Diss, B 1HF4

PROTOPLASETEEPZAS KULUNBYUZEG GOMBAFAJOKBOL
TRICHODERMA TURZSER ENZIMEIVEL

Doktorl értokezés

Készitette 68 a Jézsef Attila Tudominyegyeten
Ternéssettudondnyd Kardra benyijtja

Paorki Niris

Késelilt
2 szegedi Jézsef Attila Tudomdnyegyetem Mikroblolégle
Tansaékén

w 1975 -



i
e

"
]
Ik - . : SR
A PR L .
:
.
g . . A T




TART AL OMJEGYZ K

BEVSZETES

IRODALMI ATTREINTES

VIZSCALATT ANYAGOK, MODSZEREK

1. lMikroorgenizmusok

2+ Tépkisegek

3. Gombik elftenylssziése enzimindukeidhoz

4, Goabik olftenyénutési protoplasztképuéshen

5S¢ Enzimindukels médja

6+ Protoplassztképrés menete

7. Protoplosrtozémlilas

VIZSGALATI EREDMENYEK

1. Az enzimindukedd paramétorbinek vizsgilate

1.1 A logalkalmosabb tdpkizegisszetétel negdllapie
tdsa

1.2+ A Upkizeg optimdlis pBejénak meghatérozisa

le3e Optindlis tdpoldatmennyiség meghatdrozdsa

1.4, A2 indukeiShoz heszndlt optimilis Geotrichum
sejttneguennylség megill apitisa

1.5¢ Az enzimbermeltotés idStartama

2+ A protoplasztképzfdés optinmdlis feltételeinek

vizsgilats

2ele A protoplasciszdnldlds idStortena

2.2+ Zemarkaptostancl hatdsinak vicsgilats protow
plesziképabdésre

2430 A protoplasstképuésre felhassznilt tenyészet kora

2444 & protoplasstképafdés feltételeinek tanulminyoe
gdsa Rhodotorule rubra esetében

® o p =

lo
i3
14
14
16

g @

g 8

43



3¢ KilOnbizd Trichoderma fajok dlltel termelt enzine

prepardtun vi-sgilata 54
4, Az enzimpreperdtum protoplassiképsd aktivitdsdnek
viwgilata o2 ensiskoncentrdeid fliggvényében 113

5. Szdraz enzimprepardtum ¢l841litdsa és vissgilata 116
6. Bnzimpreperdtunm aktivitisdnak vizsgilate Tegyeszie

va tirténé tirolds sordn 118
vIzsGiLATE BREDMENYER fRTeKELfSE 119
1. Trichoderma fajokkal kapcsoletos vizsgilatok ére

tékelése 119
2+ EBazimkoncentriciétsl figgd prgtmmmpl“

ériékelése iR
3+ Szédrez ensimprepardtumcal kapesolatoes vizsgdletd

eredmények éridkelése i3z
4. Buzivpreperdtun fasysszivae tUrtdnd téroldsdval

kapesclotos kisérletek érifkeldse 133
BssZEPOGLALAS 134

IRODALOMJIBGYZER 138



BEVEZETES

A gombék alepszénhidriteanyzgesere folyamat tekinte-
tében heterotrof tdpldlkozdsd, peducens &16lények. BHzen
tulajdonsdguk kiemelkedd sezinten 411 o tULLL 8161éayek vie
szonylatdban, Negyezdmi ensimet teormelnek, emelyet @ kire
nyezetbe ki is vilessthetnek /Pukul &s trs., 1960/, A
legjolb celluléze és ligninbondé szervezetek, szinte nines
olyen makromolekuléris rendsuere a termésszetl kirayezetnek,
melyet ne tudninsk felbontani /Wolf, és trs., 1959, Mandels,
és Reone, 1957, 1960, Mandels &8 trs., 1961, Reese és trs.
1961, 1962/

Més oldalrél vissgilve @ kérddst: a gombdk igen elkale
masek 68 kiterjedien hasznilatosan morfoldgiai, biokémisi,
genetikal folyamstok tanulminyoazdsdre.

4 fonti folyesmatok slomedése lényegesen leegysz risidik
oly mfdon, ha a sejiekbSl protoplesztokat,fal nélkili sejte-
kot sikeril] 1étrehozni. A protoplesstok nyerése 4j utet nyit
egyrészt e sejifel fisiolépial és genetikal sserepének tanule
winvosdsdhos /liovaes, lLendieu és trs., 197¢/, nisrészt a
sejtszerkezettel , nivekedéssal, tdpanysgfelvitallel, biow
seintéziesel, paressexudlis folysmetokkal, valemint a gite
ldenyegok hetdsmechanizmusdvel kepesolatos problémik magye-
rizetire /BartaickieGerein, 1968, Darling és tra., 1969,
Kuo és Lempen, 1971/



TobbLEle médszerd ismeriink protoplesztok el8dllitie
sira, 65 nom kevés szon gowbafejok ozdma som, amelyekbSl
wir valamilyen dton sikerilt protopl esztot nyerni. Snnek
ellenére o kutatds wem dllhat meg o mamo' Lanass
kodva. ,

Sson megzondolfisck vezettek benniinket olyen gombafo-
jok keresésére, amelyek esetleg sszéles tﬁﬂd alkalmozho-
t6k gonbawprotoplesstok elffllitdsdra.

Kisérieti orgenizmusokkint ?r!étohru tiraseket vie
lustoﬂ.ﬁk.

A ssekirodslombs]l fsmert az egyes Trichoderms fajok
enzimternolfe, st sejtfalbonts enzimkomplexumot terneld
képessége Mandels és Reese, 1957, de Vries és Vessels,
1972, 1973a, 1973b, Hery Mendels és trs., 1971, Nisizawe,
1971a, 1971b, CGupte, Des, Gupta, 1972, Hallivell és Grife
fin, 1973, Cupta és trs., 1973/,

Célul tistik ki @ rendelkesdsinkre 4116 30 Trichoder~
ma tirzs sejtfelbontdéeenzimet szintelindld képességének
vizssgdlatdt,

A vissgil ot szempontokat sz eldbbiskban jeltltik meg:

1. enszimssintéeis visspgdleta kilOnbiad tdpkizegeken,

2¢ enzinssintésis vizsgilata indukcids kirilményeck
kbgbtt ez indukeld idejének figgvényében,

3o enziuprepardtumck protopl-astképss tulajdonsigls
nek vizsgdlata Geotrichum cendidunm, Rhodoterula rubra és
Saccharoayces cerevisiee sejtekre vonotkozdan,
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4, 2-merkasptoetancl hatdsa a nemzunun“‘m.

5. enzimpreperdtum cktivitdsinsk viltosése a koncente
rielé figgvéayében és fagyasztva tdrolds sordn,

6« szirasensiseprepardtun elfillitdisa és aktivitisds
nek vizsgdleta.
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IRODALMI ATTREINTES

A protoplaszt kifejezést 1953 6ta haszndljik. Weilbull
71953/ szerint sejtfalitél megfosztott baktérium sejt.

Ha mir ozt a kifsjezdést slkalmazedk a2 legkilindiasbb orge-
nizmugsok falmentes &llspotira; skér »rokariotikus, akir eue
kariotikus szervezetokrSl van seué.

Svihla és Schlenk /1967/ élesztfknél s szforoplaszt ki-
fejezést vezetl be, hivatkozvas arrs, hogy a sejtfalat nem
gzilkségos teljes egészében levédleszisni shhoz, hegy = pro-
toplasztre jellemzd bélyegek, pl. ozmotikus kiriilmények i
rianti érzékenyséyg, repgjolennek.

Branner és trs. /1958/ megdilenitjik, hogy s baktériu-
mokndl leirt protoplesstismérvek a gombdkra is igezake.

A protoplssztdllominy valemennyl jelleuwzdjét wnég mine-
dig nem sikeriilt teljesen tisztésni, s igy nehéz is a pro-
toplesst fogsluminak pontos nmeghatirozdsa.

Villonueva /1963/ , valamint Villsnueve ésGarcia Acha /1971/
protoplaszinak nevezik & sejtfal nélkili merevségiket elvesztett
oznoctikusan érzékeny "pimbiesteket",

A protoplasztok mérete 5 és So u kizBtt vdltozhat, dle
Saldban 10 u ki . dli. Az ép sejtekkel szemben legjellemz&hb is-
mertetfjele a protopleszinsk, hogy =2 izoozmotikus kBriluények
csBkkenésekor fokozalosan duzzed, majd szétesik.



Bgyéb fizikai hetdsokkal szeumben is érzékenyebb, mint a
teljes sejts igy pl. centrifugdlds /Rodrigez Aguirre és
trs. 1964/, ultrahsng /Rodriges Aguirre és trs. 1964/ UV
sugireds /Svihls #s trs. 1961, Svihla, 1971/.

Vizggilatuk igy cosk ozmotikusan stabilizilt kizeg-
ben lehetséges. Szdmos kutatd tanulminyozta a gombaproto-
plasziok cuzmotikus stebilitdsdnak /Svihla és trs. 1941,
Ottolenghi és Lillehej, 1967, Duell és trs. 1964, Lampen
és trs., 1962/ kirilményeit illetve a protoplasztok sta-
bilizdldséras slkalmazhaté kSzegeket /Villanueva és Garcia
Acha, 1971/

Kilnbiz8 szerzdk mds 68 wds stabilizdlé kizeget hasze
nilnak gosbaprotoplssztok vizsgdlatira; KCl-t /Ferenczy és
trse, 1974, Svihlas, 19 ©1, Bortnicki-Garcie és Lippman,
1966, Svoboda #s trs, 1969/, mannitot /Bartnicki-Gercia és
Lippman, 19 .6, Rodriguez Aguirre és trs, 1964, Garecis Aches
és trs, 1964/, ﬁgsqk s ¥ ﬂéo /Gascon és Vill anuava, 1965,
Villenuevs és trs, 1969/, glikézt /Ferenczy és trs, 1974,
Bartnicki-Gareis, Lipoman, 1956, Strunk, 1969/ és igy to-
vibbe Nem hagyhets figvelmen kivill a2 s tény sem, hogy mage
a stabilizdtor és annsk koncenirdiciéja is befolyisolhatja a
protoplasztiképzfdést /Gsscon és trs., 1965, Bartnicki, 1966/.

KizUnséges fénymikros képben, illetve faziskontrasz
mikroszképpal j61 figyelem:el kisérhetf a protoplasztok ki-

szabadulds, a protoplesztkénzsidés nériéke.



