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1. A Lentinus edodes biotechnologiai jelentosége

A kiilonb6zé gombafajok biotechnolédgiai alkalmazasa rendkiviil széles kori. Ezt elsdsorban
az altaluk termelt szamos értékes primer és szekunder metabolit gyogyszer- és élelmiszeripari
felhasznalasa indokolja, de ezentil egyre nagyobb jelentOséggel birnak egyéb ipari és
kornyezetvédelmi alkalmazésaik is (Wainwright 1992).

Az eheté gombaknak nemcsak kiilonleges iziik, hanem elényds tdpanyag-0sszetételiik
miatt is igen nagy taplalkozas-¢élettani jelentdségiik van. Kedvez0 élettani hatasuk egyrészt az
alacsony lipid- és kaloriatartalomnak és a magas rostanyag-, D és B vitamintartalomnak,
masrészt a benniik megtalalhatd szamos gyogyhatasu anyagnak tulajdonithaté (Mizuno 1995).

A Shiitake gomba (Lentinus edodes, Pleurotaceae, Agaricales) a masodik
legnépszeriibb ehetd gomba a vilagpiacon. Természetes koriilmények kozott olyan elhalt
lombhullato fak rénkjein nd, mint a tolgy, a gesztenye, a gyertyan vagy a tavol-keleti shii nevii
fa, melyrol japan nevét kapta (Wainwright 1992). Ezt a gombat a tavol-keleti orvostudomany
évszazadok ota elixirként tartja szdmon. A gomba termdtestébdl igen sokféle élettani hatdsu
anyag izolalhatd, ezek els6sorban az immunrendszert, a szervezet altalanos védekezését és
homeosztazist fenntartd képességét erdsitik, de vannak koztiikk kozvetlen antimikrobidlis
hatdssal rendelkezd vegyiiletek is (Jong ¢és Birmingham 1993). Az antivirdlis ¢és
tumorndvekedést gatld hatds mar évtizedek oOta ismert (Chihara és mtsai 1969; Takehara és
mtsai 1979). A hatéanyagok egy része nemcsak a termotestben, hanem a micéliumban, illetve
annak tapkozegében is megtalalhatd, akar folyadékkultirdban (Lelik és mtsai 1997;
Hatvani 2001), akar szilard taptalajon (Suzuki és mtsai 1979; Hibino és mtsai 1994;
Yamamoto és mtsai 1997) ndvesztve a micéliumot.

A gombak egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képesek egyszerli és bonyolult
Osszetételll polimer molekuldk lebontasara, az esetek nagy részében szilard fazison ndovekedve
1s, igy a természetben nagy mennyiségben el6forduld polimerek (keményitd, celluloz,
szerepet toltenek be (Wainwright 1992; Leonowicz ¢és mtsai 1999). A fakorhasztd6 gombak
természetes taptalaja a faanyag. A L. edodes a faanyag fehér szinli korhadasat okoz6 gombak
(white rot fungi, WRF) kozé tartozik, rendelkezik az ennek hatterében allo biokémiai
folyamatokhoz sziikséges extracellularis enzimrendszerrel (Leatham 1985). A WRF csoportba
tartozd fajok ennek a specialis enzimrendszernek a segitségével a lignin lebontdsara is

képesek, mely a celluloznal sokkal ellenallobb, nehezebben lebonthatd polimer (—3.1.). Az



enzimrendszer miikddéséhez aspecificitasdnak koszonhetdéen ipari és kornyezetvédelmi
biotechnolodgiai eljarasok kapcsolhatok, ebbdl addédnak a L. edodes egyéb biotechnologiai
alkalmazasi lehetdségei a gydgyszer- €s €lelmiszeripar teriiletén kiviil.

A L. edodes rendelkezik a GRAS (Generally Regarded As Safe) mindsitéssel (Pariza és
Foster 1983), azaz bizonyitottan nincs semmilyen egészségkarositdo hatasa, igy az altala

termelt barmely enzim vagy egyéb metabolit hasznalhat6 az élelmiszeriparban.

A Shiitake gomba kereskedelmi céll termesztése soran felhasznalt inokulum, valamint a
micélium altal termelt értékes metabolitok termelése szempontjabol a biomassza ipari
mennyiségli eldallitisa nagy jelentOséggel bir. Ehhez kapcsolédik a témaban végzett

vizsgalataink els6 csoportja (2. fejezet).

Napjainkra a kornyezetvédelmi szempontok az ipar minden teriiletén elsddlegessé
valtak. Az ehhez kapcsolodd biotechnologiai kutatdsok legfontosabb célja hatékony
modszerek kidolgozasa a kornyezetszennyezések bioldgiai Uton torténd felszdmolasara.
A WREF csoportba tartozo fajok enzimrendszerének vizsgalatara azért van sziikség, mert az
alkalmas lehet bioremediacioés célokra olyan esetekben, amikor mas eljarasok nem
alkalmazhatok kelld hatékonysaggal. Kisérleteink masik része a L.edodes extracellularis

enzimrendszerének vizsgalatara iranyult (3. fejezet).



2. A micélium novekedésével kapcsolatos vizsgalatok

2.1. Bevezetés

Amint azt az 1. fejezetben emlitettiik, a Shiitake gomba antimikrobialis hatéanyagainak egy
része nemcsak a termoétestben, hanem a micéliumban is megtalalhatd. A micélium nagy
mennyiségben torténd termelésének tanulmanyozasara egyrészt ezen anyagok, masrészt az
ipari szinti gombatermesztéshez hasznalt olcsd inokulum eldallitdsa miatt van sziikség.
A micélium termelésére hasznalt taptalaj Gsszetételének optimalizalasara irdnyuld kisérleteink
soran (1) szervetlen ionoknak, (2) kiillonbdzd szén- és nitrogénforrasoknak, valamint (3)

bizonyos nehézfémeknek a micélium novekedésére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk.
2.2. Anyagok és modszerek
2.2.1. Taptalajok

2.2.1.1. A szervetlen ionok hatasanak vizsgalatanal hasznalt taptalajok

A szervetlen ionok ndvekedésgatld hatdsdsnak meghatarozasa sordn alaptaptalajként
¢lesztéextraktummal kiegészitett gliikdzos Sabouraud agar taptalajt (Odds 1991) hasznaltunk,
mely 40 g/l gliikkozt, 10 g/l peptont, 2 g/l élesztéextraktumot és 30 g/l agarat tartalmazott.
11-féle szervetlen s6 (NaNOsz, KNO3z, NaxSOs, K>SOs, NaH:POs4, KH2PO4, NaCl, KClI,
NH4Cl, NaNO2, KNO2) hatasat vizsgaltuk, ezeket a 2/1-3. tablazatban és a 2/1-2. abran
feltiintetett koncentraciokban, az autoklavozas eldtt adtuk az alaptiptalajhoz. Kivételt képez
ez aldl az a kisérlet, amikor a sziikséges nitritkoncentraciot sterilre sziirt nitrit torzsoldat
(1.45 M) megfelel6 mennyiségének a sterilizalt, majd 40 °C-ra lehitott taptalajhoz az
agarlemezek kiontése el6tt torténd hozzaadasaval, illetve a kész taptalaj feliletén torténd
szélesztéseével értiik el.

Annak eldontésére, hogy a szervetlen ionokndl tapasztalt novekedésgatlas
tulajdonithaté -e az ozmotikus hatasnak, melyet a viszonylag magas ionkoncentracié okozhat,
a micéliumot 1-20 g/l polietilén-glikol 20 000 (PEG) tartalmu taptalajon novesztettiik.

Az aszkorbinsavas taptalaj készitésekor az aszkorbinsavat autoklavozas utan, a 40 °C-ra

lehiitott taptalajhoz adtuk hozza sterilre sziirt torzsoldat (20 g/l, pH 6.5) formajaban, 0.3 g/l



végsO koncentracioban. A teaextraktumot tartalmazo taptalaj a kovetkezoképpen késziilt: 1 db
teafiltert (Lipton Yellow Label) 100 ml ioncserélt vizben 15 percig 100 °C-on aztattunk, ezt
az extraktumot a gliikozos Sabouraud taptalaj 10-szeres higitasban tartalmazta.

A micélium novekedése soran fellépd savasodas tanulmanyozasara dsszeallitott taptalaj
0.03 g/l fenolvords indikatort és 3 g/l keményitét tartalmazott. Ennél a taptalajnal a pH-t

8.0-ra, az Osszes tObbi esetben 6.5-re allitottuk be az autoklavozas elott.

2.2.1.2. A kiilonbo6z6 taptalajkomponensek hatdsanak vizsgalatanal hasznalt taptalajok

A taptalaj Osszetételének optimalizalasaval kapcsolatos kisérletek soran hasznalt taptalajok
3 g/l agarat és a 2/4-9. tablazatban felsorolt komponenseket tartalmaztak. A "tolgyfaforgacs"
alatt kb. 0.5 cm-es forgacsdarabok és flirészpor keverékét értjiik. A szalmat kb. 0.5 cm

nagysagu darabokra vagva adtuk a taptalajhoz.

2.2.1.3. Nehézfémek novekedésgatlo hatdsanak vizsgalatanal hasznalt tdptalajok

A nehézfémek novekedésre gyakorolt hatdsat a taptalaj-optimalizalasi kisérletek eredményei
(—2.3.2.) alapjan kedvezdnek bizonyult, keményitot (3 g/l) és malataextraktumot (15 g/l)
tartalmaz6 téptalajon vizsgéltuk. A taptalajhoz annak sterilizalasa elétt 9-féle nehézfémsot
(Cd(CH3CO0)2:2H20, Co0SO04-7H20, CuCl2:2H20, FeCl2-4H20, HgCl,, MnSOs4-H20,
NiCl2-6H20, Pb(NOz)2 ¢és ZnSOs7H20) adtunk hozza egyenként, 0.005-6 mM

koncentracio-tartomanyban.

2.2.1.4. A taptalajok sterilizalasa

A taptalajokat minden kisérletsorozatban autoklavozassal sterilizaltuk, 115 °C-on 35 percig,

illetve a forgacsot vagy szalmat tartalmazoéakat 50 percig.

2.2.2. A micélium novekedeésének mérése és az adatok értékelése

Steril dugofurd segitségével 6 mm atmérdjli, micéliummal boritott agarkorongokat vagtunk ki
Sabouraud agarlemezen novekvé L. edodes telepek szélérdl, és a kiilonbozd Osszetételin
taptalajokat ezekkel oltottuk le. Szobahdmérsékleten 11 napig inkubaltuk a telepeket, majd

lemértiik az atméréjiiket mm-ben. (A pontos mérést az tette lehetévé, hogy a L. edodes



micélium egyenletesen novekszik a szilard taptalaj feliiletén a leoltds helyétél minden
iranyban, azaz a ndvekvo telep éles hatarvonallal rendelkezik, széle szabélyos kor alakq.
A kiilonbozé  koriilmények  kozott azonos ideig novesztett telepek  atmérdjének
Osszehasonlitdsdbol kovetkeztetni lehet az adott koriilmények novekedésre gyakorolt
hatasara.)

A kisérletek eredményének kiértékelése soran kiszadmitottuk a telep feliiletét, azaz a
novekedés soran elfoglalt teriiletet, és ezt az értéket hasonlitottuk %-os ardnyban az adott
kisérletben kontrollnak tekintett taptalajon mérhetd novekedéshez: (a telep teriilete a vizsgalt
anyagot tartalmazé taptalajon [mm?]-28 mm?)/(a telep teriilete a kontroll taptalajon
[mm?]-28 mm?)-100. (28 mm? a leoltashoz hasznalt 6 mm atmérdjii agarkorong altal elfoglalt
tertilet.)

Minden kisérletet 3 parhuzamosban végeztiink, a tablazatokban feltiintetett eredmények
ezeknek a mintaknak az atlagat jelentik. A szignifikancia-vizsgalatokat a Mann-Whitney
U-teszt alapjan (Mann és Whitney 1947), SPSS 9.0 for Windows szoftver (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois, USA) segitségével végeztiik, P<0.05 szignifikancia-szint mellett.

GraFit 3.01 szoftver (Erithacus Software Ltd.) segitségével a kontrollhoz viszonyitott
%-os értékeket abrazoltuk a koncentracio fiiggvényében, €s a pontokra illesztett gorbék
alapjan kiszamitottuk az 50%-os, illetve a nehézfémek esetén ezen kiviil a 20%-0s

novekdésgatlast okozd koncentraciokat.

2.2.3. Anyagok

A malataextraktum Scharlau Chemie, a kazein- és a laktalbumin-hidrolizatum Difco, a PEG

Fluka, az 6sszes tobbi vegyszer Reanal beszerzésii volt.



2.3. Eredmények

2.3.1. A szervetlen ionok hatasa a micélium novekedésére

A vizsgalt natrium- és kaliumsok, illetve az ammonium-klorid névekedésre gyakorolt hatasat

a 2/1. tablazat foglalja 6ssze.

2/1. tablazat. Szervetlen ionok hatasa a micélium novekedésére.

c Nitrat Klorid Szulfat Foszfat

(mMM) NaNOs KNOz NaCl KCI  NH4Cl NazSOs K2SO4 NaH2POs KH2POs

5 50/100* 50/100 50/100 50/100 50/100  49/96  49/96 50/100 50/100

10 49/96  49/96 50/100 50/100 50/100  45/81  45/81 49/96 49/96
15 NM NM  50/100 50/100 50/100  44/77  44/77 45/81 44177
20 45/81  45/81  49/96 50/100 50/100  39/60  44/77 NM 41/67
25 4477 44/77T  46/84 50/100 45/81 37/54  43/74 40/64 41/67
30 NM 43/74 NM NM NM 35/48  41/67 NM 41/67
35 39/60  43/74 42/70 48/92  35/48 20/15  41/67 35/48 40/64
40 35/48  43/74 41/67 46/84  34/46 NN 41/67 20/15 40/64
50 NM 42/70  39/60 43/74  30/35 38/57 NN 36/51
60 23/20  42/70 NM NM NM 27/28 35/48
70 19/13  38/57 28/30 35/48  26/26 NM 33/43
80 19/13  37/54 NM  31/38 NM NM 31/38
90 17/10  34/45 24/22 31/38  22/18 NM NM
100 13/5 34/45 18/12 31/38  21/16 NM NM
ICs0P° 40 87 55 74 37 24 51 31 56

8Az els6 szam a harom minta atlagaként szamitott telepatmérd (mm), a masodik szdm a kontrollhoz
viszonyitott %-os novekedés (—2.2.2).
b500%-0s nvekedésgatlast okozo koncentracio (mM) (—2.2.2.)

NN: nincs novekedés; NM: az adott koncentraciondl a novekedést nem hataroztuk meg.

Minden vizsgalt anyag koncentraciofiiggd gatlohatassal volt a micélium ndvekedésére,
¢és egyik sem serkentette a novekedést a vizsgalt koncentraciokban. Minden anion Na-sojanak
erdsebb gatlohatdsa volt, mint a megfeleld K-sénak wugyanolyan koncentracidoban.

A 2/1. tablazatban szereplé anyagok koziil a NaxSOs és a NaHoPOg fejtette ki a legerdsebb



gatlohatast: 40 mM szulfat (80 mM Na mellett) illetve 50 mM foszfat (50 mM Na mellett)
teljes novekedésgatlast idézett eld.

