5]-10 31,3
C17-[Sur]-7 31,4
C17-[AME5]-5 31,6
C16-[AME5]-11 31,7
C17-[Sur]-8 31,9
C17-[AME5]-6 32,0

C16-[AME5]-12

32,1

C17-[AME5]-7

32,2

C17-[Sur]-9

32,3

C16-[AMES5]-13

32,6

C17-[AME5]-8

32,6

C16-[AME5]-14

33,0

log(csucsteriilet):




SZMC szam

Név Rt(min) R ¥ R R X R R
E 2R EE S
C17-[Sur]-10 33,1
C16-[AMES5, Val7]-1 28,7
C16-[Sur]-5 28,9
C15-[Sur]-9 29,1
C16-[Sur]-7 29,4
C15-[AME5]-8 29,4
C15-[Sur]-10 29,5
C16-[Sur]-8 29,8
C15-[AME5]-9 29,8
C17-[Val2,7]-1 29,9
C15-[Sur]-11 30,2
C17-[Val2,7]-2 30,3
C16-[Sur]-9 30,3
C15-[AMES5]-10 30,3
C15-[AME5]-11 30,5
C16-[Sur]-10 30,7
C15-[Sur]-13 30,8
C16-[Sur]-11 30,9
C16-[Sur]-12 31,3
C15-[Sur]-14 31,4
C16-[Sur]-13 31,9
C16-[Sur]-14 32,3
C16-[Sur]-15 32,8
0 1 2 3 4 5 6 7

log(csucsteriilet):
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