- e

Plektronnikroszképos vizsgiletukhoz megfelels fixdlési méde
szerekkol kissils prepurélumcket haszidinak /Mecss 6s Havele
kove, 1967, Sentendrou és Worthcote, 1969, Uruburu és trs.,
1968/, wely lchotfvé tssz2i o protoplesstok fimomabb struke
turf jinak feldoritéodt is /Villemuavs, 1970/,

A protoplesstokat Boulten /1965/ alkslmests ellasty
membrinem epardtun vise gilatéra. ¥zt kivetSen Mendose 48 Vile
lenueva /1967/, Mendoma /1968/ edje résuleten elomnfsdt e
protopl coriokbsl nyert membeda szertosetnek. Hatile /196o/
a manbrdinnal keposclstos ensin-lokalizfeliés vizsgdl atokhos
basenild fol aélklli sejtekets A citoplazma slakos elemeit
tenulndnyoztik heconld kirilményok kUz8t% Svihia /1961/, Abe
roms /19697, Bddy /1999/, Duall és trs. /1964/, Blorse @
tree /1969/ a srotoplesstok permeabilitdsi tulajdonsdgait
vizs gdl 4dice

Bmereen és Buersen /1956/, Bachmenn és Bonner /1959/ fie
gyolték elsBként ¢ gombaprotoplesztok nivekedését.

Mtiblotitunck satismechenizmusit tenulmdnyoztdk Lanpen
és tre. /19627, Kinsky /1963/, Fervenesy /i970/.

'm frodalel edat uiel @ protoplasstok regenerdcide
Jére, e sejtfnlonintdziscel keposolatos megfigyelésckre Nile
lanuava, Gereiz Ache /1971/, Neces /1971/, Wavelkova /1972/,
Stetsman 65 trse /1973/, Kevel bs tre. /1972/,



Végonetil ecyre tibb esetben sikerillt protoplasztok
kbzittl fi2ié6t mezoldani /Brock, 1961, Sumineme és Ducke
me, 1963, Wolter és Ottolenghi, 1960, Strunk, 1966, Lopez=
Belmonte és tru., 1966, Ferenczy 6s irs., 1974%/.

Villanueva és Garcle-Acha /1971/ resdsrerenisét kivete
ve = pombgprotoplasztkénsdsi médszerek hirom csoportba so=-
roihaték « mochsnikel ve sutolitikus midszerek,

- ensimokkel $Uriénd sejtfelbontis,

- sejtfal szintézisének gitlisae
Az enzimokkel tirténd sejtfalbontisnsk ismét hiarom vdltome-
tit irja les '

- ¢aiga anégsatfonzim,

- mikrobidlic enzimek,

- mis enzismorensridtumoks.

A neveze:it médszerek kizil s mikrobidlis enzimekkel
vals sejtfelbontist vélssztottuk, minthogy az eddigi vizs-
gilatokben is kitiint, hogy ssdmcs mikroorganismus Répes o-
lyan en-imrroperditum szintetizildsira, amely s komplex fel-
épitésll sejtfal "emésstdsére™ aslkmlmas, Sikeresen oldottik
meg px.'strcytonwcgt fajokbsl /Villanueva, 1971/ illetve 7.
virideb8l /de Vries, 1974/ nyert ensimpreparftum-el kilbn-

biz6 combdkbsl vald protoplesat elfdllitdsdt.



VIZSGALATI ANYAGOK, MODSZERZK

1. Jikroorggnizsusck

Geotrichum cendidus

JATE Mikroblolsgla Tanssékének tirzsgyijtoményébbl
Rhodotoruls rubra CBS &350
JATE Mikrobioldgie Tanszékének tUrssgyijteményébil

Sacoharonyces cerevisise R XII

JATE Mikrobloléglia Tanceikének tOrzepylijtenményébll
Trichoderna viride CBS 354, 33.
JATE Mikrobloldgla Tenszékének tOruseyijteményébsl

Trichoderma koeningi
Sopronil Brdészeti
Trichodersa koaningd
Soproni Erdéiszeti
Trichoderve keeningd
Soproni Brdés:zetl
Trichodarns hoeningd
Soproni Brdészeti
Trichoderma hoeningi
Soproni Brdészesi
Trichoderna ‘ceningi

Seproni Brdéasseti

S1=35/134 3e
és Faipari Bayetoenm
51=35/13s %
és Feipari EBpyeten
51=35/134 5e
ég Falpari Egyetem
51=35/13. 6o
és Faiparl Egyeten
51-35/13e 7
és Faiperi Bgyetem
S5i=35/1%e 1le
és Faipari Egyeten

Trichoderma pseudo kondgl 51-32/1. 94

Bopron: Brdészeti

és Feipari Bgyoten

Trichoderna pseudo konwi 51-32/1. 8,

Sopropi Srdészeti

és Falpari Bgyotenm

tirzsavijtenényébil

tirzsgylijtenényébil

t resylijtenényébll

tirgs oyl tondnyébsl

tor-sgyijtendnyébil

torzegylijtemény 051

tirzsgyiljtendnyébil

torzopgyvijteményébsl
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PTrichodorma koningl komplex koningii tipus 23=33/6, 56.
 Soproni Erdésneti és Falpari Bgyeten SUrzsgyijtenényébel
Trichoderns koningi komplex koningli tipus 23-32/1. 59.

Soproni Erdészetl és Falperi Sgyoten tUrzsgyljtendnyébsl
Trichederna homstum 5le35/13. lo.

Soproni Erdészeti és Faiperi Egyetem tUrzegyijteményébil
Trichoderns hematum 23«35/13. 34.

Soproni Brdészetl és Feipari Bayeten tirzeg ijteményébsl
PTrichoderna hametum 23-32/1. 37.

Soproni Erdészeti és Faipari Bgyetem tUrzsgyljteménysbil
Trichodersa hematum 23-38. 46.

Soproni Erdészeti és Feipari Bgyeten $Urzsgyijteményibil
Trichoderma hamstum 23-33/6. 5o,

Soproni Srdészeti és Falpari Beyetenm tUrssgyiljtoményébfl
Trichodernma homatum 55-30, 53

Soproni Brdészeti és Felpari Egyetem tirssgyiijtenényébil
Trichodersa harzienum 2338, 17,

Scproni Erdésseti és Felpari Bsvetem tirzspylijtenéayébil
Trichoderna bersisnum 23-33/6. 23,

Soproni Erdészeti és Felpari Egyetem tirzsgylijtenényébil
Trichoderma harzisnum 23=30, 65,

Soproni Erdésreti és Feiperi Bgyeten tUrssgriljtenényébsl
Trichoderna koainzii komplex 2335/13. 19.

Soproni Brdészeti és Faipari Bioyetem tirzsgyljteményébSl

Trichoderma koningli komplex 23=35/13. 20
Soproni Erdészeti dés Palpari Hgyetem t0resgyijtendényébsl

Trichoderma koningli komplex 23-35/13. 21,
Soproni Brdészeti 8 Valvari Egyeten tUr:zsgyijteményébil
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Teichoderna koningii komplex 23-33/6. 24. -

Soproni Erdészeti s Faipari Hgyeten $UrmssylljtensnyédEl
Tricholderua koningli komplex 235-33/G. 29,

Soproni Brdészeti és Faipari Bgystes tUrazsgyijteményébll
Trichodersa koningli kompiex 23=32/i. 36,

Soproni Brdészetl és Faipari Bgyetem tirssgyijtenényébsl
Trichoderma koningil komplex 23=32/1. 39.

Soproni Erdészeti &8 FPaipari Bgyetem tirssgyijteményébil
Trichodersa koningii komplex 23-38, 48,

Soproni Brdészeti és Falperi Ezvetem t8rasgyiljteményébil
Trichoderna koningli komplex 23-38. 49,

Soproni Brdészeti & Faiperi Raoyetem tUrzegyiijtenényébsl
Prichoderna glwucum 0593

JATE Mikrobioléglia Tenssékének tUrzsgyiljtenényébsl
Trichoderna sp. 0792 ‘

JATE Mikpobloldégia Toms dkének tUrssgyiijtenényébil

A Trichodermik rendszertsni helye vitathats.

A tirsseket dleszifkivonat téptalejon, ferdeagaron tode
tottam fonn, s alkalmanként ebbSl oltottam ki friss tenyé- '
szet készitésdhesn,.

2+ J6pkUzegak
2.1, Blesztékivonatos tdpoldat:

5 g 6lesstSkivonat /Yeast extract "Oxeid/,
1o g zlikéz /n.dte/y
love mi deszt. vis.
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2.2, flesstikivonatos téptalajs
lo0oo ml élesz.fkivonatos tdpoldat,
20 g Bascto-agar /Difeo/.

2430 Viteninos szintetikus minimdl /1/ tdpeldats
5¢ /ll,‘/aﬂb Jasltely
1 g KH PO, lasltels
045 § Mg30, o 7 U0 /Jaelte/s
1o g glikés /adds./,
1 al Vickerhameféle vitaninoldat,
looo ul cuupvisz,

2ehty Geotrichum sejtifelet tartalmassd szintetikus vites
sminos minimdl tdpoldat /M.G/
lo0oo mi szintetikus viteminos minimél, sterie
lesés el6%% 2 ¥ /nedvessdly/ Geotrichum condi-
dum tenyészet, rdzogatva mig csomimentesen nem
oszlik suéte

245+ Geotrichum sejtfalst tartslmeszé glikézmentes vitanie
nos miniwdl tdpoldat /G/2
5 8 MiM/,80, Jadbd,
1 g KE PO, Jadlbe/y
045 ¢ HgS0y o« 7 BPO /aulbe/y
1 nl Wickerham-féle vitaminoldat,
looo nl csspvis,

2 % Geotrichum sejttineg az elfbbiek szerint
hozzdadva.
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246, Rhodotorule sejteket tertalmass glikiznentes vitem
minos mintudl tdpeldet /Rh/:
A 245+ pontban leirt tdpoldethos hasonlian kéw
szlilt, de e Geotrichum helyett 1 € /nedvessily/
Rhodotorula rubra sejteket vissink @ tdpoldatba
egvenletesen sadbrisve sterilesés olfite

247+ Rhodotorula sejteket tartalmezé hidnyos minimil tipe
oldat /Rb-P73
5g /"~fi!ﬂ~ Beltay
0,5 ¢ n;ao,‘ selb ey
1 al Wickerhan-féle vitsminoldat,
1000 ml esapvis
1 % Rhodotorula az 2.6, pont szerint,

2.8+ Saccharonyces sejteket tartslmaséd glikézmentes vite
minos minmiwmd) tdpoldet /8/3
£ 2.5« pontban leirtak szoriant, de Geotrichum
helyett 1 # Sacchsromyces sejtet tartelnes.

249+ Vickerhan-féle viteminoldats
0y2 mg félsev ,
0,2 mg blotin,
Ho mg Ce-pensotendt,
200 ng !noashx.‘
40 nr niaein,
20 mg p~aninchonzoesav,



o 1% -

ho mg piridoxin HCI ,
4 ng eneurin HCi,

20 mg riboflavin,
loo ml desz%11141% visz.