A PEG nem befolyasolta a micélium novekedését 1-15 g/l koncentracio-tartomanyban; a
legmagasabb vizsgalt PEG koncentracio, azaz 20 g/l mellett a telepatméré 43 mm volt, ez
74%-0s novekedést jelent a kontrollhoz képest. Ez az eredmény azt mutatja, hogy az ionok
gatlohatasanak hatterében nem a magas koncentraciobol adédé ozmotikus terhelés all.

Anitrit  er6s novekedésgatlo hatast fejtett ki egy nagysagrenddel kisebb
koncentracio-tartomanyban, mint a tobbi ion (2/1. abra). A NaNO: és a KNO> hatasa kozott
nem volt kiilonbség. A 2/1. abran lathaté gorbe alapjan -11 napos ndvekedési periddust
tekintve- 50%-o0s novekedésgatlast 0.8 mM nitrit okoz. 8 mM nitrit jelenlétében egyaltalan
nem indult meg a novekedés, és 0.2 mM volt a legmagasabb nitritkoncentracid, mely még
nem okozott mérhetd gatlast.

Anitrit gatlohatasat a novekedés szempontjabol a gliikozos Sabouraud agarnal
kedvezébbnek bizonyult taptalajosszetétel (3 g/l keményitd, 15 g/l malataextraktum)
(—2.3.2.) mellet is megvizsgaltuk. A nitritet nem tartalmazo kontroll mintahoz viszonyitott
%-o0s novekedési értékek még alacsonyabbak voltak, mint gliikkozos Sabouraud agar esetében
(2/2. tablazat).

Abban az esetben, ha a nitritet a taptalajhoz annak hdsterilizalasa utan adtuk hozza,
vagy nitrit torzsoldat megfeleld mennyiségének az agar feliiletén torténd szélesztésével értiink
el ugyanolyan végsé nitrit-koncentraciot a taptalajban, ugyanolyan mértékii gatléhatas volt

mérhetd, mint amikor autoklavozas eldtt adtuk a nitritet a taptalajhoz.

2/2. tablazat. A nitrit (NaNO;) gatlohatasa a gliikdzos
Sabouraud agarhoz képest jobb novekedést biztositd

taptalajon (3 g/l keményit6, 15 g/l malataextraktum).

Nitrit Malataextraktumos-  Gliikkozos Sabouraud

c (mM)  keményités taptalaj taptalaj
0 85/100% 50/100
0.58 45/28 41/67
0.73 36/18 36/51
15 26/9 25/24

A szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat

lab-jegyzetében leirtakkal.
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A nitrit novekedésgatlo hatdsa mérsékelheté volt aszkorbinsav vagy teaextraktum
hozzéadasaval (2/3.tablazat, 2/2. abra). Ezek az anyagok a micélium ndvekedését az
alkalmazott koncentracioban 6nmagukban nem befolyasoltak szignifikdnsan (2/2. abra A).
A teaextraktum 0.73 mM nitrit gatlohatasat teljesen kikiiszobolte: a novekedés a nitriten kiviil
teat is tartalmazd taptalajon (2/2. dbra B) és a nitritet nem, csak teat tartalmazo kontroll
taptalajon (2/2. abra A) nem tért el szignifikansan. A gatldhatas aszkorbinsav hozzaadasaval
szintén mérsékelhetd volt: a 0.73 mM nitriten kiviil aszkorbinsavat is tartalmazo taptalajon a
telepméret az 5. naptdl szignifikdnsan nagyobb volt, mint a csak nitritet tartalmaz6 taptalajon
(2/2. 4bra B). 1.5 mM nitrit gatlohatasat is mérsékelni lehetett mind aszkorbinsav, mind
teaextraktum hozzaadasaval: eldbbi esetében a 10., utobbinal a 7. naptdl szignifikdnsan
nagyobb volt a telepméret, mint a csak nitritet tartalmaz6 taptalajon (2/2. abra C).
(Az aszkorbinsav és a tea hatdsa nem Osszehasonlithatd, mivel a teaextraktumban levd

anyagok koncentracidja nem ismert.)

2/3. tablazat. Az aszkorbinsav €s a teaextraktum ndvekedésgatlast

csOkkent6 hatasa.

Nitrit Kontroll Aszkorbinsav ~ Teaextraktum

¢ (mM)
11. nap 0.73 36/51% 44177 50/100
15 31/38 36/51 41/67
19. nap 0.73 61/46 79177 83/85
15 53/34 57/40 74/68

A szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat labjegyzetében

leirtakkal.



2.3.2. A kiilonbozo taptalajkomponensek hatasa a névekedésre

A szilard taptalajon vald novekedéssel kapcsolatos kisérleteink masodik felében kiilonbozo, a

mikrobioldgiai gyakorlatban gyakran hasznalt taptalajkomponensek és egyéb kiegészitések

2/4. tablazat. Novekedés kiilonbozo szénhidratokat

tartalmazo taptalajokon.

T4panyagok®:

szénhidrat ¢leszto-extraktu
(/) m (/) d/o%”
1. csoport gliikoz 0 2 19/13
10 2 47/88
20 2 50/100
30 2 50/100
40 2 50/100
2. csoport glikéz 10 2 47/88
10 5 45/81
10 10 35/48
10 15 33/43
10 20 27128
3.csoport  szachar6z 10 2 28/31
20 2 33/43
30 2 34/46
40 2 37154
4. csoport laktoz 40 2 36/51
maltoz 40 2 49/96
fruktoz 40 2 45/81
keményitd 40 2 53/113
20 2 54/117

aMinden taptalaj peptont (10 g/l) és a tablazatban
felsorolt tapanyagokat tartalmazta.

bA szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat
labjegyzetében leirtakkal.

Az arnyékolassal jelolt adat a leggyorsabb novekedésre

utaldé maximalis atlagértéket emeli ki.
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novekedésre gyakorolt hatdsast
vizsgaltuk azzal a céllal, hogy
idealis taptalaj-Osszetételt
hata-rozzunk meg Shiitake

micélium novesztéséhez.

A L.edodes micélium jo
novekedést mutat a gombak
te-nyésztésénél gyakran

alkalmazott Sabouraud gliikéz

agar taptalajon (Odds 1991),

melyet a  szervetlen ionok
novekedésgatld hatasanak
tanulmanyozéasa soran
alaptaptalaj-ként hasznaltunk.
Els6ként ennek a kiindulasi

taptalajnak az Osszeté-telét

valtoztattuk meg, az eredmé-nyek

a 2/4. tablazatban lathatok.
A gliiko6z koncentracidjanak
csok-kentése 20-40 g/l

tartomanyban nem okozott lasstiibb
novekedést (1. csoport). Az
¢lesztéextraktum

crer

eredményezett gyorsabb

noveke-dést,  ellenkezbleg, a

telepatmérd forditott ardnyban allt

ennek a  komponensnek a
koncentraciojaval (2. csoport).
A gliikkoz helyettesité-sére



kiprobalt szénhidratok koziil csak a keményité biztositott jobb névekedést (3. és 4. csoport).

2/5. tablazat. Novekedés kiilonbozo Osszetételll taptalajokon.

Nitrogénforras Szénhidrat Peptonnal Pepton
(20 g/) (10 g/) nélkiil

Elesztdextraktum (2 g/l) gliikoz 50/1002 40/63
keményitd 50/100 53/113

Malataextraktum (15 g/l) gliikoz 53/113 64/165
keményitd 58/135 82/271

Elesztéextraktum (2 g/1) + Maléataextraktum (15 g/l) gliikoz 53/113 68/186
keményité 58/135 82/271

A szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat labjegyzetében leirtakkal.

Az arnyékolassal jelolt adatok a leggyorsabb novekedésre utalo maximalis atlagértékeket emelik ki.

2/6. tablazat. Novekedés keményit6t és

malataextraktumot

koncentra-cioban tartalmazé taptalajokon.

kiilénb6z6

Malataextraktum  Keményitd

c (g/1) c (g/) d/%?
15 0 70/73
15 1 79/93
15 3 85/108
15 5 83/103
15 15 82/100
15 20 82/100

0 5 44/28
5 5 78/90
10 5 77/88
15 5 83/103
20 5 82/100
A szamok  jelentése  megegyezik a

2/1. tablazat labjegyzetében leirtakkal.

Az arnyékoléssal jelolt adat a leggyorsabb

ndvekedésre utald maximalis atlagértéket

emeli ki.

A kovetkezd kisérletben a glikdzt és a
keményitét hasonlitottuk Gssze, illetve az
¢lesztdextraktum  malataextraktummal  vald
helyettesitését  vizsgaltuk. A 2/5. tablazat
fog-lalja Ossze az eredményeket. A keményitd
ebben a kisérletben is jobbnak bizonyult a
glikoznal. Ha a malataextraktum jelen volt a
taptalajban, akkor tovabbi pepton vagy
élesztdextraktum  hozzdadasa  feleslegesnek
bizonyult, mivel a ndvekedés sebességét nem
befolyasolta. Mivel a keményitd és a
maladtaextraktum mellett volt tapasztalhato a
leggyorsabb novekedés, a kovetkezd 1épés ezen
komponensek  optimalis  koncentracidjanak
meghatarozasara  irdanyult. A 2/6. tablazat
eredményeibdl lathato, hogy az eddig vizsgaltak
kozil a 3g/l  keményitét és 159/l
malataextraktumot tartalmazo taptalaj

biztositotta a legjobb novekedést.
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2/7. tablazat. Novekedés keményitét (3 g/l)

és kiilonb6zd nitrogénforrasokat tartalmazd

taptalajokon.

Nitrogénforras c(@/l) dw

Malataextraktum 15  85/100

Laktalbumin hidrolizatum 5 60/50
15 38/20

Kazein hidrolizatum 5 14/2
15 NN

- - 44/26

A szamok  jelentése  megegyezik  a

2/1. tabla-zat labjegyzetében leirtakkal.

2/8. tablazat. Novekedés természetes eredetii

kiegészitéseket tartalmazo taptalajon®.

Kiegészités Keményité Malata-  d/%P

(20 gf1) (3g/l)  extraktum
(15 g/1)

- + + 85/100

tolgyfaforgacs - - 80/89

+ - 86/102

- + 89/110

+ + 90/112

szalma - - 39/21

+ - 63/55

- + 77/82

+ + 80/89

bliza - - 7272

A + és - jelek azt jelzik, hogy az adott tdpanyag
jelen volt -e a taptalajban.
DA szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat
labjegyzetében leirtakkal.
Az arnyékolassal jelolt adat a leggyorsabb
novekedésre utald maximalis atlagértéket emeli

Ki.
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A koncentra-ciok emelése ezen értékek folé
nem vezetett gyorsabb novekedéshez.

A peptonon ¢és az élesztéextraktumon
kiviil mas nitrogénforrasokat (laktalbumin
¢s kazein hidrolizatum) is vizsgaltunk.
A 2/7. tablazat adatai azt mutatjak, hogy
egyik tapanyag mellett sem volt jobb a
novekedés, mint a malataextraktum mellett.
Korabbi eredmé-nyekkel (Boyle 1998)
ellentétben a kazein hidrolizatum nem
serkentette a novekedést, s6t, 15 g/l
koncentraci6é mellett a ndvekedés meg sem
indult.

Végiil természetes eredetli komplex
kiegészitések  hatdsat  vizsgéaltuk. Az
ered-ményeket a 2/8. tablazat tartalmazza.
A tolgyfaforgacs hozzé4adasa jart
legkie-melkeddbb eredménnyel, az Gsszes
vizsgalt taptalaj koziil a 3 g/l keményitén
és 15 g/l malataextraktumon kiviil 20 g/l
tolgyfa-forgacsot tartalmazd  Osszetétel
biztositotta a leggyorsabb ndvekedést.

A fenti

optimalis-nak tekintve ehhez hasonlitottuk

taptalajosszetételt

a micé-lium novekedése szempontjabol a

sorgyar-tds  soran  keletkez6  malata

mellékterméket. A malatat  tartalmazd

agarlemezeken vald novesztési kisérlet
eredményeit a 2/9. tdb-lazat foglalja Gssze.
A malata mellett forga-csot és keményitot
IS tartalmazoé agaron hasonldo novekedés
volt mint az

tapasztalhato, optimalis

taptalajon, malataxtraktum mellett.



2/9. tablazat. Novekedés malatat tartalmazé taptalajokon®.

Keményitd Malataextraktum Tolgyfa- Malata
34a/) (15 9/) forgacs (100 g nedves suly/1) d/%"
+ + + - 90/100
- - - + 59/43
+ - - + 61/46
- - + + 88/96
+ - + + 90/100

A + és - jelek azt jelzik, hogy az adott komponens jelen volt -e a taptalajban.

bA szamok jelentése megegyezik a 2/1. tablazat labjegyzetében leirtakkal.

(A jo novekedést biztositd anyagokat az extracellularis enzimtermelésre gyako-rolt

hatasuk szempontjabol is megvizsgal-tuk, a kisérletek eredményei a 3. fejezetben talalhatok.)

2.3.3. Nehézfémek névekedésgatlo hatdsa

Minden vizsgalt nehézfémso koncentraciofiiggd ndvekedésgatld hatast okozott. Ez a hatas a
szervetlen anionokkal kapcsolatos eredmények (—2.3.1.) alapjan kizarolag a nehézfémeknek
tulajdonithatd, melyek a kisérletek eredménye alapjan a kovetkezd sorrendbe allithatok
csokkend toxicitas szerint: Cd (0.0087) > Hg (0.015) > Ni (0.35) > Co (0.46) > Zn (0.62) >
Cu(1.3)> Fe(1.6)> Pb(2.7)> Mn(3.1); a =zardjelben szereplé szamok az 50%-0S
novekedésgatlast okozo koncentraciok (mM).

0.05 mM Cd és Hg teljes gatlast eredményezett, a tobbi nehézfém nem befolyasolta a
novekedést ebben a koncentracidban. 1.5 mM Kkoncentracié felett a Fe, a Pb és a Mn

kivételével egyik nehézfém jelenlétében sem indult meg a ndvekedés.

2.4. Az eredmények értékelése

2.4.1. A szervetlen ionok hatdasa a novekedeésre

A szervetlen ionok gatlohatasaval kapcsolatos kisérletsorozatunkat egy magyarorszagi
gombatermesztd problémajanak megoldasa kapcsan inditottuk el, aki azt tapasztalta, hogy a
szalmaval toltott zsdkokon a leoltas utdn a micélium novekedése nem indult meg. Mint utolag

kideriilt, ennek oka az volt, hogy a viz, amelyet a szalma nedvesitésére hasznalt, nagy
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koncentracioban  tartalmazott nitrat-, foszfat- ¢és ammoniumionokat, melyek a
mitragya-maradvannyal szennyezett talajbol keriiltek az 0Ontozévizbe. Kisérleteink
eredményei szerint minden szervetlen ion esetében mas az a maximalis koncentracid, mely
mellett az adott ion még nem okoz novekedésgatlast. Ezek altaldban viszonylag magas
értékeknek bizonyultak, melyek csak specidlis esetben fordulhatnak el6 és okozhatnak
problémat, ilyen a fent emlitett eset is. Kivételt képez a nitrit, mely 0.2 mM koncentracio
felett okozott novekedésgatlast, abban az esetben is, ha a hdsterilizalas utan adtuk a
taptalajhoz. (Ez arra utal, hogy a gatlasért nem a nitrit és valamelyik taptalajkomponens magas
homérséklet hatdsara lejatszodd reakcidjanak terméke felelds.) A nitrat onmagaban a tobbi
ionhoz viszonyitva is csak igen magas koncentracioban okozott gatlohatast, de figyelembe
kell venni, hogy szdmos baktérium képes a nitratot redukdlni nitrit keletkezése mellett
(Richardson ¢s Watmough 1999). Ezaltal, ha ilyen baktériumtorzsek vannak jelen a
termesztés sordn a gombamicélium kdrnyezetében, alacsony nitratkoncentraciok is problémat
jelenthetnek a nitrit felszabadulasa miatt.

Fenolvords indikatort tartalmazo taptalajon a leoltas helye koriil sarga zona jelenik meg
mar a lathaté micéliumnovekedést megelézéen, mely fennmarad a novekedés meginduldsa
utan is a telep szélei kortl, jelezve, hogy a novekvé micélium maga koriil savas kozeget
teremt. A nitrit er6s mutagén hatassal rendelkezik, ezt nem kdzvetleniil maga az ion, hanem a
nitrit és kiilonb6zé prekurzor molekuldk elsésorban savas koriilmények kozott lejatszodo
reakcidja soran keletkezd nitrozovegyiiletek okozzak (Luca €s mtsai 1987; Whong ¢és mtsai
1987; Routledge ¢és mtsai 1994). A nitrozovegyiiletek keletkezése és a mutagén hatas
gatolhato aszkorbinsav (Whong és mtsai 1987; Licht és mtsai 1988; Tannenbaum és mtsai
1991) vagy teaextraktum (Stich és mtsai 1982; Stich és mtsai 1992; Tanaka és mtsai 1998)
hozzaadéasaval. A taptalaj tartalmazhat olyan komponenseket, melyek a micélium novekedése
soran fellépd savas koriilmények kozott a nitrittel reakcioba 1épve nitrozovegyiiletekké
alakulnak 4t, ez lehet a nitrit jelenlétében tapasztalt novekedésgatlas egyik oka. Aldtdmasztja
ezt a feltételezést az az eredmény, miszerint -hasonléan mas bakterialis illetve in vitro és in
vivo eukariota tesztrendszerekben tapasztaltakhoz- a novekedésgatlas mérsékelhetd volt

aszkorbinsav vagy teaextraktum hozzaadasaval.

2.4.2. A kiilonbozo taptalajkomponensek hatasa a novekedésre

A taptalaj Osszetételének novekedésre gyakorolt hatasaval foglalkozé kisérletekben a 3 g/l

keményitot, 15 g/l malataextraktumot és 20 g/l tolgyfaforgacsot tartalmazo taptalaj bizonyult
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optimalisnak. A szalma hozzdadasa nem serkentette a novekedést, mint ahogy az a forgécs
esetében tapasztalhatd volt. Ez az eredmény parhuzamba allithaté azzal, hogy a L. edodes
micélium jo lignin- és keményit-lebontasi képességgel rendelkezik, viszont gyenge
celluloz-lebontd (El-Zalaki és Hamza 1979; Leatham 1985). A téptalaj-optimalizalasi
kisérletek jelent0sége tobbek kozott abban all, hogy az eredmények bizonyitjak a kiillonb6zo
mezdgazdasagi ¢és é€lelmiszeripari melléktermékek felhasznalhatdésagat gombamicélium
eldallitasara. Szamos ilyen melléktermékrdl bizonyitott, hogy felhasznalhato taptalajként
Shiitake micélium novekedéséhez és termotestképzéséhez (Salmones és mtsai 1999; Fujihara
¢s mtsai 2000; Leifa ¢és mtsai 2000); az altalunk kiprobalt ilyen jellegli anyag, a sorgyartas
soran keletkez6 malata is alkalmasnak bizonyult erre a célra. Ezeknek a melléktermékeknek a
felhasznalasa jelentdsen csokkentheti a termelés koltségeit.

Az elvégzett kisérletek eredményeinek a micélium nagy mennyiségben torténd
eldallitasa céljabol kidolgozott technoldgidk hatékonysdganak novelése szempontjabol lehet
jelentésége. Az eheté gombak, koztiikk a Shiitake fogyasztasa és termesztése Magyarorszagon
¢és az egész vilagon egyre szélesebb korben terjed, nemcsak nagyiizemi, de egyetlen haztartas
szdmara termeld méretekben is. Minden eljaras alapja a micélium felszaporitdsa kiilonb6z6
természetes vagy mesterséges eredetli tdpanyagok és hordozoanyag keverékének feliiletén.
A keverék 0Osszedllitasa és tovabbi kezelése sordn a kiilonbozé szerves ¢€s szervetlen
tapanyagok serkentd és gatlohatasanak ismerete alapvetd jelentdséggel bir a gyors novekedés

elérése ¢és ezaltal a hatékonysag novelése érdekében.

2.4.3. Nehézfémek novekedésgatlo hatdasa

A vizsgalt nehézfémek koziil a Cd-nak volt a legerésebb gatlohatasa. A WRF csoportba
tartozo fajok altalaban érzékenyek erre a nehézfémre: 0.05 mM Cd, mely a L. edodes esetében
teljes gatlast okozott, szintén erésen gatolta a novekedést Pleurotus sajor-caju (Purkayastha
és mtsai 1994) és Inonotus obliquus (Baldrian és Gabriel 1997) fajok esetében. 0.1 mM Cd
szintén megakadalyozta a ndvekedést folyadékkultaraban Pycnoporus sanguineus és Trametes
versicolor fajoknal (Pointing és mtsai 2000).

A Phanerochaete chrysosporiummal ellentétben, mely képes nagy koncentracioju Hg
jelenlétében ndvekedni (Dhawale és mtsai, 1996), a L. edodes igen érzékenynek bizonyult erre
a fémre. 0.05mM Hg, mely a P.chrysosporium novekedését nem befolyasolta

folyadékkultaraban, az altalunk hasznalt kisérleti rendszerben teljes novekedésgatlast okozott.

A P. sajor-caju, Daedalea quercina, Ganoderma applanatum, Pleurotus ostreatus,
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Pycnoporus cinnabarinus, Stereum hirsutum és Serpula lacrimans fajok hasonloan
érzékenynek bizonyultak a Hg-ra (Purkayastha és mtsai 1994; Mandal és mtsai 1998).
Altalaban véve a Cd és a Hg rendelkezik a legerésebb toxikus hatassal a WRF csoport tagjaira
(Sanglimsuwan ¢és mtsai 1993; Baldrian és Gabriel 1997).

Ellentétben a Cd és a Hg esetével, a L. edodes kevésbé érzékenynek bizonyult Zn, Cu és
Pb jelenlétére: ezeknek a nehézfémeknek a 0.2 mM-os koncentracidja a novekedést nem
befolyasolta szignifikansan. Ilyen mennyiségli Zn vagy Cu a P. chrysosporium, P. sanguineus,
T. versicolor és P. sajor-caju fajok esetében (Purkayastha és mtsai 1994; Pointing és mtsai
2000), illetve a Pb a P. sajor-caju esetén mar egy nagysagrenddel kisebb koncentracioban is
igen erds ndvekedésgatlast okozott (Purkayastha és mtsai 1994).
jelenlétében novekedni, €s azokat nagy mennyiségben akkumulalni (Dhawale és mtsai 1996;
Gabriel és mtsai 1996; Melgar és mtsai 1998; Cihangir és Saglam 1999). Ez a jelenség emberi
fogyasztasra keriild ehetd gombak esetében komoly veszélyt jelenthet a nehézfémek
egészségkarositd hatasa miatt. A L.edodes micélium ellenallonak bizonyult bizonyos
akkor jelenthet problémat, ha a gombatermesztés esetlegesen nehézfémekkel szennyezett ipari
vagy mezOgazdasagi melléktermékeken torténik (Bressa és mtsai, 1988; Favero és mtsai,
1990). Ugyanakkor a nehézfémek jelenlétét jol tolerdldo gombafajok hatékonyan
alkalmazhatdak olyan bioszorpcids technologidk soran, melyeknek célja a toxikus fémek
eltavolitasa (Siegel és mtsai 1990; Yetis és mtsai 2000), vagy értékes fémek kivondsa
(Nakajima ¢s Sakaguchi 1993) ipari szennyvizekbdl; illetve olyan bioremediacids
technologidkban, ahol a szennyezett teriileten a bioldgiailag lebonthatd veszélyes anyagok

mellett nehézfémek is jelen vannak.
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3. Az extracellularis enzimrendszer vizsgalata

3.1. Bevezetés

A faanyag, mely szamos gombafaj természetes tapkozege, csak igen kis mennyiségben
tartalmaz konnyen hasznosithatd szénhidratokat és nitrogént. F6 komponensei a celluldz
(40-50%), a hemicellul6z (25-40%) és a lignin (20-35%). A lignin valtozatos Osszetételd,
bonyolult, hdromdimenzids szerkezetii (3/1. dbra), nehezen lebonthaté polimer (Wainwright

1992).
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A lignin szerkezete.
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A celluléz lebontasara szamos organizmus képes (Beguin és Aubert 1994; Tomme ¢€s
fajok sokkal ritkabbak. A lignin lebontasa obligat aerob oxidativ folyamat, mely a szekunder
metabolizmus sordn megy végbe. Maga a lignin nem szolgal energiaforrasként, viszont a
degradaci6 soran a faanyag ligninhez kotott poliszacharid molekulai hozzaférhetové valnak a
lebontd organizmus szdmara, olyan energiaforrasként szolgalva, mely mas organizmusok
szamara nem elérhetd (Jeffries 1990). A leghatékonyabb lignindegradaciora a faanyag fehér
szinli korhadasat okozd gombak csoportja (WRF) képes. A Lentinus fajokon kiviil szamos
olyan ismert gomba tartozik ebbe a csoportba, mint példaul a laskagombak (Pleurotus fajok),
vagy a kiilonboz6 taplogombak (Daedalea, Trametes, Ganoderma fajok). A csoport nevét
onnan kapta, hogy az enzimatikus lebontasi folyamatok kovetkeztében a faanyag kifehéredik.

A WRF csoprtba tartozo fajoknak kozos jellemzdéje, hogy specidlis extracellularis
enzimrendszerrel rendelkeznek, mely képessé teszi Oket a lignin lebontdsara. Az
enzimrendszert harom enzim alkotja, két hem-tartalmu peroxiddz enzim, a lignin peroxidaz
(LiP, EC1.11.1.14) (Tien és Kirk 1983) és a mangan-dependens peroxidaz (MnP,
EC 1.11.1.13) (Glenn ¢s Gold 1985), valamint egy réztartalmt fenoloxiddz enzim, a lakkaz
(Lcc, EC 1.10.3.2) (Thurston 1994). Az enzimek termelése konstitutiv (Eggert és mtsai 1996;
Pointing 2001). A Lcc enzimet altalaban minden faj termeli, a LiP és a MnP koziil viszont
gyakran csak az egyiket. A L. edodes enzimrendszerét a Lcc és a MnP alkotja; a LiP vagy
egyaltalan nincs jelen, vagy csak igen kis mennyiségben termelddik, ¢€s szerepe
elhanyagolhat6 a mésik két enziméhez képest (Leatham 1985; Buswell és mtsai 1995). A Lcc
és a MnP altalanos jellemzdit a 3/1. tdblazat foglalja 6ssze.

A Lcc enzim Oz > H20 redukcio mellett oxidalja az elektrondonorként szolgald
szubsztratjat. Szubsztratspecifitasa igen alacsony, de f6leg mono-, di- és polifenolos
komponenseket oxidal (Buswell és Odier 1987; Eggert és mtsai 1996). A MnP enzim
szubsztratia a Mn?* ion, miikddése soran hidrogén-peroxid jelenlétében Mn?" — Mn3*
oxidacid torténik (Glenn és mtsai 1986). A folyamathoz sziikséges hidrogén-peroxidot egyéb
enzimek termelik intracelluldrisan, pl. a szuperoxid dizmutaz (EC 1.15.1.1), a gliik6éz oxidaz
(EC 1.1.3.4) vagy a metanol oxiddz (EC 1.1.3.31) (Kelley és Reddy 1986; Leonowicz és
mtsai 1999). A keletkezd6 Mn®" iont kis molekulatomegii szerves savak (oxalat, malonat,

malat stb.) stabilizaljak (Wariishi és mtsai 1992).
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3/1. tablazat. A Lcc és a MnP enzimek altalanos jellemz6i (Fakoussa és Hofrichter 1999).

Tulajdonsag Lcc MnP

o Eléfordulas A WRF csoport tagjain kiviil egyéb  Kizarolag WRF fajok termelik.
gombafajok (Neurospora crassa,
Aspergillus nidulans) és novények
(Nicotiana tabacum, Acer
pseudo-platanus) is termelik.*

e Szerkezet mono,- di- vagy tetramer; monomer;
glikoprotein glikoprotein

o Katalitikus centrum 4 rézatom Fe-protoporfirin (hem)

e HxO2 igény - +

e Molekulatomeg (kDa) 53-110 38-47

e pH-optimum 3.5-7 4-4.5

*(Thurston 1994; O’Malley és mtsai 1993)

ALcc altal oxidalt molekulak illetve a komplex formaban stabilizalt Mn** ion
diffuzibilis redox medidtorként milkddnek, képesek szdmos aromas és alifas vegyiilet
oxidacidjara, mikdzben maguk az emzimatikus 1épés eldtti redukcids allapotba alakulnak
vissza. Mindkét enzim miikddése kovetkeztében tehat indirekt aspecifikus oxidacio torténik,
melynek sordn szabadgyokok képzddnek, ezek tovabbi reakciokat inditanak el, melyek
kovalens kotések felbomlasdhoz, aromas gylirlik felnyitdsdhoz vezetnek (Kirk &s
Shimada 1985; Tuor és mtsai 1992). A lignin lebontasa soran a szabadgyok-képzédés a
polimer aromas komponensein indul meg (3/2. dbra).

A fenti folyamat jellegébdl adodik az enzimrendszer degradacios miikodésének
legfontosabb jellemzdje, az aspecificitas. Ennek koszonhetéen a WRF csoportba tartozo
gombdk, illetve tisztitott extracellularis enzimeik szdmos kornyezetszennyezd anyag
lebontasara képesek, melyeknek szerkezete a ligninéhez hasonld (Bumpus és mtsai 1985;
Shah et al 1992; Barr ¢és Aust 1994; Pointing 2001). Ez kiilondsen nagy jelentdséggel bir az
olyan anyagok esetében, mint a négynél tobb benzolgyliriit tartalmazd poliaromas
szénhidrogének (PAH), mivel ezeknek az igen toxikus molekuldknak a lebontdsa nagy
méretlik, alacsony vizoldhatosdguk ¢€s a talajrészecskékhez vald erds adszorpciojuk miatt
bakteridlis uton nem indulhat meg (Field és mtsai 1992). Az extracellularis enzimek
miikddése soran keletkezd szabadgyokok altal oxidalt PAH molekuldk biodegradabilitasa
megnd, lebonthatova valnak a talaj mikroorganizmusai szamara (Meulenberg és mtsai 1997).
Az aspecifikus oxidacioért felelds mediatorok kis méretiiknek koszonhetéen a diffazio

segitségével az enzimek termelddésének helyétdl tavol is kifejthetik hatasukat, specialis
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Szabadgyok képzddése a lignin aromas komponensein.

esetben olyan helyeken is, ahovd maguk az enzimek méretiik miatt el sem juthatnanak
(Fakoussa és Hofrichter 1999).