3¢ Gombik slitopyisgtéss anzip’adgkgishon

filesztOkivonatot /2.1./ tortailmasé tdpoldatot Jo-%o
nl-ként Rouwpal ackokba sdagoltam, sterilesés utdn lnol;»
tottan Geotrichum cendidum, Rhodotoruls rubra vagy
Saceh. corevisioe 48 4ris tenyéouetébf] vett kacsuyl
mennyisérgel o

26 6rin 6t 30°C himérsékleten inkubdltem, majd Goge
srogylijtittieon a sejtoket.
Caotrichum esetében siri nylom saysgon dtszirtem a folye
dékos tonyészetet, majd csspvizzel 3-li-szer dtmostun @
sziirfn fennmaredt sejttimegate Nivid ideig tertd seikhkosre
tds utdn kimérten a kivint mennylséget, s ez indukeids
tdpoldathos adagol tame

A Rhodotorula é8 Saccharomyces sejteket centrifugle
léssel vilasztotten Jo a tdpoldatbél, Az i:y killopedett
sejtoket hiromszor dtmosteom cespvizzel, kizhen djra conte
rifugdltan,
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Az utolsd centrifugdlis utdin a Palilyszét lelntittenm, a
sejtitmegh8l 1 “-nyi mennyiséget adegoltem as aloptépole
dathos.

4. Gombik elttenyiaztése protoplegniképzéshes

A protoplasztkénséashez e gonbéket Roumepaleckben st
poritottan 30-30 ml tdpeldeton. A tépocldatot a protopleane
tdlds? kisérlet tervezett 1dfpontjit megelfad 1215 édrédvel
leocltottam o vizsgélends gombe & érds ferdeagoros tenybe
s20t8b8] vett kuscsnyl meraylségl sejtttmeggel Az inkubd-
160t 30%Ceon végestems 12-15 éra elteltével az oktiv sza-
poroddsi fésisbon lév0, de még flatal sejieket elvdleas-
tottam o tipoldsttéle Az elvdlesstist ez 18s8 /3+/ ponte
ben leirtek szerint vigeztem.

A storil vizzel hiromszor dtmoscit és lecentrifugdlt seje
tekbSl Leszndltiam s protopleszitképzéshez.

e Zapipindykeld sédia

A sejtfalbontd enzimpreparditumok termeltetését kiline
b28 Usszetételll tdpkisegeken végezton, amelyek induktore
ként nds &8 nds szénforrist tartsinastak.
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£ t4poldatoket elfre elkészitettem nagy mwemnylségben, s
slkalmanként obbSl vettem ki storil kirilnények kUzitt.
Igy igyokezteon kikisstbilnl a nem egységes tipkizegissse-
6801081 adédé sabrdst.

Az enziwindukeld Kolle-csészékben 15«15 ml tdpoldat-
ban tirtént.

As oltdehos hassndlsndé Trichoderma tSraseked a8 one
ginindukeid boinditdsa elftt 72 6rdvel kicltottem frise
fordeagarre. Igy jutottem megfelelSan spérds inokulumhos,

£2 inkubdcidét kilOnbbel ideiyg végestem, 4ltalddben 2,
4 és 6 nppon 4%, Bzt dzy oldottenm ‘uu. hogy lecltottem egy
tdpoldetoorozniot a 72 éris Trichoderma tonyéssetdbdl wvott
negy kecsnyi spérdvel, majd ketid és négy nep ndlve 4jebd
tépoldatoorosatoket oltoitenm ugyanason tlrze spérdival. A
6+ napra rendelkesésemre 611% = 2, 4 &8 6 napos fermentls,
molyek hatdedt iy egridejileg tudtom vizsgdlni. A farnenw
tdeldé folysmdn naponta tUbL izben felrdzogatiom, mikishen
figyeltenm a tdpoldotban bekivetkezf, ssemvel kisérhetl /fole
tisztulds nértdke/ viltomist.

A Senyésstés hofoka 25°C volt, emely a Trichodermik ssdmdra
kodves8 hémérodklet.
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Az inkubdeiés 1d8 slteltével a formentlevet seajtmens
tesan elvilesatottan, B céibSl egysszeriien reifSs szirlpapie
ron lessirteon e vizsgfletl anysgot. Amennyiben mem tisce
tult le teljesen « oz Alteldben a Rhodotorula és Saccheroe
myces sejteket tartalmasé tdpkizegeknsl fordult olf « cente
rifugilten,

A $iszta fermentlev:t haszndltam protoplesztképziés
vizagdl atira.

6o Protoplageiképads menets

A protoplaseiok oznotikusaen érndékeny sejtek, igy a
képziondl elsldlegesen arrél kell gondoskedni, hogy & kie
segz ozmotikusan stsbilizdlit legyon.

A protoplasstkéoséshesz stsbilizdtorként 0, 6 M KCilet
alkalwezton, o pW 6 nellett végeztem a protoplasastdliot,
A fornentlébfl lel mlet félkémcsvekbe vittem. Mindegyike
hez mérten 44,7 ng KCled, valomint o 6 pf bedllitdedra /St
rensen szerint/ 7,90 mg KH P0,~0t /a.lts/ é8 1,42 mg
HaghPO, o 2 H 0t /oslte/e |
Az ilgy elkéasitett fermentléhez adagolten a protoplasztd-
ldsra kijelUlt &, pont plupjin olfkégzitett gomboseitekets

Geotrichum cendidus-bél 1 nl feormentléhes 100 mest

nértem,
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A Rhodotorula és Sccchoromyces-bSl anayit vittem be,
hogy @ kezdeti csiraszdm kbe 10°-10° @b/m legyen.

Az igy olkészitett szusspensiét szcbahlnérsékleten
tartottamy 10 percenként felrdiztam.

Bzzel pirbuzemcsan egy misik sorosathoz 1 Semerkape
toat-nolt pdagoltam a protovlasstkéozés serkentésére.

Protoplessteninldlést a kisérlet beinditdsdté]l sadsie
tott 2., ‘o' 6-. és 24, 6Griben vigoznten,

7 Protgplegatszinlglie

£ protoplasztok széinit Birker-kamrdben hatiroztam meg.

Geotrichun candidun eseifben a formentlébll felesep-
pentetten a Birker-kenrdra, ozt mikroszképban 300 ¥%-08 nee
gyitds nellett vizagdltams A gUmd slakd protoplasstok j6l
elkilinilnek a fonslas sejtoktfl. A protoplasstokat 62*-
mfecs idomokbaon szdmol tamy sintdsként 25-25 egységben, Vi
gil dtlagot szimolve niden esetben 1 nlers vonotkoztattionm
8 képriditt protoplecstok szinit. Eat sz adatot tintettenm
fal téblizetosan, s dbrdsclten grafikusen. A grafikomon mine
den osatbon bajeltlten a 100 “enak megfelelS protoplasztssde
mokate

A Rhodotorula rubra és Saccharomyces sejtekb8l képsle
ditt protoplesztok sadmit kUsvetett uton hatéroztam meg, mie
vel it e ép sejtek és sejifal nélkili protoplesztok kUaiit
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nom minden esetben érzékelhets meggylsf killnbség a mikrosze
kipbane

A formentléhfl 0,1 mlet 1 ml 0,6 ¥ KC1 oldattel ds 04l
nlet 1 ul desstilldlt vizzel higitotteam. 2 stabilizdlt ole
dathan o protoplosstok épen seradnak, mdig o desztillilt vize
ben az ozmotikusaen érzdkeny "giombtestek"™ szétesnek. Mindkét
kUzoghen meghatdrostam o sejtok sndmit. A kottd kistttl ki
19nbaég edta a protoplaszissinct, melyet it is 1 nlere vo-
natkostatten, és sz el8bbihez hesonléen rigaitette.
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VIZSGALATT EREDMENYEK

Ismert téay, hogy o mikroorgenismusok dlettevikenysé-
gét dintlen befolydsoljik a kirayeszedi tényezfk. Fokozote
tan vonathozik ez a spocifikus, weghatdrozott biokdémiei fo-
lyasstokat irdnyité cnsimekrs, enzimrendsserekre /Villanuoe
va, 1971/,

Vizsgileteln sordn elsSdleges célként tiztom ki tisse
tdznd amokat u kisdérleti kiriilményeket, amelyek legpozitie
vebban hatnok az dltelunk kivélasziott Trichoderms fajok
enzimszintézisdre, négpedig olyen ensivkomploxum képaddé-
sére, cmely saéles kirben slkalmazhaté gombaprotoplasztok
e184114tdsbra.

BlGkisérleteimet két £6 irdnyben végeztom, ElSsalyr oz
enzipindukeif optimflis paremétereits

- logolkainmasabb tdpkdzeglsszetitel §,

- optindlis pHet,

- tdpoldat mennyisdget,

« indukciéhoz hoszandlt sejttimeget,

« gz indukeld idejét
hatdroztam NOge

fzek ismeretében s protoplepntkinzbdés legkedveuzlbd
kiriilantnyeit vizsgiltan. Igy mognézten, hogy mennyiben bee
folydsolje as gazipnrepapitum kops, a protoplasztképsésre
folhesanilt fanvsged koge 68 9lStenyéseiésd kirilméayet
flevegbatetés/, valonint e Zeperkgntostangl e protoplesste-
képeddéo nértékés.
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Vélesst kerostem arra, hogy milyen i1d0kUsztnként, 5 gepye

Byl ideig érdemes figyolommel kisérni a protoplasztképe
sldéste

1+ pn enzinindukeds porgndtorelnek vizsgdlete.

iz enzimindukeld optisdlis feltiteleinek megdll apie
téslre o ssekirodelonbél protoplasztiépz8 tulajdonsdgdrél
wir iswert /de Vries, 1974/ Trichodersa viride itrsset
haszndltan tesztorganizmusként, protoplassikipmésre Goe
otrichum cendlidum tUrzset vilesstoltams A Goolrichum cane
didun posbafonslaket csigeendsstifonzimnel 100 “whban proe
topleszttd lehet alekitand /Kevei &8 trs, 1972/,

lele A logalkalnasedbb tdpkizeglsszetétel megfdllapitéss

Hat kilSabUsd Usgzetdtelld tdpkizegs
- viteninos ninindd /M/,
« vitaninos winimdl + 2 # Geotrichum sejt /Me8/,
e glikézmentes minimdl + 5 ¥ Geotrichun sej /6/,
e glikézmentes minindl + 1 ¥ Rhodotorula sejt /Rh/,
- glikés és Pementes ninimdl o 1 ¥ Rhodotorula /P-Rh/,
« glikézmentes minimél « 1 ¥ Sacchsromyces cerevisise
R XIT, /8/
hatésdt vizsgiltan mog sbbél a szemponitbél, hogy mennyie
ben befolydscl jdk a goubaprotoplassi-képadsére slkalmas one
zimek szintézisét.



Az encimtermeltetést a VIZSGALATI ANYAGOK, MODSZERER c. fo-
Jezetban leirtak slapjén végeztene Trichoderme viride erfe
sen spirds tenyfszetébSl oltottam lo a tdpkizegeket nyole,

$1letve hat egyndst kSveld nopon.

Neponként figyelten a

tépkUzeg feltisztuldsdinak nértékét, s Bsszehaasonlitottom o
leoltés nélkili kontrollals Az eredményoket az 1, tdblizat

unbatja.
MaG G Rh Sacche
1. nap P Rt e Parded st
2e Bap et e P Pt e
3¢ nep e ey g pRee
.b. nap e PP | 0/1.2&2/ »/3.4.10’
Se nap * *
6o nap "
controll  seess seres 500007  8,00.07

444+ nlapsevarossdg

1. tiblézats KUlUnbBes tdpkizegek Teltisztuldca sz ensime

 termelétés sordn

Az inkubdeld elfrehaladisdival » tépoldatok fokomato-

son tisztulnek fels A 2 % Geotrichumot tartelmazé minimal

tipkizeg a G« nopre teljesen feltisztult.



A Bhodotorulés tépoldatban, mely mleként evedetilog 5,046,107
sejtet tartalmasott = a 4. napon @ Rh. sejtszéma 1,2.10° «ra
esBkkeonty az 5. nopre @ tdpoldatben mir c¢sek Trichoderma fo-
nalek ldtszotieks.

Sgocharvnyces-tartoing tdpkizegben a kendeti 8,0&.107
mlokénti sejiszdn o 4 napra 3,4.10°-ra estkkent, sz toe
dik naprs s Saccharomyces sejbtek eltintek s tdpkizegbll.

Ezekbll ndr néml kivetkeztetdst iehet levonni az enzime
tarnelSdésre vonatkozbon, Az utolsé oltdst kUveté nepon a
fermentlovet sejtuentosen elvilesztotton a tenyészettsl smajd
1 nledébe 100 mg 13«15 6rds Geotrichum sejtilmeget vitten. A
protoplasztokat 172 . b ’ 3‘ és 24 ora eltaltével suzimole
tam a leirtek szerint.

A vizegflatok eredményeit a 2. tdbldzat @3 az 1. grafi-
kon szemlélteti,

Az eredményekb8] kitinik, hogy Geotrichum candidum pro-
topl asztélisdiras e legakiivebh enzimprepardtumot abban a2 o=
gotben nyertem, amikor glikézmentes, Geotrichumetartslnmi mi-
nindlon végeztem az enzimtornel $etéste 2 logkevesedbl proioc-
plasztot a glikéztartalmd 68 8lesstft tertalmand S4pkizeg o-
satében kaptan.

Induktorként Rhodotorula sejteket tartslmesé tdpkizegben is
képz848tt enzinm, amely sejtfelbontd tevékenysépget mutatott,
szonbun ennek hetésa is Jjéval elmerasdt s Geotrichumot tartele
poed glikézsentes minimdlon tarmelt enzimprepardtunétsl.



M=
G =

gliikézmentes minimal +2 % Geotrichum

.

Rh = glikézmentes minimal + 1 % Ruodotorula

2. téblézat: Trichoderma viride enzimtermelésének alukuléasa hat kiilonbdzd téapkozegen

S

= gliikk6ézmentes minimdl + 1 % Saccharomyces

\ Proto~ Protoplasztélés ideje y
plasz-
To\  tok 12 * 30 248
duk\ széa- - :
cidé \ ma 1/ Indukcidhoz hasznalt tépkdzeg
ide~ \db/ :
je 1| M |MsG| G [Rn |P-Rh| S M |M#G| G |Rh |P-Rh | S M |{M+G| G |Rh | P=-Rh| S M |[M+tG| G | Rh !P—Rh S
8. nap 0 0 0 - - - 20 | lo | 150 | =~ - - 20| o | 360 | = - - | 130 | 140 | 460 | - - -
7. nap (o] 0 o] - - - 30 70 | 270 - - - 30 | 1301300 - - - 140 | 190 {1770 - - -
{ -
1
6. nap 0 0 o 0 o o | lo 70 | 400 | 150 25 30 i lo { 140 |1340 | 225 25 30 40 | 660 (1710 150 275 3o
|
5. nap 0 0 o o o o] E lo 60 | 480 | 125 o 0 lo 70 {1320 | 200 50 o 80 | loo |[l6o0| 300 225 o)
4, nap o] o 0 o o) 0 lo 4o | 250 | loo o] 0 lo 30| 820 | 150 25 s) 4o | 140 | 970 250 150 o
3. nap o (o) o [*] o (o] o 20 | 1lo 25 0 s} o 20| 250 30 o) (o] 18 4o | 360 76 25 o}
2. nap 0 o R 0 o o} 0 0 o] 0 0 o] 0 20 25 0 o) 0 ol 7o 50 0 o]
1. nap o o 0 0 o 0 4} o} (o} o o o} o} o) [0} o} 0 0 o} 0 0 o) 0
vitaminos minim&al P-Rh = glikéz és f .szfor mentes minimél + 1 % Rhodotorula M+G = vitaminos minimdl + 5 % Geotrichum

_ga_



s S
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1.2+ 2 tfpkBzeg optindlis pl-jénzk veghatdroziss

As 21026 vizsgdlatsorozathél lcgdkulmabﬁuﬁ tiné
Geotrichan sejtet tartalmasé glikésmentes minimdl sdpki=
segen végesten a kivoetkes8 nagfigyeldseket, Hérom eltérd
pi-tartondnyban, pH 6, pH 7,5 68 pH 8,5n tomalhtﬁl
o8 enzimets A vizspgdleiok me odikalleg teljesen megesyoesw
tek oz al8z28 sorozatial.

A protoplzsztssantardst 172" , 1% , 2%, 3P 65 4 6ra
elteltével végezton,

A vizegdletl eredményeket a 3. tdbldzatden é8 @ 2.
szs grofikonon tinteblem fel.

A vizsgdlati eredmények szt mutetjik,.hogy a Trichoe
dorma viridével termeltetett enzinm a legnagyobd sktivitdst
gbban az esetben mutatia, amikor az indukciés ttMcc Pl
Ju 6.0 volts pH 7,5 esetiben az enzim sktivitdisa erisen
lecstkkents pHl vy5-nél & négy- és Utnepos feraentlével ogy-
&ltaldn nem siverilt Geotrichum fonalakb§l protoplesstot
nyernis A hote 68 hétnapos enzimpreperdtunmal is hindUsssze
néhiny protoplesstot léttan, 8 ennek széma s vrotoplasstde
lds 1dejének nivekedésével sem vdltozotis

A kisérleti ereduényekre tdmaszkedva a tovibbl vizse
ghlatokhoz a2z enzimtermeltetéshez G.o0m plejs tdpkizeget
hasznil tan.



Induk

Protoplasztdlds ideje

cié 1/2" 3" " gn | 4°

ideje pH 6 |pH 7,5|pH & |pH 6| pHT7,5 pH 8|pH 6 |pH 7,5(pH 8 [pH & |pH 7,5|pH 8 [pH 6 pH 7,5 pHS
Tenap 0 0 e | S0 o o | 15| loo | 50 loo | 208 50 4o0| 250 | 75

Genap | 5o o o |15 ) © | 400| loo | 50 |1l300 | 150 75 |[l400 | 150 | 75

S5enap ° 0 o |los (5] o | 400 50 o 950 | loo o 950 | 150 o

4 .n8p o o o | 50 o o | 450 o [+ 800 50 o 900 | loo [+

3. nag © o 5} 0 o o o o 0 150 50 o 250 | 5o o

3. tdbldzat: Enzimaktivitds vdltozdsa = tédpkizes pH~jénak és az indukeid idejének filggvényd-

ben



-27-

@« grafikon: Enzimaktivitds vdltozdsa a tdapkizeg pH-jénak és sz tndukcié idejének

fliggvényében
%4 napos fermentld 5 napos fermentlé
10 1ooqr
o (y# - H &
S ph 6 f;
s ~
%5,‘\00} % 80(“
9 &
" 50 ” :;l’ 50 %
; -
2
W 50‘1}
n
]
4
2.
o
4
o
B 4och
S0P
204 X 7,5
745
8,5 pH 8,5
/2 1 2 3 4
protoplasztképzés ideje/bra
6 napos fermentlé 7 napos fermentld
1400 100 % o 6 1400 100 %
1200 12008
1000 e
800 8008
600 | 600
H 6
400 Mr
745
200 S 7.5 2007
B f9.2
pH 8,5 H 8,5
~1/2 1 2 3 4 /2 1 2 3 4

protoplasztképzés ideje/éra



1.3 Optindlis tdpoldatmennyiség meghatdrozésa

Vizsgilatom c¢élja annak wegdllepitdsa volt, hogy a
Colloeepalackokbs milyen mennyiségil tdpoldat mellett céle
szeril o tenyfsstést végezni, hogy & szaporodé Trichodere
ma sejtek elogends oxigénhez jussensk, de ugyenskkor e
tdpoldat egyenlaetes elossldist mutasson a lefektetett pee
lackokban.

Az ereduényeket a &4, $tdblézetban 65 3. sz. grafiko-
non dbrdzol tame

Szembetind killnbség mutatkonott a tépkizeg mennyle
ségétsl fiugglen g nyert enzimprepardtum sejtfalbonté ake
tivitdsibon, Kicebdb mennyiségli /A5 ml = & s/, deo a to=
nyészieliileotet egyenlotosen befeds tdpoldat kedvezfen befol yie
sclje a sejifelbontéeonzin képsidiését,

Az erodményeket figyelembe véve a tovibblaekban 1515
ml tdpkiszeget heszniltem az enzimindukeléhoz,



Protoplasztezdmldlds ideje

g ” 3" 24"
Indukcidhoz haszndlt tdpoldat rétegvastagedza

4 mm | 7 mm 4 |7 mm 4 mm | 7T mm 4 mm T o (4 mm | 7 mm
8, nap 150 | 30 260 | 120 360 | 250 380 280 | 460 350
Te nap 270 | 30 540 | 230 1140 | 4% 1320 960 |1170 | lo30
6. nap 400 | 50 640 | 340 1340 | 570 1460 lloo (171¢ | 13%c
Se « AP 480 | To 760 | 360 1360 | 620 1520 T20 |1l6oo 86o
4. nap 250 | lo 430 | 190 820 | 350 970 680 | 970 750
3., nap lic o 1%0 To 250 | 130 31l 250 | 3%o 270
2. nap o o 20 o 20 20 To 30 % 50
1. nap o o o 0 0 0 0 5] o o

4. tédblézat:

Trichoderma viride~enzimek aktivitdsdnak aslakuldsa 4 nm é8 7 muwes

rétegvastasgedzi tdpoldatban vald tenydsztds esetdben
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1.44 Az indukeléhoz hasazndlt optimdlis Gectrichum sejtti.
pogaennyiség wepdll upitdse

Az lede pont vizegdleti eredndnyel szerint Geotrichum
protoplosstek képaésére s legsktivebt onairpreparétuset abe
den pz ¢pethen nyorten, ha ez enszimtermeltotdat olyan glle
kézrontos minimdl tdpkinegben végerie, cmely szénforrdsként
Geotrichun selteket tarialmazott,

Rzon vizupdl etsorozatben célul tHzten ki ennak megile
lgpit&llt. hory milyen mennviségi Geotrichum sejittneggel
tﬂiuu dolgound .