A Dbioremediacidés eljarasok mellett a WRF csoportba tartozd gombak
enzimrendszerének masik ipari alkalmazasi teriilete a kiinduldsi anyagok természetes eredetii
lignintartalmanak lebontasan alapul (Pointing 2001). Ennek egyrészt a mezOgazdasagi és
¢élelmiszeripari hulladékanyagok kezelésénél van jelentOsége, amikor a lignintartalom
csokkentése altal jobb mindségli, konnyebben emészthetd allati takarméany nyerhetd (Agosin
¢s mtsai 1985), masrészt a papirgyartas 1épései soran. A papirgyartas elsd 1épéseként el kell
kiiloniteni a papir alapanyagét ado természetes ndvényi rostokat, melyeket a celluloz épit fel: a
feltdras soran a faanyagbol megfeleld nyomason és homérsékleten vegyszerekkel
(Na-hidroxid, Na-szulfat) kioldjak a lignint és a hemicellulozt. A folyamat végterméke a
papirpép, mely a lignin bomlastermékei miatt jellegzetes barna szini. A kovetkezd 1€pésben
ezt az elszinezOdést sziintetik meg tobblépcsds technologidkban, szintén vegyi uton, klorral,
klor-dioxiddal, hipoklorittal és oxigénnel. Mind a feltards, mind a fehérités sordn szamos
kornyezetszennyez0 anyag keletkezik, melyek koziil kiilondsen veszélyesek a klorozott
aromas szénhidrogének, pl. a doixinok. Ligninbontd képességiiknek kdszonhetéen a WRF
csoport tagjai alkalmazhatéak lehetnek mindkét 1épés soran az eljaras hatékonysaganak
novelésére és a felhasznalando vegyszerek mennyiségének csokkentésére (Wainwrigth 1992;
Pointing 2001), ezenkiviil a keletkezd szennyviz kezelésére (Archibald és mtsai 1990; Michel

és mtsai 1991). A L.edodes jo ligninlebontasi képességgel rendelkezik, viszont gyenge
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celluloz-lebonto (El-Zalaki és Hamza 1979; Leatham 1985); az ilyen WRF-torzsek kiilondsen

alkalmasak a fent emlitett célokra, hiszen a feltaras soran a cellul6z nem bomolhat el.

Kisérleteink soran a L.edodes micélium extracellularis enzimtermelését vizsgaltuk
kiilonbozé korilmények kozott: (1) a sorgyartds soran keletkezd malata mellékterméken,
(2) Trichoderma metabolitok jelenlétében, (3) kiilonbozé Osszetételii taptalajokon, illetve
(4) nehézfémek jelenlétében, az utdbbi két esetben kiilonbozé festékanyagok lebontasaval

parhuzamosan.

3.2. Célkitiizések

3.2.1. Enzimtermelés a sorgyartas soran keletkezo malata mellékterméken

Az ¢élelmiszeripari ¢és mezOgazdasagi hulladékok, melléktermékek széles korben
felhasznalhatok kiilonbozd fermentacids eljardsok alapanyagaként. Ezeknek az eljardsoknak a
legfontosabb eldnye, hogy a melléktermékekbdl, melyek gyakran veszélyes hulladéknak
mindsiilnek, értékes produktumok allithatok elé az azokat novekedésiik sordn anyag- ¢és
energiaforrasként felhasznald organizmusok anyagcseréjének termékeként, mikozben maga a
hulladék elbomlik. A kiilonb6z6 gombatdrzsek jol ndvekednek szilard tapkozeg feliiletén,
ezért kiilonosen jol felhasznalhatok ilyen szilard fazisi fermentacids eljardsok soran
(Moo-Young és mtsai 1983; Considine és mtsai 1989). A folyamat célja lehet maganak a
biomasszanak (Sanjust és mtsai 1991; Salmones és mtsai 1999; Leifa ¢s mtsai 2000; Fujihara
¢s mtsai 2000; Pandey ¢és mtsai 2000) vagy az A4ltala eldallitott kiilonféle
anyagcseretermékeknek a produkcidja, mint a kiilonb6zd szerves savak (Pandey és mtsai
2000), aromaanyagok (Pandey és mtsai 2000; Soares és mtsai 2000) vagy enzimek (Mahmoud
és mtsai 1978; Berovic és Ostroversnik 1997; Gawande és Kamat 1999; Zheng és Shetty
2000a; Zheng és Shetty 2000b). Mivel ezek a melléktermékek nagy mennyiségben
tartalmaznak természetes eredetli polimer molekuldkat (celluloz, lignin, keményitd, pektin),
taptalajként vald felhasznalasuk utjdn nagy mennyiségii, a polimerek lebontasara termel6dd
enzim allithato elé. A leggyakrabban hasznalt mikroorganizmusok az Aspergillus genusba
tartoznak, egyes torzsek segitségével eldallithatd pl. amilaz (Mahmoud és mtsai 1978) és
xilandz (Gawande ¢és Kamat 1999) buzakorpan és melaszon, vagy pektinészteraz ¢&s
poligalakturonaz kiilonbozé gytimolesok feldolgozéasa soran keletkezd melléktermékeken

(Berovic és Ostroversnik 1997). Az utobbi csoportba tartozd szubsztratokon a L. edodes is
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képes novekedni és enzimeket (poligalakturonaz, B-gliikozidaz) termelni (Zheng és Shetty
2000a; Zheng és Shetty 2000b), mikdzben az Aspergillus fajokkal ellentétben toxinokat nem
termel.

A sorgyartds malatakészitési 1épése soran az arpat vizbe aztatjdk, hogy a magvak
csirazasa ¢és ezaltal a maltoz felszabaduldsa meginduljon. A maltézt tartalmazo vizes
extraktumot a folyamat végén kipréselik a magvakbodl, ez a folyadék a sorgyartas tovabbi
1épéseinek alapja. A keletkezé malata melléktermék, melyet kisérleteink soran felhasznaltunk,
tapanyagokban (keményitd, maltdéz, aminosavak, vitaminok) igen gazdag. Amint az a
2. fejezet eredményei kozott mar szerepelt, a micélium novekedése szempontjabol a malata
igen jo taptalajnak bizonyult (—2.3.2., 2/9. tablazat); tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk,
alkalmas -e az enzimtermelés szempontjabdl is. Az eredmények és értékelésiik a 3.4.1. pont

alatt talalhato.

3.2.2. Trichoderma metabolitok hatasa az enzimtermelésre

A Shiitake gomba termesztése sordn a micéliumot kiilonféle novényi eredetii anyagok
(szalma, faforgacs stb.) keverékével toltott mianyag zsakokban novesztik. Ezeknek az
alapanyagoknak a nagy mennyiségben torténd sterilizalasa igen nehéz feladat; a legkomolyabb
problémat a szaporitdoanyag fertézddése jelenti egyéb gombatdrzsek altal (Royse és mitsai
1985). Ezek a fajok sokkal gyorsabban ndvekednek, mint a L. edodes micélium, igy konnyen
képesek azt visszaszoritani, és ezaltal nagy kéarokat okozni. A legnagyobb veszteségeket
okozo fajok a Trichoderma genusba tartoznak (Tokimoto és Komatsu 1979; Badham 1991).
Szamos Trichoderma faj mikoparazita tulajdonsagokkal rendelkezik, tobbek kozott ehetd
gombakkal szemben is (Chen és mtsai 1999; Ospina-Giraldo ¢és mtsai 1999). Ennek a
tulajdonsagnak koszonhetéen a Trichoderma torzsek alkalmazhatoak fitopatogén gombak
(Fusarium, Pythium, Rhizoctonia) elleni biologiai védekezésben (Papavizas 1985; Benitez és
mtsai 1998).

A micélium altal elfoglalt teriiletért és a tapanyagokért folytatott kompeticidé soran a
L. edodes és a Trichoderma olyan ndvekedésgatld hatasti metabolitokat termel, melyek
visszaszorithatjdk az antagonista ndvekedését (Savoie ¢€és mtsai 2000). Mindkét faj
extracellularis enzimrendszere fontos szerepet jatszik az ilyen jellegli védekezési
folyamatokban; antagonizmus esetén mindkét fél enzimtermelése megvaltozik.
Folyadékkulturaban nevelt L. edodes micélium Lcc-termelése mind Trichoderma micélium,

mind pedig sejtmentes fermentlé hozzdadasara megndtt (Savoie és mtsai 1998). Ez a jelenség
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szalman novesztett L. edodes micélium esetében is megfigyelhetd volt; ezzel szemben a
MnP-termelés nagymértékben lecsdkkent Trichoderma antagonizmus hatasara (Savoie és
Mata 1999).

Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a L.edodes extracellularis
enzimtermelésének megvaltozasat szilard taptalajon, kiilonb6z6 Trichoderma fajokkal vald
antagonizmus, illetve folyadékkultiraban novesztett Trichoderma fermentlevének hatasara.

Az eredmények ¢€s értékelésiik a 3.4.2. pont alatt talalhato.

3.2.3. Az enzimatikus folyamatok tapanyagfiiggése

A micélium ndévekedéséhez hasonldan a taptalaj Osszetétele nagymérékben befolyasolja az
extracellularis enzimek ternel6dését. Az enzimek biotechnologiai és bioremedidcios
alkalmazdsdhoz sziikség van nagy mennyiségben torténd eldallitasukra; a téptalaj
Osszetételének optimalizaldsa ennek hatékonysagat noveli. Nemcsak a termelt enzimek
mennyisége, hanem degradaciés mikodésiik is fiigg a tdpanyagok mindségétdl és
mennyiségetol.

Kisérleteink soran a L. edodes extracellularis enzimrendszerének miikodését vizsgaltuk
kiilonboz6 taptalajokon. A degradacios kapacitasra adott koriilmények kozott a taptalajhoz
adott festékanyagok elszintelenitése Utjan kovetkeztettiink. Bizonyos festékek, mint pl. a
Poly R-478 vagy a Remazol Brilliant Blue R (RBBR) szerkezete (3/3. dbra) hasonlo az
aromas gylirit tartalmazd kdrnyezetszennyezdé anyagokéhoz (pl. PAH), viszont jol oldddnak
vizben, kevésbé mérgezdek ¢és spektrofotometridssan mérhetdk, ezért jol felhasznalhatok
modellvegyiiletként a biodegradacios folyamatok nyomon kovetésére, illetve jo lebontési
képességekkel rendelkezd torzsek szelektalasara (Gold €s mtsai 1988; Field és mtsai 1992;
Swamy ¢és Ramsay 1999a; Bhatt és mtsai 2000) (3/1.kép). (A festékek szinének az
extracellularis enzimek miikodésének hatdsara bekovetkezd megvaltozdsa minimum egy
kémiai kotés felhasadasanak kovetkezménye, de nem jelenti a teljes mineralizaciot. Ebben a
fejezetben a festékek lebontasdt ilyen értelemben, tehat az elszintelenitéssel egyenértékii
kifejezésként hasznaltuk.) Ezenkiviill maguk a festékanyagok is kornyezetszennyezd
veszélyforrasnak szamitanak, lebontasukra pl. textiliizemek szennyvizének tisztitdsa soran van
szlikség; az ehhez kapcsolodo technologidk soran a laboratoriumi modellek kidolgozasa nagy
jelentdségli lehet (Knapp €s mtsai 1995; Swamy és Ramsay 1999a). Kisérleteink eredménye
¢s értékelésiik a 3.4.3. pont alatt talalhato.
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3.2.4. Nehézféemek hatasa az enzimtermelésre

A nehézfémek a WRF csoportba tartozé fajoknal nemcsak a novekedést befolyasoljak, hanem
az extracellularis enzimek termelését (Baldrian és mtsai 2000) és a biodegradacios kapacitast
is (Pointing és mtsai 2000). Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk ezeket a hatasokat

L. edodes esetében. Az eredményeket a 3.4.4. pont foglalja Gssze.

3.3. Anyagok és modszerek

3.3.1. Enzimtermelés a sorgyartas soran keletkezo malata mellékterméken

A kisérletek soran sorgyari maldta melléktermék (80% nedvességtartalom), tolgyfaforgacs
(kb. 0.5cm-es darabok) és perlit 2:1:1 aranya keverékén felndvesztett micélium
enzimtermelését vizsgaltuk. (A malatakeverék Osszetételét az eldkisérletek eredményei
alapjan allitottuk 0ssze, melyek sordn azt tapasztaltuk, hogy a forgics hozzdadasa serkenti a
MnP-termelést, a perlit pedig megfelelden laza szerkezetet biztosit ahhoz, hogy a micélium
teljesen atszOhesse a keveréket.) A keveréket autoklavozassal sterilizaltuk (115 °C, 50 perc).
Az enzimtermelést harom kiilonb6z6 rendszerben vizsgéltuk, mindharom esetben a fent
emlitett malatakeveréket hasznaltuk szubsztratként. Kémcsovekben 10 g/l malataextraktumot
(Scharlau) tartalmaz6 tapfolyadékban (4-4 ml) agarkorongon leoltott micéliumot
novesztettiink 3 hétig, majd ezeket a micéliumgdémboket hasznaltuk inokulumként a keverék

leoltasahoz.
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A kisérleteink sordn vizsgalt festékanyagok kémiai szerkezete.
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Lebontasi zondk kiilonb6zo festékeket tartalmazo taptalajokon.
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Az l-es szamu rendszer a szilard fazist fermentacio modellje volt. 90 mm &tmérdji
Petri csészékben oltottuk le a keveréket 8 parhuzamosban, a tenyészeteket
szoba-hémérsékleten inkubaltuk. A 12. napra a micélium teljesen benbtte a keveréket, ezutan
hetente mintat (kb. 0.2 g) vettiink a csészék szélér6l. A mintdkat négyszeres mennyiségi
ioncserélt vizben extrahdltuk az agarmintakhoz hasonlé moédon (—3.3.3.), majd mértiik
mindkét enzim aktivitasat az extraktumban (—3.3.5.).

A 2-es szamu rendszer egy atfolyos rendszeri oszlopreaktor volt. Két kisérletet
végeztiink, mindkettét két parhuzamosban: 50 ml-es miianyag fecskenddket toltottiink meg a
malatakeverékkel, és novesztettiink benne micéliumot 2 hétig az elsé és 5 hétig a masodik
kisérlet inditdsa eldtt. A malata mellékterméket négyszeres mennyiségii ioncserélt vizben
forraltuk 45 percig, az igy nyert vizes extraktumot sziir6papiron atsziirtiik, és ezt hasznaltuk
influensként 5-sz6rés higitasban. A folyadékot allandé aramlési sebességgel (2.7 mi/h),
perisztaltikus pumpa segitségével vittiik fel az oszlopokra, melyeknek toltete a micéliummal
atszOtt malatakeverék volt. Az effluensbdl vett mintdkban hatdroztuk meg az enzimaktivitasok
¢és a pH alakulésat.

A 3-as szami rendszerben a malatakeveréket 200 mm atmérdjii Petri csészékben
oltottuk le 5 parhuzamosban. 3 hét elteltével, amikor a micélium teljesen bendtte a keveréket,
steril szike segitségével feldaraboltuk a tenyészetet kb 2x2 cm-es darabokra, majd a csészékbe
30-30 ml vizes malataextraktumot Ontottiink olyan médon, hogy az a micéliummal atszott
keverék ald kertilt, igy a kultara a levegdvel érintkezett. (Az extraktumot az el6z6 kisérleti
rendszerben influensként hasznalt folyaddékkal azonos modon készitettiik.) 3-4 naponta
mintat vettiink a folyadékfazisbol, és meghataroztuk az enzimaktivitdsokat. 10-11 naponként a

folyadékfazist friss extraktumra cseréltiik.

3.3.2. Trichoderma metabolitok hatdasa az enzimtermelésre

A felhasznalt Trichoderma torzsek (T. aureoviride T122, T. harzianum T66, T. viride T124) a
SzTE Mikrobiolédgiai Tanszékének torzsgylijteményebdl szarmaztak.

A Kkisérletek soran azt a taptalajt hasznaltuk, mely a 2. fejezetben leirtak szerint a
micélium novekedése szempontjabol optimalisnak bizonyult (15 g/l malataextraktum, 3 g/l

keményitd, 20 g/1 tolgyfaforgacs).
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Az 1. szamu Kisérletben a L. edodes enzimek termel6édési mintazatanak megvaltozasat
vizsgaltuk aktivan novekvd Trichoderma micéliummal vald interakcid esetén. A lemezek
(90 mm atmérd, 20 ml taptalaj/lemez) inokulaldsa a 2.2.2. pontban leirtaknak megfeleléen
tortént, a lemez sz¢létdl kb. 2 cm tavolsagban. A Trichoderma torzseket hasonloképpen
oltottuk le, a L. edodes telep leoltasi helyétdl 5 cm-re, az azt kovetd 6. napon. A mintavétel

3nappal késobb tortént, ekkorra a L.edodes és a
Trichoderma telepek széle 6sszendtt, és mindkettd a taptalaj
// ] \\\ feliiletének megkozelitdleg a felét foglalta el. Az agarlemezt
8 savra vagtuk fel, a telepek hatarvonaldval parhuzamos
iranyban (3/4. abra). A mintakat megszamoztuk a L. edodes
telep kiils6 szélén levo savtol kezdve 1-t61 8-ig. A két telep

hatarvonala a 4. és 5. sav kozott helyezkedett el. A kontroll

N L/ lemezeken csak L. edodes micéliumot ndvesztettiink 9 napig,
] -

majd a telep altal befedett agarat 4 savra vagtuk fel, ahogy a
Lentinus és Trichoderma

telep éltal elfoglalt teriilet fenti esetben a lemez L.edodes-oldalat. (Olyan kontroll

3/4. 4bra. mintdra, melynél a lemezen csak Trichoderma telep

Az agarlemezbdl a mintavétel
soran kivagott 8 sav pozicioja
az 1. sz. kisérletben. vizsgalt enzimeket nem termeli.)

novekedett, azért nem volt sziikkség, mivel a Trichoderma a

A tovabbi két kisérlet célja a Trichoderma altal termelt
metabolitok enzimindukciés hatdsanak vizsgalata volt. A kisérletekhez sziikséges
Trichoderma fermentlé elballitisa a kovetkezOképpen tortént: 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban 50-50 ml tapoldatot inokulaltunk (10° konidium/ml), a micéliumot razatott
folyadékkultiraban novesztettiik (200 rpm, 25°C, 5nap). Az indukalt mintdk esetén a
tapfolyadék Osszetétele a kovetkezd volt: 5 g/l KH,PO,4, 1 g/l NaNOj, 1 g/l MgSO,-7H-0,
1 g/l mannitol és inducerként 2 g/l poritott L. edodes micélium; a nem indukalt mintaknal a
tapfolyadék szénforrasként kizardlag 3 g/l mannitolt tartalmazott, L. edodes micéliumot nem.
Centrifugaléassal (16 000 g, 10 perc) elkiilonitettiik a feliiliszot a micéliumtol, majd liofilizalas
segitségével tizszeresére toményitettiik. A kétféle (indukélt és nem indukalt), betdményitett
fermentléminta egyik felét Whatman Puradisc 13 PVDF fecskenddsziird segitségével sterilre
szlrtlik, masik felét autoklavozassal sterilizaltuk (115 °C, 30 perc).

Az indukalt mintak tapfolyadékahoz hasznalt L. edodes micéliumot folyadékkultiraban
allitottuk el6. 100 ml tapfolyadékot (20 g/l gliikkoz, 10 g/l pepton, 2 g/l élesztéextraktum;
pH 6.6) oltottunk le micéliummal bendtt agarlemezbdl kivagott agarkorongokkal (5 db, 6 mm

atméré) 250 ml-es Erlenmeyer lombikban. A 3 hetes razatott kultara (25 °C, 160 rpm)
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50 ml-ét hasznaltuk fel inokulumként 500 ml médium leoltasara 1 1-es Wheaton Celstir
iivegekben. Ot hetes fermenetalas (25 °C, 180 rpm) utdn a micéliumot sziirépapiron vald
szliréssel 0sszegyljtottiikk, haromszor mostuk ioncserélt vizzel, vakuum alatt szaritottuk, majd
folyékony nitrogénben porra Sroltiik.

A 2. szamu Kkisérletet ugyanugy végeztiik, mint az elsot, azzal a kiilonbséggel, hogy a
Trichoderma leoltasa helyett az annak megfelelé helyen, a 6. napon 6 mm atméréji lyukat
fartunk a taptalajba, és ezekbe a lyukakba a 6.és 7.napon 100-100 pl-t mértiink be a
kiilonboz6 eredetli és kiillonbozé mddon sterilizalt fermentlé-preparatumokbdl. A 9. napon az
lemezekbdl. (A 4. sav a L. edodes telep Trichoderma micéliummal érintkezé részének felel
meg.) A késébbiekben IF, IH, NF és NH betiikkel jelolt mintakat az indukalt, sterilre sziirt;
indukalt, hosterilezett; nem indukalt, sterilre szirt és nem indukalt, hosterilezett
fermentlémintakat tartalmazé lemezekbdl vett agarmintakbol extrahaltuk.

A 3. szamu Kkisérletben kisméretii Petri-csészékben készitettiink lemezeket (35 mm
atmérd, 3 ml taptalaj/lemez), melyek a betoményitett Trichoderma fermentleveket 10-szeres
higitasban tartalmaztak. A L. edodes micéliummal torténd leoltast kdvetd 11 napos inkubacid
utdn a teljes lemezt extrahdltuk. A kiilonb6zé fermentlé-prepardtumokat tartalmazé

lemezekbdl extrahalt mintak jeldlése megegyezik a 2. szdmu kisérletnél leirtakkal.

3.3.3. Az enzimatikus folyamatok tapanyagfiiggése

Az alaptaptalaj keményit6t (10 g/l), agarat (20 g/l) és a vizsgalt festékek (Poly R-478,
Orange II, RBBR) valamelyikét (0.15 g/l) tartalmazta. (Az eldkisérletek sordn a keményitd a
novekedéshez hasonléan az enzimtermelés szempontjabol is optimalisnak bizonyult,

Els6ként a Poly R-478 lebontasanak N-fliggését vizsgaltuk Mn-t (20 uM) tartalmazo
taptalajon, harom kiillonb6zé N-forrds (NH4Cl, pepton, malataextraktum) jelenlétében,
0-25mM N koncentracio-tartomanyban. A kisérlet eredményei alapjan a masik két festék
lebontasanak N-fliggését 0-10 mM N mellett hatdroztuk meg, az Orange Il esetében Mn
(20 uM) hozzaadasaval.

A Mn-fliggés és a természetes eredetli tdpanyagok (tolgyfaforgacs, szalma)
hozzaadasanak hatdsat a fenti kisérletek eredményei alapjan mindharom festék esetében

malataextraktumot (3.5¢/l, azaz 2mM N) tartalmazé taptalajon végeztik. A Mn-t
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MnSO4-H2O formajaban adtuk a taptalajhoz. A tolgyfaforgacs és a szalma (—2.2.1.2.)
2 WiV % koncentracioban volt jelen az adott esetekben.

A taptalajok sterlizalasa a 2.2.1.1. pontban, a lemezek inokulalasa a 2.2.2. pontban
leirtaknak megfelelden tortént.

14 napos inkubdaciot kdvetden lemértiik a telepek és az elszintelenitett lebontasi zonak
(3/1. kép) atmérdjét mm-ben. Az enzimtermelés meghatarozasahoz a Poly R-478 festéket
tartalmazo agarakbdl vettiink mintat: lemezenként 4 db, 8 mm atmérdjii agarkorongot vagtunk
ki a lebontasi zona sz€1érdl, illetve az annak megfeleld poziciobol, ha az adott taptalajon nem
volt lebontas.

Az egy agarlemezbdl szdrmazo 4 db agarkorongot egylitt, egy mintaként extrahaltuk
kétszeres mennyiségli ioncserélt vizzel (2 ml/g agar), doérzsmozsirban homogenizalva.
Centrifugalas utan (7 500 g, 10 perc) a feliiliszoban mértiik az enzimaktivitasokat (—3.3.5.).

A Poly R-478 lebontasanak Mn-fliggése esetében hasonld médon mintat vettiink a
leoltas helye mellett is, azzal a céllal, hogy a lebontas mértékét az ODspo/350 arany segitségével
hatarozzuk meg (Field és mtsai 1992). Ezeket a mintdkat ugyantgy extrahdltuk, mint az

enzimtermelés meghatdrozasahoz vett agarmintékat.

3.3.4. Nehézfémek hatasa az enzimtermelésre

A novekedésgatlasi kisérletekben (—2.2.1.3., 2.3.3.) vizsgalt nehézfémek MnP-termelésre €s
festékbontasra gyakorolt hatasat a 3.4.3. pontban leirt eredmények alapjan keményit6t (10 g/l),
malataextraktumot (3.5 g/l) és Poly R-478 festéket (0.15 g/l) tartalmazo tapalajon vizsgaltuk,
20%-0s novekedésgatlast okozd koncentraciojuk mellett (3/7. tablazat). A Mn-t mint
nehézfémet tartalmazo taptalaj kivételével a taptalajokhoz Mn-t (20 uM) is adtunk, mint a
MnP szubsztratjat. A taptalajok sterilizaldsa a 2.2.1.1. pontban, a lemezek inokulalasa a
2.2.2. pontban leirtaknak megfelelden tortént. 15 napos inkubacid utan lemértiik a lebontasi
z6nak atmérdjét mm-ben, és mintat vettliink az agarbdl a leoltas helye melldl a MnP-aktivitas
meghatarozasa céljabol.

Az in vitro enzimaktivitds gatlasanak meghatarozasahoz a méréseket (—3.3.5.) a
vizsgalt nehézfémek jelenlétében végeztik, 0.01-20 mM tartomanyban. Az 50%-os gatlast

okozo koncentraciot a 2.2.2. pontban leirtak szerint hataroztuk meg.
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3.3.5. Az extracellularis enzimaktivitasok mérése

Az enzimaktivitasokat spektrofotometrias uton hatadroztuk meg. A reakcidelegy végsod
térfogata minden esetben 2 ml volt, mely 100 pl agarbdl extrahalt mintat tartalmazott.

A Lcc-aktivitast a 2,2’azino-bis(3-etilbenztiazolin)-6-szulfonat (ABTS) szubsztrat
oxidacidja utjan hataroztuk meg (Wolfenden és Willson 1982). A reakcidelegy 0.3 mM
ABTS-t tartalmazott natrium-malonat pufferben (50 mM, pH 4.5). Az oxidaci6é a 420 nm-en
mért OD-novekedés (£420=36 000 /M cm) segitségével volt kovethetd.

A MnP-aktivitds mérése soran hasznalt reakcidelegy szubsztratként 0.5 mM mangant
tartalmazott MnSO4-H2O forméjaban, natrium-malonat pufferben (50 mM, pH 4.5). Az
enzimreakciot 10 ul H2O2 hozzaadasaval inditottuk; a H2O2 végsé koncentracioja 0.4 mM
volt. A Mn(lll)-malonat komplex képzédése a 270 nm-en mért OD-novekedés
(€270=11 590/M cm) segitségével kovetheté nyomon (Wariishi és mtsai 1992).

Az enzimaktivitdsokat U/l egységben adtuk meg. Egy U az az enzimmennyiség, mely

1 pumol szubsztrat 1 perc alatt, szobahdmérsékleten torténd oxidacidjahoz sziikséges.

3.3.6. Az adatok statisztikai analizise

A Kkisérleteket -néhany, az adott kisérlet leirasanal kiilon megemlitett esetet kivéve- harom
parhuzamosban végeztiik. A tdblazatokban és az abrdkon feltiintetett szamszerli eredmények
az ebbll szarmazé adatok atlagai illetve szorasai. A szignifikancia-vizsgalatokat a
2.2.2. pontban leirtaknak megfeleléen végeztiik.

3.3.7. Anyagok

A malataextraktum Scharlau Chemie, az ABTS, a Poly R-478 és a RBBR Sigma, az Orange ||

(Tropaeolin 000 No. 2) Fluka, az dsszes tobbi vegyszer Reanal beszerzésii volt.
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3.4. Eredmények és értékelésiik

3.4.1. Enzimtermelés a sorgyartas soran keletkezo malata mellékterméken

3.4.1.1. Eredmények

A L.edodes extracellularis enzimtermelését sorgyari malata mellékterméken harom

kiilonb6z6 rendszerben vizsgaltuk (—3.3.1.).

A 3/5. abran az 1-es szamu rendszer mintainak enzimaktivitasa lathatd. Az akitvitas

maximuma mindkét enzim esetében koriilbeliil egy héttel azutan volt megfigyelhetd, hogy a

micélium teljesen atszotte a keveréket. Igen magas aktivitdsi értékeket tapasztaltunk, ez

bizonyitja, hogy a malata melléktermék alkalmas taptalaj extracellularis enzimek termelésére,

viszont maga a rendszer nem hasznalhatd folyamatos enzimtermelésre. Ezt kiséreltilk meg

megvaldsitani a 2-es szamu rendszerben. Az atfolyos rendszerli oszlopreaktorokkal végzett
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3/5. abra
Az 1-es szamu rendszer mintainak

enzim-aktivitasa. (A szaggatott vonal azt az els6

mintavétel el6tti, 12 napos periddust jeloli,

mialatt a micélium benétte a keveréket.)
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elsod kisérlet eredménye a 3/6. dbran lathato.

Mindkét enzim  aktivitasa  csokkend
tenden-ciat mutatott a Kkisérlet soran; a
19. napon mar egyik aktivitds sem volt
mérheté az effluensben. A legmagasabb
érték 1s egy nagysagrenddel kisebb volt,
mint az el6z6 rendszer mintdinak aktivitasa.
Az els6 harom napon mért viszonylag nagy
mennyiségli MnP valoésziniileg nem ezalatt
a periddus alatt termelddott, hanem a
szilard

micélium novekedése soran a

fazison termelt enzimmennyiség

kimoso6da-sanak tulajdonithato.
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3/6. abra

Az enzimaktivitasok és a pH alakuléasa a

2-es szamu rendszerben.