Bég» RUlbndbUss koncentrieidjd tipkiseget késsitetion -
1, 2, 3 é5 5 % Geotrichum sejtet tartslmeust - s ezeket oi-
$ostan Trichoderne viride tenybszetével.

FPloyelemmel kisértem ¢ vdltomdsokat sz indukeié sordn,
valanint vizogiltam a kinyert ~fermentlé protoplssztkipsd
tulajdonsfigite

fz enzinternmael tetlés folyemin e tdpkizegban bekBvetkew
26 vdltosict, o feltinztulds mértdkét az 5, tibldzat tartale
nazLa.

Ugyenazen fermentleveknek a protoplasztképss hejlemét,
8 6, tdbldzotben és &, grefikonom matatom be /A grafiken o
4, sre utdn) protoplssetsndmldlds erednényelt tartolmezzad/.



Feltisztulds

Tédpoldat Geotrichum tartalma

Oltéds nértéke
utédn .
eltelt idd 1% 2 % 3% 5 %
1. nap e b+ b fbbt
2. nap - ot Tt bt
3. nap + ++ ++ +++
4« nap - + ++4
5 nap ot L]
W
N
6. nap o i
Teenap et
8. nap ++

+++++ = alapzavarossédg

5¢ tédbldzat: Kiilonbbdz8 mennyiségii Geotrichum sejtet tartalmazd tdpkizegek fdtisz-

tuldsdnak mértéke Trichoderma viride-vel vald oltds utdn
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A tdblésatokban J61 14thaté, hogy as 1 ¥ Geotrichumet tere
talmaszé tdpkizeghen a =3+ nopon mir elig lehetett Geote
richun fonalet létmi, oz igy nyert fermentlé protoplaszte
képeés tokintetében inaktivnak bizonyult.

Az 5 %08 tdpoldst o 8, napra sem tisstult fel teljee
sene Protoplossthépsd aktivitdse alul seredt a 53 %wos
tépuizegben nyert enzimnek.

A Geotrichumot 2 és 3 “~ban tartelmazs tdpkbzegben o
fonalek egvenletes elosslést mutattek. Az enzimprepardtun
potopiustk‘pll aktivitdne kizel egyenld volt,

Tovibbi vizsgdlatokhoz igy a 2 ¥ Geotrichum mennyiség
felhesanildse tint célsceribbaek,

1.5k enzimtarneltetés id6tartona

Az eddig elvégmetit kisdérletsorozatokbs]l is kitinik,
hogy ez enzim sktivitdsdit jelentlsen befolydsolja ez en-
simpreparitun kora. Sorozatvissgdletok megkendése ol6td
feltétlonil el kellett dlinteni, hogy milyen kurd enzimpre-
pardtunoket érdemes elfdllitani és vizsgdlni, Tzen megfon-
$oldsbs]l kiindulve ssikségesnek tortotism ag eddigi orede
ménycket olyan szemszighfl is kidriékelni, smelynek alape
Jdn vélaszt kapunk a2 0l0bb faol tett kérdéares

Amennyiben mogfigyeljik & &, és 6. tdbldzotokban, va=
lomint o 3. 63 4. grefikonon dbrdzolt adetokat, ld4thatjuk,
hogy flsgetloni]l az egyéb kisérleti kirdlményektsl sz ogy
napos fermentlével protopl:-sstot nem sikerllt nyermi.



A ndsodik naoptél kezdBdfen az enzimaktivitis « a proto-
plasztok sziminak tikrében - fokozatosan emelkedett az
Ce6e napige A hétnapos enzim sktivitdsa mir cstkkents A
nyolenapos indukeid utdn elvdlasztott fermentlével 40-60
%-kal kevesebb protoplasztot kaptam, mint pl. a 6 napos
enzimprepardtummal .

A fonti megfipyelésekb8l kiindulva az enzimtermel te-

tést hat nepig érdemes folytatni.

Miutdn megdillapitottuk azokst a kirilményeket, amelyek
mellett Trichoderma viride segitségével protoplasztképzésre
alkalmes megfelel? hatdsfokd enzimprepardtumot nyerhetiink,
tovibbi feladatom volt e protoblasztk‘p:éssol kapcsolatos
kérdések tisztézdsas
protoplasztszdmldlds idStertana,

2-merkaptoetanol hatdisa,

tenyészet kora,

levegéztotés hatdsa a Rhodotorula el Stenyésztése sordn.

2.1 A protoplasztszimlilds idétartama

A vizegllatok sordn arra szerettem volna vdlaszt kapni,
hogy milyen Usszefiiggés van protoplesziok szdma és a proto-
plasztdlds idStartsma kizbtt.
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5. grafikon: Protoplasztképz8dés mértéke as enzimprepardtum
korénak fliggvényében

1700/5 =108~ o
¢ nepo® fee
15004,

protoplasztok sséma db/ul

s e oagon tarmeatl$
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protoplasztképzés ideje/bra



Az ellufekben leirtak szerint Gllitotten elf a forumente
lovet, smellyel két pirhussmos sorosatot dllitottam de pro-
toplesziképeésre. Az egylk sorosatben cnegk e 100 mg Geotrichue-
mot mértem, nig a misik sorozathoz @ Geotrichumon kivil 1%/00-
nyi mennyiségli 2-nerkeptoetanclt edagoltame A vizsgilati ered-
ménysket o B+ tdbldzat 63 a 64 grofikon mutatje.

Protopl asge Protoplesztesdinldlds idépontja/éra

Pere tok sife

nentlé - 2 » 6 a
kora MEP « MET « @ MET MET

2¢ nap 27 200 3% 3o 72 575 750 6%

he nap 450 350 1270 12lc 1550 1470 16le 1536

G nap 63 680 13%%0 125 1820 17% 1886 179

8o t4bldzat: Protoplasztképzfdés 1%/00 Aemerkaptoatancl jelon
l_ulbu és onélkil

Trichederng viridevel elf81litott enzimprepardtum proto-
plasztképed tulejdonsigdt e merkaptoetsnol jelentésen nem bew
folydsolta. Aunyi szonban slmondheté, hogy jelenlétében Alto-
lében nasyoibok é5 stebilebbak voltek. Célszerldl a vizsgilatos
kat tovibbra is elvégezni 2-merkeptoetencllel és anélkil is.



protoplasztok szima db/ul

6. grafikon: Protoplisztképz8dés elekuldse Teviride enzimprepa-
rétummal P-merkaptoetanol jalenlétében és nélkiile

2000 p 100
#:¥ : 6 papos fermentlésmet
- 4

6 napoa fermentlg _

—— . — v — o— 0 — —

L napo§4£n;!§gtl£¢nex

L napos fernentl‘

i
—— e —  —  wo— b —

2 napos fermentlésmet

2 napos for:f_’,‘t.'lé—'

—1—-—1—- — v — Samm—
2 4 6 12 - 24

rrotoplasztképzés ideje/éra

mat = 2-merkaptoetanol



2434 Aprotopl s tképrésre folhasendlt tenyészet kora

Vizegil otein célja snngk mogillapitdsa, hogy menayie
re bafolyfsclja o micéliue timeg kora ennak protoplaszife
1646 képassépét,. Mirom kisérletoorozatban kiltnbies kord
tenyészetot vittem o ferventlébe 12, 24 és 72 érds Geot-
richun sejteket. Topusztalatainmat a 9, tdbldzatban Ussse-
gestoms A 7. grafikon a 6 napos ferdentlével kapott ered-
ményokot szemléltetd.

Geotrichun kora

oy~ 7 0

3

Far e 7" » 12t
":g: Protoplasziszénldlds idépontja/éra

2 &4 6 2 &4 6 2 & 6

2. nap e © e o 3 % o 5S¢ 8o

& nop ° o e %9 280 Sko 150 32¢ 670

6o nap o o e 90 280 670 19 380 T2

9. t4blézats Protoplesztképsfdés viltozdsa a Ceotrichum tow
nyészet kardtél figglen

A kigérlet sordn az cl8411itott Trichoderms viride
enziuprepardtusmal 72 érés Geotrichuz tenyészetbll proto-

plasstot nem tudtam nyerni,
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A vizsgdlatot ugyanezen prepardtummal megismételtem, fias-
tal Geotrichum sejtekkel - 12% és 24™ tenyészettel, s ily
médon a hatodik éra végére a sejtoknek kb, 6o=70 %~a pro-
toplaszttd alskult. A 12 érds tenyészettel kaptam a leg-
jobb eredményt, igy a tovdbbiaskbanm ilyen kord sejtekkel

végeztem a protoplasztdldst.

2.44 protoplasztképzfdés feltételeinek tanuiminyozdsa Rho-

dotorula rubra esetében

Feladatom kilOnb#z§ gombafajokbél veld protoplaszi-
képzés volt.

Bddigi eldkisérleteimben protoplasztdldshoz tesztorge-
nizmusként a2 Geotrichum cendidumot haszndltam,

Felmerilt a kérdés, hogy a Trichoderma viridebsl nyert
enzim alkalmas-e egyéb gombafajokbsél tirténé protoplaszt
képzésére.

A vdlaszt az els8 td4jékozédé jellegi vizsgdlatok meg-
adtdk, amikor is a fermentlébe friss Rhodotorula, ill. Sace-
haromyces sejteket vittem, s egy 6ra elteltével megjelent a
protoplasztokra utalé gombtest a mikroszképban.

Ezekre alapozva kutattam most mér azokat a tényezfket,
amelyekkel a protopl ssztképzfdés intenzitésa, illetve az en-
zim ektivitdisa fokozhaté.