A masodik kisérlet soran, melynél inditaskor a toltetet alkotd kultara 3 héttel iddsebb
volt, nagyon hasonlé eredményeket kaptunk. A rendszer egyik enzim folyamatos eldallitasara

sem bizonyult alkalmasnak.
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A 3-as szamu rendszernél az enzimek akitvitadsat szintén a folyadékfazisban mértiik,
mely a micéliummal atszott malatakeverék alatt helyezkedett el, igy a kultara a levegdével
érintkezett. A 3/7. abran lathato eredmények azt mutatjak, hogy ez a tipusu rendszer alkalmas
lehet folyamatos enzimtermelésre, mivel 10-11 naponként magas Lcc- és MnP-aktivitasu
fermentlé volt nyerhetd. A 45. nap utan tapasztalt lecsengés valoszinlileg a kultara

"eloregedése" miatt kdvetkezett be.

Lcc (U/)

Id6 (nap)

MnP (U/l)

Id6 (nap)

3/7. abra

A 3-as szamu rendszer mintidinak enzimaktivitdsa.
(A szaggatott vonalak a tapfolyadékcsere el6tt és utan

mért értékeket kotik dssze.)

3.4.1.2. Az eredmények értékelése

Bioremediacios alkalmazasi lehetdségeik miatt (Bumpus és mtsai 1985; Shah et al 1992; Barr
és Aust 1994) a WRF csoport enzimeinek nagy mennyiségben torténd eldallitasa igen nagy
jelentéséggel bir. A L.edodes altal termelt Lcc és MnP bizonyitottan felhasznalhatd
bioreaktorokban, = immobilizadlt = formaban  kornyezetszennyezd  anyagok,  fOleg
fenol-szarmazékok aspecifikus oxidacidjara (Grabski és mtsai 1996; Grabski és mtsai 1998;

D’Annibale és mtsai 1999; D’Annibale és mtsai 2000). Az ilyen eljarasok soran az ipari és
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mezogazdasagi melléktermékek szubsztratként vald felhasznélasa jelentésen csokkentheti az
enzimek eldallitdsanak koltségeit. A sorgyartas soran keletkezd malata melléktermék mind a
L. edodes micélium ndvekedése, mind extracellularis enzimtermelése szempontjabol kivalo
szubsztratnak bizonyult.

A L. edodes enzimtermelését harom kiilonb6z6 kisérleti elrendezésben vizsgaltuk. Az
optimalisnak bizonyult rendszer tovabbfejlesztéseként tervezhetd olyan atfolyds tizemmoda
bioreaktor, melyben nemcsak a folyamatos enzimtermelés lehetne megoldott, hanem
segitségével vizsgalhaté lenne a malata mellékterméken novesztett L.edodes micélium
alkalmazhatosaga vizben oldhaté kornyezetszennyezd anyagok lebontasara, és ezaltal

kiilonb6z6 szennyvizek remedialasara.

3.4.2. Trichoderma metabolitok hatasa az enzimtermelésre

3.4.2.1. Eredmények

Az 1. szamu Kisérletben a L.edodes enzimek termelédési mintazatanak megvaltozasat
vizsgaltuk aktivan novekvoé Trichoderma micéliummal valo interakcido soran. Azoknak a
lemezeknek a mintaiban, ahol a L.edodes micélium antagonista interakcioban allt a
Trichoderma micéliummal, MnP-aktivitas egyaltalan nem volt mérhetd, és a Lcc-aktivitas is
joval alacsonyabb értékeket mutatott a kontroll lemezekrél szarmazd mintakhoz képest
(3/8. abra). (A kontroll lemezek 1, 2, 3 és 4 mintaiban 137+9 U/1, 96+18 U/1, 32+12 U/I, 0 U/l

MnP-aktivitast ~ mértiink.) Ezek az

07122 eredmé-nyek arra utalnak, hogy az erds

0 T66 kompetitor organizmus a mintavétel
W T124

idépontjara mar jelentdsen visszaszoritotta
& Kontroll

a L.edodes enzimtermelését, annak

Lcc (U/)

ellenére, hogy a Trichoderma micélium

még nem nétte be a L.edodes telepet.

(A Trichoderma telep oldalarol szarmazo

5-8 mintadkban egyik enzimaktivitds sem

Agarséav

3/8. abra
A Lcc-aktivitasok alakulasa a L. edodes telepen
beliil, aktivan novekvé Trichoderma micéliummal

valé interakcid esetén (1. szamu kisérlet).

35

volt jelen.)
Mivel a L.edodes enzimeinek
irodal-mi  adatok altal alatamasztott

indukciojat aktivan névekvé Trichoderma



micélium mellett nem sikeriilt kimutatni, a tovabbi kisérletekben a Trichoderma altal termelt
metabolitok enzimtermelésre kifejtett hatdsat tanulméanyoztuk. Megfigyeléseink alapjan a T.
viride T124 torzs (3/2. kép) bizonyult a leger6sebb antagonistanak, ezért ezeket a kisérleteket
ennek a torzsnek a folyadékkulturajabdl szarmazé fermentlémintdkkal végeztiik.
A fermentlémintakat tartalmazé taptalajokon a L. edodes micélium novekedése nem tért el a

kontroll taptalajon tapasztalhatdé ndvekedésétol.

T124

3/2. kép

L. edodes micélium novekedését visszaszoritd, aktivan ndvekvd Trichoderma

micélium (T. viride T124 torzs).
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A 2. szamu Kkisérlet mind a

35

30T négy mintajaban a Lcc-aktivitas
= D7 o .
3 204 szig-nifikansan magasabb volt, mint
8 ig a kontrollban (3/9. abra), ez a Lcc

5T = enzim Trichoderma metabolitok

0 : : : : . o

IE IH NE NH  Kontroll al-tali indukcidjara utal. Az IF és IH,

az NF és NH, valamint az IF és NF
3/9. abra

mintak kozott a  kilonbség nem
A L.edodes micélium Lcc-termelésének alakulasa &

Trichoderma fermentlé kiilonb6z6é preparatumainak szig-nifikans, tehdt az indukcioért

felelds komponens hostabil, és a nem

jelenlétében.

indu-kalt fermentlében is jelen van.
400 MnP-aktivitas  nemcsak a
= 304 Trichoderma fermentlevet tartalmazé
fj 200 - agarakbol  szarmazo  mintakban,
§ 100 4 |_X—‘ hanem a kontroll mintakban sem volt
0 ’_I—‘ : |_I—| : L= kimérhetd, hasonldéan az 1.szamu
IE IH NF NH  Kontroll kisérlet kontroll lemezeinek
4. sév-jahoz. A Trichoderma

3/10. abra

A L. edodes micélium MnP-termelésének alakulasa metabolitok MnP-termelésre

Trichoderma fermentlé kiilonbozé preparatumainak gyakorolt hatasat a 3. szamu kisérlet
jelenlétében. soran mutattuk ki (3/10. 4bra).

A MnP-aktivitds mind a négy
mintdban  szignifikdnsan  alacso-nyabb  volt, mint a  kontroll = mintdban.
A szignifikancia-vizsgalatok alapjan a gatlohatasért felelés komponens héstabilnak bizonyult,
illetve szintén jelen van a nem indukalt Trichoderma fermentlében is. A Lcc enzim

szempontjabol a 3. szamu kisérlet eredményei teljesen hasonldak voltak a 2. szdmu kisérletnél

leirtakhoz.

3.4.2.2. Az eredmények értékelése

Az aktivan novekvo Trichoderma micélium erésen visszaszoritotta a L. edodes extracellularis
enzimtermelését (1. szamu kisérlet). Ennek oka az lehet, hogy a mintavétel idOpontjaban a
Trichoderma sejtfalbont6d és proteolitikus enzimeinek hatdsara mar megindult a L. edodes

micélium ¢és az altala termelt extracellularis enzimek degradéacidja. A MnP-aktivitas
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gatlasaban a L. edodes telep felé diffundald Trichoderma metabolitok is részt vehetnek, erre
utal a 3. szamu kisérlet eredménye.

A Trichoderma metabolitok indukaltdk a L.edodes Lcc-termelését, viszont
csokkentették a MnP-termelést (2. és 3. szamu kisérlet); ez a megfigyelés 6sszhangban all az
irodalmi adatokkal (Savoie ¢és mtsai 1998; Savoie és Mata 1999). Mivel a micélium
novekedését tekintve nem volt kiillonbség a Trichoderma fermentlémintakat tartalmazo
taptalajok ¢és a kontroll kozott, az alacsony MnP-aktivitds nem magyarazhatdo a kisebb
mennyiségli biomassza jelenlétével. Az aktivitdsokat befolydsold hatasért felelds
komponensek mindkét enzim esetében hdstabilnak bizonyultak, és a nem indukalt
Trichoderma fermentlében is jelen voltak, tehat folyadékkultaraban vald termelédésiikhoz a
L. edodes micélium jelenléte nem sziikséges. A Lcc enzim esetében a Trichoderma
metabolitok altali indukcid arra utal, hogy az enzim szerepet jatszhat a védekezésben
mikoparazita gombdkkal szemben.

A Trichoderma metabolitokrol szamos esetben kimutattak, hogy novekedésgatld
hatastiak kiilonb6z6 gombatdrzsekkel szemben, ez lehetdvé teheti alkalmzasukat a megel6z6
biologiai védekezésben a faanyag korhadasat okoz6é gombak (Lentinus lepideus, Fomes
annosus) ellen pl. villanyp6znadk (Bruce és King 1983; Bruce és King 1984) vagy frissen
vagott fenydfa esetén (Schoeman és mtsai 1996). Amint azt eredményeink a MnP esetében
megmutattak, bizonyos enzimek termelddésének visszaszoritdsa szerepet jatszhat a véddhatas
mechanizmuséban.

A WREF csoportba tartozé gombak 4ltal termelt Lcc enzim széles korben alkalmazhato
bioremediacios célokra (Rodriguez és mtsai 1999; Ullah és mtsai 2000). A Trichoderma
metabolitok indukcids hatdsuknal fogva felhasznalhatoak lehetnek a Lcc enzim ilyen célra

nagy mennyiségben torténd eldallitasa sordn az enzimtermelés mértékének novelésére.

3.4.3. Az enzimatikus folyamatok tapanyagfiiggése

3.4.3.1. Eredmények

crer

A Poly R-748 lebontasanak N-fiiggésére és az ezeken a taptalajokon tapasztalt novekedésre

vonatkozo6 adatok a 3/2. tablazatban lathatok.
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A 2. fejezetben leirt eredményekkel Osszhangban a legjobb novekedést a
malataextraktum biztositotta, foleg 4 mM feletti N-koncentraciok esetén. A leggyorsabb teljes
lebontas az egyes N-forrasoknal 1 mM NH4CI-N mellett 18 nap alatt, 1 mM pepton-N mellett
21 nap alatt és 2 mM malataextraktum-N mellett 17 nap alatt ment végbe.

A Mn-t kiilonb6z6 koncentracioban tartalmazo taptalajokon a lebontasi zonak egyforma
méretliek voltak, de a lebontds mértéke szemmel lathatdéan kiilonbozott: a taptalaj szine
¢lénksarga helyett narancsszini volt 10 uM alatt és 50 uM felett. Ennek a részleges

lebontdsnak a szdmszeri leirasara az ODszo3s0 ardny segitségével keriilt sor (Field és

3/2. tablazat. Novekedés és festéklebontas a Poly R-478 festéket és a haromféle

N-forrast kiilonb6z6 koncentracioban tartalmazo taptalajokon.

Telepatmérd (mm) Lebontési zéona atmérdje (mm)

Nitrogén  NH4CI Pepton Malata-ext NH4CI Pepton Malata-ext

(mM) raktum raktum
0 43 +4 43 +4 43 +4 35+3 35+3 35+3
1 78 +£2 600 78+3 60 £1 52+0 60 t4
2 81£5 62+4 79+4 54 +7 48 +3 64 £1
3 76 +4 65+6 85+5 52+5 48+ 9 54+ 8
4 75+4 70+ 9 90+0 51+1 49+ 10 47+ 2
5 72+6 75+ 6 (D) 49 £4 49 £ 8 2
6 76 +£5 62+0 52+3 2 2
8 76 £5 58+6 (2 (3) (3)
10 80+0 57+12 (2)

12 80 %5 58+6 3)
14 82 +3 55+£0
20 81 +1 57+3
25 76+ 1 5743

(1) A micélium a lemez teljes feliiletét benétte 14 nap alatt ilyen, vagy ennél
magasabb koncentracio esetén.

(2) Gyenge lebontas volt tapasztalhato, ¢les hatarvonalu sarga zonak nem jelentek
meg.

(3) Nem volt lebontés ilyen, vagy ennél magasabb koncentracio esetén.

Az arnyékolassal jelolt adatok a legintenzivebb lebontasra utald maximalis

atlagértékeket emelik ki az adott N-forras esetén.
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mtsai 1992). A 3/11. abran feltiintetett eredmények alapjan 20 uM Mn bizonyult optimalisnak
a Poly R-478 lebontasa szempontjabol.

A természetes eredetli tdpanyagok hozzaadasa pozitiv hatdssal volt a Poly R-478
lebontasara (3/3. tdblazat); az Osszes vizsgalt taptalaj kozill a malataextraktumot és
tolgyfaforgacsot tartalmazo taptalajon volt a leggyorsabb a lebontas. (Mivel ezek a komplex
tapanyagok viszonylag nagy mennyisében tartalmaznak Mn-t, annak hozzaadasa sziikségtelen
volt.)

A masik két festék lebontasanak N-fiiggésével kapcsolatos adatok a 3/4. tdblazatban
szerepelnek. Egyik festék sem gatolta a novekedést az alkalmazott koncentracidoban; a
telepméretek hasonldak voltak a Poly R-478 festéket tartalmazo taptalajon mértekhez.

Az Orange II festék lebontasara vonatkoz6 eredmények nagyon hasonloak voltak a
Poly R-478-nal tapasztaltakhoz: (1) mindharom N-forras esetén 1-3mM N mellett volt
leggyorsabb a lebontas; (2) a lebontdsi zona a 2 mM maldtaextraktum-N-t tartalmazo
taptalajon volt a legnagyobb; (3) 8 mM N felett lebontas egyaltalan nem volt megfigyelhetd
egyik N-forrasnal sem. A leggyorsabb teljes lebontas az egyes N-forrasoknal 1 mM NH4CI-N
illetve 3 mM pepton-N mellett 19 nap alatt és 2 mM malataextraktum-N mellett 17 nap alatt

ment végbe.
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3/3. tablazat. Poly R-478 lebontasa malataextraktumot (ME) és/vagy

egyéb kiegészitéseket (TF=tolgyfaforgacs; SZ=szalma) tartalmazo

taptalajokon.
Tapanyagok” Lebontasi zona Teljes lebontas
ME TF SZ (mm) (nap)
- - - 35+1 26
+ - - 64+ 1 17
- + - 82+2 16
+ + - 84+£2 15
- - + 80+ 1 16
+ - + 75+1 17

YA + és - jelek azt jelzik, hogy az adott komponens jelen volt -e
taptalajban.
Az arnyékolassal jelolt sor a legintenzivebb lebontasra utald

atlag-értékeket és az ezt eredményez0 taptalajosszetételt emeli ki.

3/4. tablazat. Orange Il és RBBR lebontasa a haromféle N-forrast kiilon-b6zo

koncentracioban tartalmazo taptalajokon (ME=malataextraktum).

Nitrogén Lebontasi zéna atmérdje (mm)
(mM) Orange Il RBBR

NH.CI Pepton ME NH,4CI Pepton ME
0 42+ 1 42+ 1 42 +1 52+4 52+4 52+4
1 57+£5 49+ 4 63+0 68 £ 4 54+2 70+ 0
2 50+£0 51+0 67+7 68 £ 4 64+5 75+0
3 48 +4 510 62+2 631 52+2 63+4
5 1) 51+£3 (1) 60=+0 50+£7 (3)
8 1) 1) (2 54+£5 46 £ 1 (3)
10 2 2 (2) 54+9 (3) (3)

(1) Gyenge lebontas volt tapasztalhato (a taptalaj szine halvany narancssarga volt
a leoltas helye koriil, de nem voltak pontosan lemérhetd, éles hatarvonalu
z6nak).

(2) Nem tapasztalhato lebontas.

(3) Alebontas kisebb mértékii, mint alacsonyabb N-koncentracioknal; a zonak
hatara elmosodik, atmérdjiikk nem mérhetd pontosan.

Az arnyékolassal jelolt adatok a legintenzivebb lebontasra utaldé maximalis

atlagértékeket emelik ki az adott N-forras esetén.
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Ahogy a masik két festéknél, az RBBR esetében is 2 mM malataextraktum-N mellett
volt a leggyorsabb a lebontas (3/4. tablazat). A mésik két festéknél tapasztaltakkal ellentétben
a lebontast a magas N-koncentracio (8-10 mM) nem gatolta teljes mértékben. A leggyorsabb
teljes lebontas az egyes N-forrasoknal 1 mM NH4CI-N illetve 2 mM malataextraktum-N
mellett 20 nap alatt és 2 mM pepton-N mellett 23 nap alatt ment végbe.

A Mn-koncentraci6 valtoztatasa 5-200 uM tartoméanyban nem volt hatdssal az Orange Il
lebontésara. (A Poly R-478-nal tapasztalt részleges lebontas nem volt megfigyelhetd.) A Mn-t
nem tartalmazé téptalajon nem kovetkezett be lebontds. Az RBBR esetében a Mn jelenléte
egyaltalan nem befolyasolta a lebontést, melynek mértéke ugyanakkora volt Mn nélkiil, mint
magas Mn-koncentracio (200 M) mellett.

A természetes eredetli tdpanyagok hozzdadasanak hatasat a 3/5. tabldzat adatai
szemléltetik. Az Orange II lebontésara a tolgyfaforgacs a Poly R-478 esetében tapasztaltakhoz
képest kisebb mértékii pozitiv hatassal volt, a szalmanak viszont nem volt ilyen hatdsa. Az
RBBR lebontasat mindkét kiegészités serkentette.

Az extracellularis enzimek termelddésének tapanyagfiiggését a Poly R-478 festéket
tartalmazo taptalajokbol vett mintdkban vizsgaltuk. A Lcc- és MnP-termelés N-fliggésére
vonatkoz6 adatok a 3/12. abran lathatok. A legmagasabb Lcc-aktivitasokat a 2-5 mM N-t
tartalmazé taptalajokbol szdrmazd mintdkban mértiik. Az NH4Cl és a pepton esetében a

legmagasabb MnP-aktivitasok 1-2 mM N mellett voltak mérhetok. Az Osszes mintat tekintve

3/5. tablazat. Orange II ¢s RBBR lebontasa malataextraktumot (ME) és/vagy egyéb

kiegészitéseket (TF=tolgyfaforgacs; SZ=szalma) tartalmazo taptalajokon.

Tapanyagok” Lebontasi zona (mm) Teljes lebontas (nap)
ME TF SZ Orange |1 RBBR Orange Il RBBR
- - - 42 +1 52+4 26 24
+ - - 67+7 75+0 17 20
- + - 54+5 80 + 14 18 16
o o - 65+7 90+0 18 14
- - + 40+0 60 +7 23 21
+ - + 50+0 70+ 0 19 21

YA + ¢és - jelek azt jelzik, hogy az adott komponens jelen volt -e taptalajban.
Az arnyékolassal jeldlt adatok a legintenzivebb lebontasra utald atlagértékeket és az ezt

eredményezo taptalajosszetételt emelik ki az adott festékanyag esetén.
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a MnP-aktivitdss 3 mM malataextraktum-N mellett volt maximalis. A Lcc-termelés
szempontjabol a pepton, a MnP-termelés szempontjabol a maldtaextraktum bizonyult a
legjobb N-forrasnak: 6 mM N-koncentracidig (mely 10.5 g/l malataextraktumot jelent) a
MnP-aktivitisok magasabbak voltak, mint a masik két N-forrds esetén barmely
koncentracional. 12 mM NH4CI-N, 5mM pepton-N és 8 mM malataextraktum-N feletti
koncentraciok mellett MnP-aktivitds nem volt kimérhetd.

Az enzimtermelés Mn-fiiggésére vonatkozo adatok a 3/13. abran lathatok.
A MnP-aktivitas 2 uM Mn mellett volt maximalis. Erdekes modon a Lcc enzim termelédése
is bizonyos koncentracio-fiiggést mutatott: 10 uM felett magasabb aktivitasokat tapasztaltunk.

A 3/6. tablazat adatai azt mutatjak, hogy a természetes eredetli tapanyagok hozzaadasa
nagymértékben serkentette a MnP-termelést, viszont a Lcc-termelésre nem volt hatassal.
A kiegészités hatdsara a MnP-aktivitds a csak keményitdt tartalmazod taptalaj esetén mintegy
10-szeresére, a malataextraktumot is tartalmazé taptalaj esetén 4-szeresére nott.

Minden vizsgalt paramétert figyelembe véve a keményit6t (10 g/1), malataextraktumot
(3.5 g/l) és tolgyfaforgacsot (20 g/l) tartalmazé taptalaj bizonyult optimalisnak a L. edodes

vizsgalt enzimatikus folyamatai szempontjabol.

3/6. tablazat. Enzimteremlés malataextraktumot (ME) és/vagy

egyéb kiegészitéseket (TF=tolgyfaforgacs; SZ=szalma) tartalmazo

taptalajokon.
Tapanyagok” Enzimaktivitas (U/1)

ME TF Sz Lcc MnP
- - - 11+1 9+1
+ - - 38+2 48 £ 10
- + - 81 141 +7
+ + - 37+ 0 194 £ 17
- - + 8+1 94 + 28
+ - + 9+1 178 + 4

YA + és - jelek azt jelzik, hogy az adott komponens jelen volt -e
taptalajban.

Az arnyékolassal jelolt adatok a legintenzivebb enzimtermelésre

utalo atlagértékeket és az ezt eredményez6 taptalajosszetételt emelik

ki.
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3.4.3.2. Az eredmények értékelése

A fakorhasztd gombak enzimtermelését a rendelkezésre allo N-forrasok mindsége ¢€s
mennyisége nagymértékben befolydsolja, nincs azonban altaldnos érvényli Osszefiiggés a
taptalaj N-tartalma ¢€s a termelt enzimek mennyisége k6zott. Bizonyos fajok esetében a magas
N-koncentracié (25-60 mM) gatolja az enzimtermelést. A Phanerochaete chrysosporium a
legismertebb példa erre a fajta szabalyozasra (Keyser és mtsai 1978; Fenn ¢és Kirk 1981,
Leatham és Kirk 1983; Faison és Kirk 1985), és ugyanebbe a tipusba tartozik a Pleurotus
sajor-caju (Zhao és mtsai 1996; Fu és mtsai 1997), a Trametes (Coriolus) versicolor
(Leatham és Kirk 1983; Zhao és mtsai 1996), a Phlebia radiata (Zhao és mtsai 1996) és a
Phlebia brevispora (Leatham és Kirk 1983). Ezek a fajok alacsony N-koncentraci6 (2-3 mM)
mellett magasabb enzimaktivitast mutatnak. Mas fajok, mint példaul a Bjerkandera adusta
(Kaal és mtsai 1993; Kaal és mtsai 1995), a Pleurotus ostreatus (Leatham és Kirk 1983; Kaal
¢és mtsai 1995) és a Ceriporiopsis subvermispora (Ruttimann-Johnson és mtsai 1993) esetében
a magas N-koncentracid nem gatolja, sot, inkabb serkenti az enzimtermelést. Ez azonban nem
tekinthet6 a kiilonb6zo N-igények szerinti egyértelmli csoportositisnak: még a
P. chrysosporium enzimtermelését is (mely egyébként a legrészletesebben jellemzett faj a
ligninolitikus folyamatok nagy mennyiségii N altal torténd gatlasa szempontjabol) serkentheti
a magas N-koncentraci6 bizonyos ndvekedési feltételek mellett (Buswell és mtsai 1984; Kaal
¢és mtsai 1995; Zhao és mtsai 1996). Az irodalmi adatok szerint a magas N-koncentraci6 a
festéklebontast is gatolja a P. chrysosporium (Spadaro és mtsai 1992; Tatarko és Bumpus
1998) és a T. versicolor (Swamy és Ramsay 1999b; Kapdan és mtsai 2000) esetében.

A L. edodes enzimatikus folyamatainak N-fiiggése az irodalmi adatok alapjan nem
hatdrozhatdo meg egyértelmlien. A folyadékkulturaban novesztett micélium ligninolitikus
aktivitasara a magas N-koncentracio (25-60 mM) pozitiv hatassal volt (Leatham és Kirk 1983;
Buswell és mtsai 1995). A szervetlen N-forrasként alkalmazott NH4" magas koncentracioban
(56 mM) meggatolta a novekedést, de ha a N pepton formajaban volt jelen ugyanilyen
mennyiségben, egy nagysagrenddel magasabb Lcc- €s MnP-aktivitdsok voltak kimérhetok az
alacsony N-tartalmu (2.2 mM NH4") taptalajhoz képest (Kaal és mtsai 1995). Ezekkel az
eredményekkel ellentétben szilard taptalajon ndvesztett micélium esetében a MnP-aktivitas
22-szer magasabb volt alacsonyabb N-tartalom (2.6 mM) mellett (Zhao és mtsai 1996).
Eredményeink szerint szilard taptalajon mind az enzimtermelés, mind a festéklebontas
szempontjabol az alacsony N-koncentracidé (<5 mM) bizonyult kedvezének, a N-forras és a

festékanyag mindségétdl fiiggetlentil. A Lcc-termelés kevésbé volt érzékeny a nagy
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mennyiségli N jelenlétére: 10-25 mM N mellett viszonylag magas Lcc-aktivitast mértiink, mig
a MnP-termelés, valamint a Poly R-478 és az Orange Il lebontasa szempontjabol ilyen
koriilmények kozott teljes gatlas volt tapasztalhatd. Minden paramétert figyelembe véve a
vizsgalt N-forrdsok koziil a maldtaextraktum bizonyult optimalisnak. (A pozitiv hatasért a
N-tartalmu komonenseken ¢és a maltézon kiviil a malataextraktum egyéb Osszetevoi is
feleldsek lehetnek.) Mindharom festék lebontdsa végbement a csak keményitét tartalmazod
taptalajon is, de szervetlen vagy szerves N-forras hozzaadéasa alacsony koncentracidoban
(1-3 mM) jelentdsen felgyorsitotta a folyamatot.

A taptalaj Mn-tartalma szintén befolyasolja az extracellularis enzimek termelését.
Folyadékkulturaban 20 uM bizonyult optimalisnak a L. edodes MnP-termeléséhez (Buswell és
mtsai 1995). 273 uM Mn, mely 0-1.8 uM tartomanyban a maximalis MnP-aktivitast
biztositotta a P. sajor-caju esetében (Fu és mtsai 1997), teljesen meggatolta a L. edodes
MnP-termelését, annak ellenére, hogy a micélium novekedését nem befolyasolta (Buswell és
mtsai 1995). Kisérleteinkben hasonl6 gatlast tapasztaltunk magas Mn-koncentracid (200 uM)
esetén, és 2 UM Mn bizonyult optimalisnak. A T. versicolor festéklebontasa kiilonb6z6
Mn-koncentraciok (3 és 200 uM) mellett nem kiilonbozott (Swamy €s Ramsay 1999b).
Kisérleteink hasonld eredménnyel jartak az Orange II és az RBBR esetében; a Poly R-478
lebontasat jellemz6 ODsyoss0 aranyok alapjan ennél a festéknél 20 uM Mn volt a
legkedvezdbb.

A polimer festékek, mint pl. a Poly R-478 lebontdsa és a MnP-termelés kozott
korrelacié all fenn (Gold és mtsai 1988). Ezt az Osszefiiggést tamasztjdk ald azon
eredményeink, miszerint a két folyamat optimalis feltételei hasonldak voltak (pl. alacsony
N-koncentracid, természetes eredetll tapanyagok jelenléte a taptalajban), illetve a Mn-t nem
tartalmaz6 taptalajon a Poly R-478 lebontasa nem ment végbe. Hozzé kell tenni, hogy ez a
parhuzam nem minden esetben érvényes, pl. 5-8 mM malataextraktum-N mellett viszonylag
magas MnP-aktivitast mértiink (3/11. dbra), intenziv festékbontds viszont nem volt
tapasztalhatd (3/2. tablazat). Korabbi megfigyelésekkel (Couto és mtsai 2000) dsszhangban
ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Poly R-478 lebontasaért elsdsorban a MnP felelds,
de valdsziniileg mas enzimek is szerepet jatszanak a folyamatban (Swamy és Ramsay 1999b).
A WRF csoportba tartozé fajok Poly R-478- és PAH- lebontasi képessége kozott szintén
korrelacid tapasztalhat6 (Field és mtsai 1992). Ha feltételezziik, hogy a MnP a festéklebontas
f6 enzime, akkor valosziniileg hasonl6an fontos szerep tulajdonithaté neki a PAH-lebontasban

is. Mivel a L. edodes esetében mind a MnP-termelés, mind a festéklebontas szempontjabol az
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alacsony N-koncentracié (1-3 mM) bizonyult optimalisnak, feltételezhetd, hogy a torzs
biodegradacios kapacitésa is ilyen feltételek mellett maximalis.

Az Orange II lebontdsanak tdpanyagigényével kapcsolatos eredmények igen hasonloak
voltak a Poly R-478 festéknél tapasztaltakhoz, ez alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy
lebontési ttvonala hasonlo, melyben a MnP részt vesz.

Ahogy a masik két festéknél, az alacsony N-koncentracié és a természetes eredetii
tapanyagok hozzdadasa a RBBR lebontasa szempontjabol is kedvezd volt, azonban a magas
N-koncentracid (8-10 mM) nem gatolta teljes mértékben a lebontast, mely Mn hidnyaban is
végbement. Bar a RBBR lebontdsaban féleg peroxidaz enzimek vesznek részt (Ollikka és
mtsai 1993), ezek az eredmények arra utalnak, hogy az Aaltalunk hasznalt kisérleti
rendszerekben egyéb enzim(ek) (pl. Lcc) is képes(ek) az elszintelenedésért felelds 1épésre.
Eza folyamat nem feltétleniil kozvetlen oxidacid, hanem a bevezetd részben emlitett
mechnizmus alapjan kis molekulatdmegli mediator molekuldk Utjan is megvaldsulhat (Wong
és Yu 1999).