Els8 lépésként kiillonb8z8 tdpkUzegeken elf4llitott
/1.1, fejezet/ fermentlevekkel kiséreltem meg Rhodotoru-
la sejtekb@l protoplasztot nyerni. A protoplasztdléist 2-
merksptoetanol jelenlétében és a nélkil is elvégeztem.Am
eredményeket a 10. tdbldzat mutatja. A 8. grafikonon a 6
napos enzimprepardtummal ayert eredményeket emeltem ki,

A fermentlevekben a protoplasztképzés bedllitdsakor
k8zvetleniil megillapitottan a sejtszdmot. A kezdeti csi-
raszdm 18oo-2000/ul volt.

A tibldzatbél lédthaté, hogy a tédpkizeg Gsszetételé-
t61 figgfen vdltozott a protoplasztok szima. A legkeve~
sebb protoplasztot a foszformentes minimidlon termelt en-
zimprepardtummal kaptame.

A 24, érdra a protoplesziok magy része szétesett.

A Rhodotoruldval indukdlt enzimpreparfitum aktivabbe
nak bizonyult, nmint a Geotrichummal indukdlt. Ez vonatko-
zik kilOnUsen a kétnapos fermentlére.

A 2-merkaptoetanol kedvezfen befol ydsolta = proto-
plasztképzbdést,

A legjobb eredményt a Rhodotoruldt tartalmazé glikéze
mentes minimélon elddllitott prepardtummal kaptam, amikor
a fermentléhez 1°/00 merkaptoetenolt adtem. Azonban itt

is ¢sek kb. 70 %=o0s protoplasztképzbdést értem el.



A kivetkez’kben a2 lett volna a ¢él, hogy az eredube
nyecket fokozzuk. B/ ke egyik wegolddsként a protoplasste
képzdsre koprlild Rhodotoruldt kilinblzd kirlUlmények kizité
tonyésztottik, Nevezetesen folyékony tdpoldetban és szie
ldrd tfptelej feliletén. Igy tulejdonképpen a levegd ole
ldtottodgban volt eltérés, oni as enysgeserefolysmatok ie
rédnydt befolydsolhetja.

Az enszimteraeltetds Geotrichun~tartelmd szénmentes mie
nimdl t&pkBzegen végeszten 2, & és 6 nepon dt. Az elvilenge
tott feorsmentlé prodoplesstélé képesudgét vissgilien:

« felileten /L/ tenyésztett Rhodotorula sejtekre 2=
merkaptoetoncl jelenlétében /Rh met/ és a nélkil /Bh/,

« folyadékban /P/ tenyésztett Rhodotorula sejtekre
ugyssintén B-merkaptoctamol jelenlétében és nélkile.

A vizsgdloti evedménycket o 1l. téblézatban foglale
tom Sogsepoes A RUlEmbE2E kord enzimpreperdtuvokkal merkepto-
otenol jelenlétében keopoit adatokat fbrdsoltem a2 9. grafie
konon.

Az eredményeket értikelve « a folyékony tdpkizegen
elfnevel t Rhodotorule njhkﬁ&l nagyobb mennyiségi proto-
plasztot tudtem nyerni, mint petricséssében szildird tdptae
iaj felliletén szaporitett Rhodotorula sejlekbdsl, eszonban
ittt is coak a 75 7 volt a protoplasctok mennyisége o koeze
doti csiraszdimhoz viszonyiiva.

Megjegvesndn, hogy s sejtek mindkét esetben szonos kordek

vol toke A tovdbbi vizegdl atokhoz fol ybkony tdpkizegben ne=
veltenm ol8 & goubdt.



Enzimprepardtum kors

2 nap 4 nap onap

tdpkbzege
nyers
ferment . eve

Protoplasztdlds iddtartana

2 4 6 24 2 4 6 24 2 4 6 24

G o) 50 | 120 | &o lo| 19 | 270 loo |leo | 250 | 320 180
G met 20 70 | 210 | 160 40 | 230 | 260 100 |270| 530 | €00 420
Rh 50 | 550 | Tlo | 130 | lco | 340 | 670 6oo |[1%0| 540 | 680 280

Rh + met |120 |560 | 830 | 480 | 150 | 730 | 1210 | 500 |200| lo%0 | 1290 | 620

Rh=® 0 lo 20 | 6o o| 12¢ | 150 7o |12¢ | 180 | 220 340

RhwP + met 30 30 %0 | 140 To | 280 | 300 200 | 40| 300 | 470 150

10, tébldzat: Rhodotorula rubrdbdl elddllitett protoplaszitok szédmdrnak védltozdsa az
induk-iée tdpkizeg UYsszetdételdnek fliggvényében

G - 2 % Geotrichumot tartalmazd glikdzmentes minimdl
Rh=-l % Rhodotorula sejtet tartalmazé glikézmentes minimél

= - 9 e o i ol e i el L L o



protoplasztok szdma db/ul

- 47 o

8. prafikon: Rhodotorula protoplasztol/ozmoplasztok/szi=

manak vAltozAasa kiil inbiz0 tipktzepeken albe-

Allitott enziwprepardatummel /6 napos/

14004

1000

800,

600

400 g

200 k

-

—— * L

; protoplasztlidpzés ideje
G= Geobrichumot tartalmazd minimil tipoldat
Rh=Rhodotorulit tartalmazd L "
Rh<P= Rhodotorulat tortalmazé foszfor mentes minimAal
met= merkapto-tanod



Protoplasztdldes idépontja/éra
4 6 24
Rhodotorula elétenydsztisi kirilludnyei

L F L P L F L P

125 350 325 475 375 650 450 725

75 loo 174 275 200 475 250 630

o [ma .| 325 | 725 550 | 1775 875 1625 | 1200 | 1950
3

H Rh 325 675 400 675 550 750 650 975
¥

Rhmat 475 925 550 1850 930 2240 1225 2925

Rh 250 Too 400 1225 680 1900 1075 2475

Kezdeti ceiraszdm: 3600-4000/ul

11. tébldzats: Killtnbbzd kirillmények kvzbtt tenyésztett Rhodotorula sejtek protoplasze
tdl6ddsa

Rh = Rhodotoruldt tartelmazdéd minimdlon indukéliva
met= 1 /oo merkaptoetanolt tartalmas

L = lcmez
P = folyaddk
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A t4jékozsds jellegl elfkisérlotek utolssé lépéseként
wegvizegdl tem & RUlUnb8z8 tdpkBzegeken nyert Trichoderma
viride ensimpreperdtun sejtfalbonté hatdsdt Seccharouyces
cerevisise R XII sejtekre.

A tiszta ozmotikusan stebilisdlt fermentléhez a8 6=
lesztf 12 érdis tenyészetébSl annylt adtam, hogy a nlekéne
t1 csiraszém kbe 10%107 legyen, s ollentrizten a képsse
dott protoplesstok szimét 2.,% 68 6. 6re elteltével .

Az ereduényeket a 12. tdblézat s 10, grafikon mutate
Ja.

Mindhiro- tépkizegen termalt formentlé rendelkezei$
gajtfalbonté sktivitdssal.

A logintonzivebd sejtfalbdontist a Geotrichumos induke
eié esetében keptam. Merkaptoetanolos kilzegben a &4 68 6
nopos fermentlével valemennyl sejt protoplassttd slakult,.

A Rhodotorula és lchon tartelnd indukeids kie
gegbon nyert ensimrendszer gktivitdsa hasonld volé, de voe
lomivel kisobb, mint as el8s8 tdpeldatndl.

A Z2-merkaptostencl pozitiven hatott a Saccharomyces
sejtekbll veld protoplesztképzbésre fs.

Az sktivitds velamennyl esetben fokosédott a fernentlcids
id6 emelkoddséval.

A seimottevl kilinbség a @-merkaptoetancl nélkilihexz
viszonyitve nem mutatkosobts.

A grafikon a 2-merkaptostancletartalmi fermentlevek
protopleszthképss hatdudt ibrdizolja.



-‘[S-

Enzimindukciéhoz haszndlt tdpkizegek
Permentl i kh - i
kora Protoplasztszdmldlds iddpontja
nan
2 4 ) 2 4 6 2 4 6
2 228 388 980 132 227 450 200 342 620
2 + met 247 | 460 | lodo 186 250 480 210 380 | 645
4 370 | 1280 | 13%0 250 390 620 3lo 540 | 830
4 + met 460 | 1370 | 1510 3lo 480 775 340 86o |lo50
6 452 | 5S40 | 1370 380 6lo 975 370 91o |lo20
6 + met 6lo | Y900 | 14%0 1420 750 | lo3e¢ 435 930 |1180
Kezdeti csiraszdms 1,5 . 10°/ul met = merkaptoetanol

12. tdbldzat: Saccharomyces cerevisiae protoplasztok képz&dédse az indukeids tdpkl-
zez figgvénydben Trichoderma viride-b8l nyert enzimprepardtummal



10. grafikon: Saccharomyces protoplasztok képsSdése ki~
16nb828 indukciés tdpk¥segeken nyert 2, &,

6 napos ensimprepardtumbai

protoplasztok széme db/ul

6
protoplasetképzés ideje/6ra

NH
¥ g
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A Trichederna virideevel tUrténd sejtfelbontisra ale
kalmas enzinprepardtum elS411itésdval és ez e-zel tUriénd
protoplasztképeéssel kapesoletos t6jékozsdé jell gl kisére
leti eredudnyek Usszegeéseként sz sldbbleket dllopithatjuk

1. Enzinterzeltetéore glikéazmontes minimdl tdpkizeg
e loguegfelelfbb. Induktorként 2 # Ceotrichum sejtet /node
vessfly/y 1 * Rhodotoruldt vagy 1 7 Ssccharomyces sejtet
ssikebges belevinni, 11letve mindhiron tépkizeggel phrhue
zamosan dol zozni.

2, Kis mennyiségi tdpoldaettal /emely a itenyészedényben
egyenletesen leoszlik/ jobdb oredmény érhetf el.

3¢ Az enzimtermeltetést het napon 4t érdeces végezni,
8 Zey%e éu8 a G4 nopon is ellenfrizni e sejtfelbonts hatdst,.

he Protoplesutazamlildst a 2¢9 Bay 64 d8 24, érdiban
célszeridl végesni.