A természetes eredetll tapanyagok hozzaadasa serkentette a L. edodes MnP-termelését,
¢s nem befolyasolt a Lce-termelést. A tolgyfaforgacs mindhdrom vizsgalt festék lebontasara
pozitiv hatassal volt. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az ex situ bioremediacios
technologidk soran a lignocelluldz komponenseket tartalmazé mezdgazdasagi melléktermékek
hozzakeverése pl. a kdolajjal szennyezett f6ldhoz hasznos lehet a WRF torzsek degradacios
kapacitasanak novelésében.

A 2.3.2. pontban leirtak szerint a malataextraktumot (15 g/l), keményitét (3 g/l) és
tolgyfaforgacsot (20 g/l) tartalmazd taptalaj bizonyult legkedvezObbnek a micélium
novekedése szempontjabol. Az extracellularis enzimek termelése és a festéklebontas
szempontjabol ugyanezek a komponensek voltak optimalisak, am eltérd koncentracioban.
A novekedés és az enzimatikus folyamatok szempontjabol optimalis tdpanyagdsszetétel tehat
egy adott faj esetében is kiillonbdzonek bizonyult, a kiilonb6zo fajok igényei k6zott pedig még
nagyobb eltérések vannak. Ezt érdemes figyelembe venni a WRF csoportba tartozé fajok
biotechnologiai alkalmazasai soran; a feltételeket optimalizalni kell minden egyes torzs
esetén, a felhasznalés célja szerint (nagy mennyiségii micélium termelése, enzimtermelés vagy

biodegradacio).
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3.4.4. Nehézféemek hatasa az enzimtermelésre

3.4.4.1. Eredmények

A nehézfémek MnP-termelésre €és festékbontasra gyakorolt hatdsanak vizsgéalatdhoz minden
nehézfémsobol egyenként olyan koncentraciot allitottunk be a taptalajban, mely mellett a
novekedés 80% volt a kontrollhoz képest a 2.3.3. pontban leirt kisérlet eredményei szerint. Az
eredményeket a 3/7. tdblazat foglalja Ossze.

Minden nehézfém nagyobb mértékben gatolta a vizsgalt enzimatikus folyamatokat, mint
a novekedést. A Co és a Mn teljesen meggatolta a MnP-termelést és a festéklebontast az
alkalmazott koncentracioban.

Az in vitro MnP-aktivitas viszonylag érzékenynek bizonyult a Cd és a Fe jelenlétére,
0.23 mM Cd és 0.13 mM Fe 50%-os gatlast okozott. A tobbi nehézfém 3 mM koncentracidig
nem gatolta az in vitro enzimakivitast, s6t, a Mn és a Hg esetében 20 mM, a legmagasabb

vizsgalt koncentracio sem volt mérhetd hatdssal az aktivitasra.

3/7. tablazat. Poly R-478 lebontasa és MnP-termelés kiilonb6z6

nehéz-fémeket tartalmazé taptalajokon.

Nehézfém Koncentracio Lebontasi zéna MnP
(mM) (mm) un
- - 72 (100)” 158 (100)”
Cd 0.0031 37 (26) 41 (26)
Co 0.30 0(0) 0 (0)
Cu 0.78 40 (31) 41 (26)
Fe 1.2 20 (8) 51 (32)
Hg 0.0085 28 (15) 50 (32)
Mn 2.4 0 (0) 0 (0)
Ni 0.16 41 (32) 40 (25)
Pb 0.89 53 (54) 108 (68)
Zn 0.26 48 (44) 67 (43)

YA zardjelben feltiintetett szamok a lebontas és a MnP-termelés kontrollhoz

viszonyitott %-os mértékét jelzik.
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3.4.4.2. Az eredmények értékelése

Az enzimtermelésre gyakorolt hatassal kapcsolatos kisérlet soran alkalmazott koncentracioban
a nehézfémek nem befolyasoltdk az in vitro MnP-aktivitast, tehat a lecsokkent aktivitasi
értékek csak a hatasukra bekovetkezo csokkent szintii enzimtermelésnek tulajdonithatok. A Fe
¢s a Hg kivételével a festékbontds és a MnP-termelés kontrollhoz viszonyitott %-os értékei
hasonloak voltak (3/7. tdblazat), ami a 3.4.3.2. pontban leirtakhoz hasonloan arra utal, hogy a
MnP részt vesz a Poly R-478 festék lebontasaban (Couto és mtsai 2000). Mivel a Poly R-478
lebontasa korrelacioban all mind a MnP-termeléssel (Gold és mtsai 1988), mind a
PAH-lebontéssal (Field és mtsai 1992), utébbit a nehézfémek valdsziniileg hasonloképpen
gatoljak, mint a masik két folyamatot. A ndvekedéshez hasonléan a L.edodes
Poly R-478-lebontasa kevésbé volt érzékeny a Zn és a Cu jelenlétére, mint a P. chrysosporium
¢és a T. versicolor festéklebontasa (Pointing és mtsai 2000).

Mivel a veszélyes hulladékok altalaban sokféle kornyezetszennyezd anyag keverékei, és
gyakran szennyezettek nehézfémekkel is, "rezisztens" torzsek szelekcioja a bioremedidcios
technologiakhoz alapvetd jelentdségii. Kisérleteink eredményei alatamasztjak a L. edodes
micélium alkalmazhat6sagat olyan technologidk soran, melyeknél a ligninolitikus

enzimrendszer hatékony termelésére és miikodésére nehézfémek jelenlétében van sziikség.

49



4. Osszefoglalas

Kisérleteink soran a Lentinus edodes micélium novekedését, valamint extracellularis
enzimrendszerének mukodését vizsgaltuk kiillonbozd Osszetételli taptalajokon azzal a céllal,
hogy megallapitsuk az OsszetevOk pozitiv vagy negativ hatasait, és ezaltal egyrészt az adott
fiziologiai folyamat szempontjabol optimalis taptalaj-Osszetételt hatarozzunk meg, masrészt
megismerjik ezen folyamatok alakuldsat a biotechnologiai alkalmazasok soran fellépd

lehetséges gatlohatasok mellett. Az eredményeket a 4/1. tdblazat foglalja 0ssze.

Legfontosabb eredményeink értékelése €s lehetséges alkalmazasi teriiletei a kovetkezok:

¢ Meghataroztunk egy, a novekedés szempontjabol igen kedvezd taptalaj-osszetételt,
illetve vizsgaltuk kiilonb6zd szervetlen ionok €és nehézfémek novekedésgatlo hatasat. Ezeknek
az eredményeknek a micélium nagy mennyiségben torténd eldallitasa céljabol kidolgozott
technologidk hatékonysaganak novelése szempontjabol van jelentdsége. A gyors ndvekedést
biztositd tapanyagok (keményitd, malataextraktum, tolgyfaforgacs) jellege bizonyitja a
kiilonb6z6 mezdgazdasagi ¢és  élelmiszeripari  melléktermékek  felhasznalhatosagat
gomba-micélium eldallitasara.

¢ A micélium nodvekedéséhez hasonld6 modon meghatiroztuk az extracelluléris
enzimtermelés és annak degradacios miikddése szempontjabol optimalis taptalajosszetételt is.
Az erre vonatkozé eredmények kozil a legfontosabb, hogy viszonylag alacsony
nitrogén-koncentracid (<5 mM) bizonyult kedvezdnek minden vizsgalt enzimatikus folyamat
szempontjabol. Ezek az eredmények hozzdjarulnak a lehetséges bioremediacids alkalmazasok,
valamint az enzimek eldallitdsa sordn legnagyobb hatékonysdgot biztositd korilmények
meghatarozasahoz.

¢ A sorgyartas malata mellékterméke kivald szubsztratnak bizonyult mind a micélium
novekedése, mind az extracellularis enzimtermelés szempontjabol. Ez alapjan olcso,
¢élelmiszeripari mellékterméken alapuld technoldgia dolgozhaté ki a micélium és az
extracellularis enzimek nagy mennyiségben torténd eldallitasara.

¢ Bizonyitottuk a Trichoderma metabolitok enzimtermelésre gyakorolt indukcios és
gatlohatasat. Ezeknek az eredményeknek a két faj kozott 1étrejovd, a Shiitake gomba
termesztése soran komoly probléméat okozé antagonizmus, valamint kiilonb6z6
biotechnologiai eljarasok alapjat képezd hatdsok mechanizmusanak megértése szempontjabol

lehet jelentdsége.
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4/1. tablazat. A kisérletek soran tapasztalt hatasok dsszefoglalasa.

Novekedés

Enzimatikus folyamatok

Szervetlen ionok

Minden vizsgalt ion
koncentracio-fiiggd  ndvekedésgatlo
hatast okozott. A leger0sebb hatas a
nitrit esetében volt tapasztalhato; ez a
negativ  hatds mérsékelheté volt
aszkorbinsav  vagy  teaextraktum
hozzdadéasaval, ami a nitrit mutagén

Kiilonb6z6 szén-
és
nitrogén-forrasok

hatasaval kapcsolatos
hatasmechanizmusra utal.
A micélium novekedése

szempontja-bol a keményitét (3 g/l),
malata-extraktumot (15 g/ és
tolgyfaforga-csot (20 g/l) tartalmazo
taptalaj bizo-nyult optimalisnak.

Az enzimtermelés szempontjabol a
keményit6t (10 g/,
malataextrak-tumot ~ (3.5g/1)  és
tolgyfaforgacsot (20 g/l) tartalmazd
taptalaj bizonyult optimalisnak. Mind

az enzimtermelés, mind a
festékanyagok segitségével
modellezett biodegradacios

tevékeny-ség  szempontjabol  az
alacsony N-koncentracid (<5 mM)
volt kedvezd, a N-forras ¢és a
festékanyag mindségé-tol fliggetlendil.

A természetes erdetl adalékok
(tolgyfaforgacs, szalma)  pozitiv
hatassal voltak az enzimatikus

folyamatokra.

Sorgyartas malata
mellékterméke

A sorgyartds soran keletkezd malata mellékterméket taptalajként hasznalva a
micélium gyors novekedése és nagymértéki enzimtermelés volt mérhetd.

Trichoderma

A Trichoderma metabolitok a

A Trichoderma metabolitok

metabolitok nove-kedést nem befolyasoltak. indukal-tak a Lce-termelést, viszont a
MnP-termelést jelentosen
csokkentették.

Nehézfémek Minden vizsgalt nehézfémso Minden nehézfém nagyobb

kon-centraciofiiggé  novekedésgatld mérték-ben gatolta a MnP-termelést

hatéast okozott. A Cd és a Hg esetében
kie-melked6en erds gatlohatas volt
ta-pasztalhato.

¢s a Poly R-478 festék lebontasat,
mint a novekedést.

¢ A L. edodes micélium képes volt mindharom, a biodegradacios kapacitas

modellvegyiileteként hasznalt festékanyag enzimatikus lebontasdra. A nodvekedés, az

enzimtermelés és a festékek bontdsa altal modellezett degradéacios aktivitds tolerdnsnak

bizonyult bizonyos nehézfémek viszonylag magas koncentracidjaval szemben. Ezek az

eredmények alatamasztjak a L. edodes alkalmazhatosagat kiilonféle bioremediacios célokra.
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ABTS
Lcc
LiP
MnP
PAH
PEG
RBBR
WRF

5. Roviditések jegyzéke

2,2’azino-bis(3-etilbenztiazolin)-6-szulfonat
lakkdz enzim

lignin-peroxidaz enzim

mangan-peroxidaz enzim

poliaromas szénhidrogének

polietilén-glikol 20 000

Remazol Brilliant Blue R festék

white rot fungi
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9. Summary

In the present study, the growth and the extracellular enzyme production of Lentinus edodes
were investigated on media with various compositions in order to determine the positive or
negative effects of the components, so as to establish the optimum medium for the
physiological processes and to understand the course of these processes in response to
possible inhibitory effects during applications in biotechnology. The results are summarised in
Table 9/1.

The most important results and their possible applications in the field of biotechnology

are listed below:

+ An optimum medium for mycelial growth was determined, and the growth inhibitory
effects of certain inorganic ions and heavy metal salts were investigated. The results of these
experiments are of great significance in enhancing the effectivity and reducing the costs in the
technologies developed for the large-scale cultivation of the mycelium. The fact that starch
and malt extract proved ideal for mycelial growth implies that agro-industrial by-products can
be applied as growth substrate.

¢ Similarly as for the mycelial growth, medium compositions optimum for the
production and degradation activity of extracellular enzymes were also determined.
A relatively low nitrogen concentration (<5 mM) proved optimum for all the enzymatic
processes investigated. The results of these experiments allowed the establishment of
conditions ensuring maximum effectivity during the production of extracellular enzymes and
their application in bioremediation.

¢ The malt-containing by-product of the brewing process proved to be a suitable
material for mycelial growth and for the production of high levels of extracellular enzymes.
The growth of mycelium on this substrate has the potential of significantly reducing the costs
of the large-scale production of mycelium and enzymes.

¢ The induction and inhibition of the enzyme production of L. edodes by Trichoderma
metabolites were demonstrated in different systems. These effects could be of great
significance as concerns an understanding of the mechanisms involved in the antagonism
between the two species, which may give rise to serious problems during mushroom

cultivation.
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Table 9/1. Summary of the most important results of the study.

Mycelial growth

Enzymatic processes

Inorganic ions

All of the inorganic salts investigated
exerted concentration-dependent
inhibitory effects. Nitrite caused the
strongest inhibition; this effect could
be reduced by the addition of ascorbic
acid or a black tea extract. These
results support the suggestion that the
inhibitory effect could also be caused
by the mutagenic activity of nitrite.

Different carbon
and nitrogen
sources

The medium containing starch (3 g/l),
malt extract (15 ¢/l) and oak wood
chips (20 g/I) proved best for mycelial
growth.

The medium containing starch
(20 g/l), malt extract (3.5 g/l) and oak
wood chips (20 g/l) proved best for
mycelial growth. A relatively low N
concentration (<5 mM) was optimum
for both enzyme production and
biodegradation activity, modelled by
the decolorisation of different dyes,
regardless of the N source or dye
used. The addition of natural
supplements (oak sawdust and wheat
straw) exerted a positive effect on the
enzymatic processes.

Malt-containing
by-product of the
brewing process

The malt-containing by-product ensured fast mycelial growth and the production

of high levels of extracellular enzymes.

Trichoderma
metabolites

These metabolites did not affect the
mycelial growth.

The production of Lcc and MnP was
increased and decreased, respectively,
in the presence of these metabolites.

Heavy metal salts

Each of the heavy metal salts exerted
a concentration-dependent inhibitory
effect on the growth. The mycelial
growth was extremely sensitive to
cadmium and mercury ions.

All of the tested heavy metal salts
inhibited the decolorisation of the dye
Poly R-478 and the production of
MnP to a greater extent than they
inhibited growth.

¢ L. edodes mycelium was able to decolorise all three dyes used as model compounds

for the degradation of aromatic xenobiotics. The growth, the enzyme production and the

degradation capacity investigated via the decolorisation of the dyes proved to be tolerant to

relatively high concentrations of several heavy metal salts. These results indicate that the

extracellular enzyme system of L.edodes could be applied for different bioremediation

technologies.
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