5¢ Protoplesetképmésre 18-15 O6rdndl nem idSsebb tenyé-
szetet szikadges haszadlni,



3e EUlUpb¥ag Trichoderms fajok fliel termelt emsisprepes
pfitun yizgogllate

Harnine Trichoderms tirmset vizegiliom meg abbél e
ssempontbél, hogy termelnekee olyan enzisprepardtunct,o-
mely slkalmas Geotrichum cendidum, Rhodotorals rubdbre és
Ssccheronyces cerevisie sejlekb8l vald protoplesztok képe
zéadre,

Az enzimtermeltetést, & protoplessiképaést éo a pro=-
toplasztok szémlflésdt a VIZSGfLATY ANVAGR @S MADSZERER
Ce fajonat Sey Gey 68 74 pontja sserint ngutu. A vizse
gilotok eroduényelt a 13«42, tébldsatokban foglal tan UBue
sz,

A 11-38, grofikonokon mindig azon ensinmprepardtusszel nyert
ereduényeket emeltem ki, smelyekkel & leognagyobb szfnd pro-
toplasztot nyerten.
Jdeliléaek: G - Gootrichum tartelwmd glik zmentes minimdlon
findukdlt fermentlé,
6, = a2 61626 formontls 1°/00 Zemerkaptostancllel,
Rh « 1 # Rhodotoruldt tortelmend glikézmentes mie
nindlon termelt formentlé,

Rh, « a8 el626 fermantlé 1%/5, 2.merkaptostencl
tartalomainl,



8 « Ssccharomyces tertelmd glikésmentes minimdlon
tornelt Termentlé,
8. « @ foutl formentlé + l'ln 2~narkaptostencllial «

Az ordindtdn ez 1 uleben 14v5 protoplasstok sséndd,
oz absgcivesin @ protoplasziozinlilds idfpontjdt vittem

fale

! protoplasatképabdés mértékinek gyors megitélése
szempont Jéb6l minden eseiben bejeldltem egy szdualékos
ért€hote |

A tSrzsek 48 Srds ferdeagaron és lemesn szaporitott
tonyészetérsl késsilt felvétolok a MELLEXLETeben ssere=

pelnsk,



p!'otc’;k Protoplasztdlas ideje / éra
Permentls izﬁti&;sz;é- 2 l 4 6 24 2 ] 4 6 24 2 4 6 ok
Kore fersaeteN\Z Geotrichum Rhodotorul a Saccheromyces
g o | 30| 80! 32010 | ol 80| 7} o | o | 20/4o |
il loo | Sooll2c0 O 0| 9 1150} o o) 30| 60
b R" n 0 Q ol o 0 0o/ 5] ol © ol o |
Rk 0 o ol 1lol o Q o | 9% 0 ol o
® o 0 Q ol o Q 0 ol o [ ol o
Sm 0 0 5 0l © al e 0 ") ol o
e o 1280 90} 2701 o o ol 20! o 0 lo! 30
&m o 123 | 360! 770! o 0 ol S0l o 0 4o | 50
a8 0 o| 20! loo{ o o! ol ol ol o ol ©
A Rb m 0 o! 4ol loo! o 0 ol 40! o 0 ol o
o o o ol 0 0o fs) 0 o o [+]
1 o Pl 0 ol o Fo) o o) o 0 [} fe)
v 0 8o!llo! 250! o 0 0 ol o 0 ol ©
m o |2 370! 390! o ol o ol o | o ol o |
e nE Eh o o ol 4ol o 0 of lo| o o) o ©
o o o 20 50 o o o 30 o Fe o
s [+] ) (+] 0 O [¢] Q O (o] [¢] [¥) [+]
Sm ) o) o) 0l 0O 0 4] 0 o) 0 0
Kezdeti csiraszéma: ll-qp/ul 55‘3!111

13. tabldzet: Trichoderma koningi 51-35/13. 3. torzzsel kapcsolatos vizs-
gélati eredmények



11. grafikon: Trichoderma koeningi 51-35/13.3. t6rzzeel kapcso atos
vizopdla
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proto- Protoplasztdlas ideje / érz
Fermentlé i:ﬁtiﬁ: 2 | 4 6 e 2 | & 6 24 2 4 6 24
Kora feraaeta\" Geotrichun Rhodotorula Saccharomyces
G o o 200 |280 | © 0 © 125 |o |10 | 30 | 40
G m 0 | 30 |220 {320 | © e | o |28 |lo | 20 55| 6o |
- Rh o o 0 o o o |4 |60 | o 20 | 30 | 6o
Rh p o 0 ° 0 |20 |30 |50 [70 | o 35 (50 | 70
s [ ° 0 oo [ 0 o |o 30 | 40 | Bo
S p ° 0 o ol o o ) o |o 25 | 70 | 8o
G 0 o | 60 |180 |80 Jlo 150 Q2 1o 30 | 30 | 70
G 0 o | 80 220 | 30 118 30 | 45 | G0
o Rh 0 o 0 o |60 Joo Qoo 6o |lo 50 | 60 | 6o
Rh o o o o {loo llo j30 Qoo |lo 60 | 8o | 70
0 [ -} o] o 0 0 o |o 20 | 40 | 70
n 4] o o o| o o o o | o 30 | 40 | Eo
G o o | 60 |140 |18 |35 |40 [70 | © o |10 | 30
G ° o |1oo |160 |20 {30 |50 [80 | o 15 | 20 | So
. nap |2 0 0 0 0 |40 [S50 |60 |Bo | o o | 30 | 6o
Rh g o o o o |60 |90 }30 120 | o 15 | 40 | Seo
e 0 ) 0 ol o ) o o |lo |lo |lo | 20
§ g 0 o o ol o o o o |o o |lo | 25
Kezdeti csiraszéma: 370/ul 1050/111_
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33« grafikon: Trichoderma koningii komplex 23-32/1. 36. tiérzs=-
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35¢ grafikon: Trichoderma koningii komplex 23-38/48. térzzsel kapcsolatos vizsgilati eredmények
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38. grafikon: Trichoderms spe 592 tirzzsel kapcsolatos

vizogalati eredmények
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4.Az, gogtpprapspding protonlngetiingd ohtivitiedngk viw ofe
deto oz gnpiskongontzigld Slogydnygben,

Viznsdl nton o6l je asnak sepfllapitdon volt, houy o=
gyes Trichodermmefnioknil ternelt forcentlé protoplasite
kipas »hiivitdon niként viltonik o hipltds Yokdvals

Hetnapos fermentileved heonnilten o kisérletekhes,
wolyet o VIZSOALATE AMVAGOR £3 WODURAWY . fojoset Se
pontie szerind Geodrichumet tartalmens vinimil tdphicege
ban 111%0%tam 618, A tovibbiskban o foersentlébil kivete
teu B2 nled 8o abBIY wdgy tept hizitdel sort wdssitetten
fol 28hipdtdongl 0,6 ¥ K0leal stabilisdlt csapvicsel.
2z igy nyowt higltdel sor mindem tegjihos 100-100 mg fries
/12 drée/ Gootrichun softet adton, mejd 2, &, 6 éo 54 6ra
pdlve protoplosztazdénlaldet vigesteme Az credubayoket a
43, tabldnat 68 WO, rrofikon osenlél totd,
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39« grafikon: Protoplasztképzddés alakulésa az enzimkoncentré-~
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40. grafikon: Protoplasztképzfdées alakulésa sz engimkoncentri-

cié fliggvényéban T. koeningi 51-35/13.7. tirzs-
zsel nyert onzimpreparftum esetében

100 %

1404

1200
CI 75 % s X/2
| e f / /
10004 P

protoplasztok szama db/ul

600}, / P4

4oop 25 % / / e

rrotonlasztképzés ideje/bra
x=fermentlé eredeti koncentricisja



- 116 «

5o Sufivgs encimprepsriiys ol (llisdss 6 vizsgdlata

Trichoderna viridé-vel Geotrichumot tertalmaséd ninie
mil Sdpkizegen 5 ngpos fersentlevet dllitottem wlf. Conte
rifugilis utin kis réssletecben 60 % + /NH /.90 % adagol-
tem hesed lessd keverg-tés meliett, anz onzimrendszar ki
csapisira, 4°Ceon 12 érel tdrolds utdm o finom elosuldsd
esapadékot centrifugdlissal levilasziottam, & kbe 10 mle
nyl des2$illdlt vizsel felvetton, Bzt dielimdléd hirtyibe
t61tve 4 Ceon des:$11141% visbe dgyastem, dllsnds keverdis
mellott a vizet kezdetben 1/2 érdnként /6 érdn keressiil/,
majd érénként eserédltom. Towibbi 12 drai dllds utdn 2z ole
datot liofilentens

A szdres ensimpreparétumbél 1 mng/ml tBadnységi sleps
szuszponsiity obbil tizes léptéki & tagd higitisi sort kée
szitetten 098 M ECleos puiferelt kizeghens
Az fgy elkészitett higlidsi sorba vittem 100100 mg friss
Geotrichun sejtel, s figyeltem a protoplessikipzfdés aloe
kuldsdte Az oredudnyeket a tibldzal 65 grelikon ssenlélie-
ti.
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A VIZSGALATI mnepMiNYER frréxmnise

1. Zrichodermg fajokkal kepgsplatos vissedlatok &rtfkelfsg

& Trichoderma virideevel kapesoletos vizsgilati erede
wényeket a VIZSGALATI SReDMENYER c¢. fojozetben réssletesen

elemanton,.

2. koopingd 51=35/13s 3¢ = o forsentlével Sacchoromye
ces cerevisise-bfl és Rhodotoruls rubrebdl csck minimdlis

mennyiségll protoplassztot sikerilt nyerni, & s3t is coupdn
Geotrichumos indukeid esetén, Bz utébbl enzimpreperdtummal
o Geotrichum sejteknok kbe 50 Tea alokult 4% a 24, 6re Vi~
gére protoplesstid. Lényegesen kevesebb protoplaszt képabe
4%t 2emerkaptostanolt nem tortalmesé fermentlében.

2o koaningl 51=35/1%, 4. - Rhodotorula rubra esetében
volt 2 legiobb 2 protoplasstképefdés, de ittt sem heladta

mag az 50 Ywols Szimottevs kilinbség nem mutatkozott a
Gootrichunmal és Rhodotoruldvel indukdlt ensimprepardtun
esetében, Seccharomycessel indukdlva ez enzimtormelést Rhow
dotoruldbél nem keptem protoplasztot. 2 hirom kilbnbisl wmbe
don 2l84l1itott fermentlével Saccharomyces sejteknek minde
Bssze 15«20 Yen alakult protoplaszttd.
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Gegtrichunmbél czsk Ceotrichumos tdpkBzegen termelt
enzimprepardtun csetébeon volt kb 15 “eos protoplasztkép.
sfdés .

Io kgepiped S1235/13s e - Gootpichumbél Geotrichun-
mal indukdlt enzimprepardtusnael OSemerkeptoetancl adago-

ldscal 300 %eom protoplassthépefdéet drtiek els Lé-
nyegogsen gyenpébb volt az ensimckiivitds Bemerkaptoetancl
hidnydbe /20 /. Rhodotoruldval és Spccharomycessel indue
kdlve mindligsze 5 P~ban képedditt pr toplasst.
Rhgdotoruln sejteknek 65 “wa elckult protoplassitd a &
napos Geolrichummal indukdls forpentlé esetdn hat 6ra ele
teltéval, frdekes midon e 24, érira a protoplesstok ssima
calkkenéast mutetott, Feltehetfen valamilyen metodikai hie
ba kivotkaztében,

Rhodotorulds indukeld osetén 50 %eos protoplesstképs
afdbst mutettan ki, Saccharomyceses indukeié mallett kb,
30 % vol% az aredemény. Sagcharomyges sejtoknek 10=20 fea
alskuld protoplassttd, Jelentfs kilinkség nem mutatkozott
a kiltnbbzl efdon elddllitott fermentlé esetén.

Zo kooningd J1=30/13. 6.
Geotrighumbs] egyetlen fermentlé esetében sem kepe
tam protoplesztot, ‘
Dhodotorul g-b6l minimdlis protoplesst keletkezmett
2%, frdrs, ez elsf hat Srdban it% sen kaptom erede
nényt,
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Sagcharomyceg-re vonstkozéan e Rhodotorulével ine
dukdlt prepardtum volt a legaktivebd /50 %/, ezt
mogkigelitetteo a Saccheromycessel indukdlt enzime
prepardtun, s a Geotrichumos indukcidval keptem 4l
teldbon kisebb monnylségi protoplasztot.

Z. kooningl S1=35/13. 7.
Sagtrichun-bél e 6 68 4 napos fermentlevekkel kep-
tam protoplasztot. Eiugré eredményt a Geotrichumagl
indukilt fermentlé asdott,merkeptoetancl edagoldssel
mogkinelitfon 100 %=08 volt & protoplesztképzidés.
Rhedotoruldvel indukilve a & sapos fermentlé akiie
vebb volt, de ittt is csak 29 % volt & maximilis pro-
toplasztmennyisége. Saccharomyceses tdpoldaton nem
umlusu.olya enzinrendsser, amely & Geotrichum
sejtfalat bontotta.
Bhodotorul o=bél @ 6 és & napos Geotrichurnel indue
ki1t fermentlevekkel kb. 50 "=o08 protoplasztképzle
dfst tepaszieltan. Hasonlé skitivitdst mutatott a 2
és 4 napos Rhodotoruldivel indukdlt enzimprepardtum.
Saccheromycesssel indukdlva ez enzin ssintézist, jbe
val gyengébb velt az ktivitds A5 %/,
Sagchareuyces sejteknok mindlscse kbe 40 %ea alokult
protoplasesttd a Geotrichumos és Rhodetoruldés tdpkize=
gon indukdlt fevmentlével. A Saceheromyess indukedd
ennél rosszebd eredauényhesz veretett /20-25 %/ ,
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Z. koeningd S-35/10e 11¢
Baptpighun=bil a Geotrichumpal indukilt fermentlével
/% é8 6 nepos/ 100 %eos wolt e protoplesctképaddés.
A misik két indukeiés tdpkiseggel csak minimdlis
nennylségli protoplasst szabodult ki,
mm&g esetében & hainapos Geotrichumon ternele
tetett enzimpreperdtumnal a sejiek 60 Tea slakult proe
toplaszttde A Rhodotorulds és Sacchrromycessel t0rté-
n6 indukels onnél Jéval gyengébd aktivitdst /20 # /
mutatott,
A Geotrichumos tdpkizegen el@allitott fermentlével a
Segcharonycag sojtoknek kbe 35 fea alaokult protopleszie
tds A Rhodotorulds &8 Saccheromyces-szel t0rténd induke
cidvel nem &rtlk el ozt ez eredméayt /10-20 %/,

s pssude koningd S1=32/1e Js

Gegtrighum sejtekb8l valé protoplasziképsésre alkalmes
enzinproapardtumet a gomba nen termelt.

Hot éra alett a Jecqheronyceg fs Rhodotorula sejtekbsl
sen szsbadultak ki protoplesctok. 24 éra eltel tével a
sejteknok 50 Ywg dtalokult protoplas:zttd mindkét &
loozténéle A Rhodotorulds ipdukeid a hatnapos formente
16 esetében megkizelitl eredmén ¢t adott. Saccharomyce~
sen termelt prepardtun aslig mutstott aktivitdst.
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Te pscudo konined Sle32/1s Ue
A gomba protoples:tképsésre elkalmas enzisprepardtus
not-a vizsgdlt hirom tesztorgeniszmus vongthonisfban -

nem verselte

Gogtrighumbél e legtibb protoplasstot /50 %/ a Gew
otrichumnel indukdlt fermentlével nyortem. & Rhodotow
rulét tartolmesé tdpkizegen elB4llitott 6 napos enzime
preperdtummal csupdn 25 ¥ volt a protoplasztok szima.
A fietelebb /4 é8 2 napos/, velamint e Seccharouyce-
sen termelt prepardtunck még ennél is gyengébd aktie
vitést mutatiake.

Bhodotoruldbél velé proloplasztképeés kilinbbab ip-
dukeld esotén igen ellentmondé oredményeket mutatott.
A hatnapos Sacchsromycsses indukeié edta a legjobb oe
redaény ty de o2 sem érte el az 50 Ysot. Bmzel szonos
hatésfokd volt e hirom kilUabial kerf Rhodotoruldn tere
melt fermentlée A Geotrichummel indukdlt enzim fejtete
te ki & leggyengébb hutist.

Segcharogyees sejtekbsl igsen kisszded protoplosatot
nyerten w2z indukeidtél £i gotlenil. Egyedil a hutnew
pos Rb=s minimdlon elfdllitott prepardtunm u;ﬂu&j&-
val kaptem kbe 40 “wos oredményt,

Z. hanetus S1=30/13. 10,

A formentlével /G, Rh, S/ Geotrichumebél protoplasse
tot gyekorlatilag alig sikeriilt nyerni.
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Bhodotorulg é8 Seggharcmygeg eseidben @ hatnapos Ge-
ctrichunos minimdlon iadukdld prepardtummal a sojtek

Jowlio fefb8l képsldiit protoplaszt, Rgyéh feliételek
mel lotd jolentékielen menayisépll protoplssst szebe-
duldd ki.

L bengbum 2205/10. Jhe
Sestpichum fonelekbdl a & nopes Geotrichumos minimie
lon termelt fermentlével kizel 100 feban képstditt
protopleszte Ugyeneszel o Rhodotorulg rubra sejtjed
kbe 65 “eben slokultak osmotikusen lebilis plasuttd.
A Segchopomyces sojteknél mindUossze 30 %wo0s protoplesete
kéipzéut mutatott.
A tUbbi ferwentlé fu-getlenill az indukcifs kisegtfl és
L4061 kis hotdsfokidnek bisonyult.

o hensbun 2520200 J1s
mq;um: s0jtfel bonldsre slkalmes enzimpreperdtue
wot csek Gootrichumos indukceiével keptom, de o2 io
csak igon kis halded voli, Ugvenezzel a Rhodotorula
gojloknok mintegy 00 Yea protoplaszitd elaokul 2encre
kaptootunolt adva o kBsegbe, Seccharomyceschndl 100 fe
o8 volt 2 profoplesetok memnyiséges Kbe 50 Yeos protow
plosetképsldést tepassieltom Rhodotoruldndl indukdilt
fermentlé eselén a Rhodotorules sejtokbsl,
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Segeharonyees sejiek 70 “=(ib6l képzsditt obbem a kie
segben protopleszte Saeccharomycesszel indukdlva az
ouzinternelést sejtfalbontist nem tapasztaliem.

I hematun 23-36/46.
£z plkelmesott formentieids kirilmények kUzUtt sajte

falbonté enzimnet nem kénzett.

2, bguotum 25-35/6, 50,
Kizérélag Geotrichun-tartalnd Sdpkisegen sszaporitva

tormelt olyen enzimet, amellyel Gootrichumwbél proe
toplasztot lehetett elfdllitenis, 2 négynopes fore
montlével 2emerkaptostanol jelenlétében s fonslok
100 fe-ben protopiaszttd elekultek, A hatnapos prepe-
réatun wir kisebb hatdafokdnsk bizonyuld.

Geotrichunnal indukélt ensimrendszere Geotrichum o~
setében 100 feos protoplasztképzbdést eredményezett.
Az enzimmel Rhodotowuls éo Spoghpromyces sejtekbEl

- i8 keptem protoplesztot, de csek igen kis szdzeléhe
ben /i5-20/. Egyéb kirdlmények kizitt sem jJutotten
gnlitésre nwéléé oredaényhes.

L. horgignum 53=30. 17
A Rhodotorula és Sgecharomyces-tertsled ninindlon o
gomba szaporedist nem mutatobt.



- 126 «

A Gaotrichunmos ttpkbngan mininmdlis erzeporodis utin
n négy= és batnepos ferwentlé mutatott egész kis nde
reti sejtfalbonté tulsjconsiget, de csak Geotrighum

Sepéidunnél,

Xo berzionus £3-75/6. 23,
& négynepos Geotrichumen indukélt fermentlével 100
%eos protoplasztképabdést tepeszteltem Gogtrighum e~
sotében. Smen gombdbél Rhodotorulével indukdlt kizege
bon a sejteknek kbe 35 Twa plokult plasszttd., Sacchae
ronycessel végezve az indukeisdt a2lig képzldttt protoe
plaszt.
Rhodotorula rubre-b6l Rhodotorulds minimdlon végeave
8z indukeist kaptem a legjobb ereduényé /85 %/ ez ed
dipgiektsl altérfens Masomlékérpen Jagcharomyces eseté-
ben is ezzel a prepardtummal volt a legjobb a sejtfale
bontds /950 %/. Bz megktizalité eredudnyt adott a Geote
richumos indukcidul @ neveszett gombe eseifben.
Minden esaetban s négynapos Ternentlé voli z legsktivabb,

Eianolkedl protoplassziképsd tulejdonsdgot mutatott a
Geotrichumos minimdl kizegben termelt formentld, melye
lyel Gegtrichum 6s Seccheromyces gombdindl 100 Heos
sejifalbontést sikerilt elérni. Ugyencsuk J6 hatédssel

birt a hetnapos Rhodotoruldm el841litott fermentlé
Zagcheromyges esetében,
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Bhpdoberula sejtekbs] maxinilisen 50 decs eredményt |
keptem a Geotrichunos indukcidwi.

koningll komolex 23-35/13, 1

Gagipichum candidunm esetdben nintegy 50 “~os sojtfale
bontds mutatkozoit a hatnapos Geotrichumot és Rhodow
toruldt tertelmaszé minimilon tervelietett ensimrend-
susrrel » Ugyanezzel a Rhodoborula sejiek 50 Fmben a

. s em e e e —

toke A Ruodotorulével és Saccharomycessel valé indubke

Cid wevésbé skiiv enzimpreperdtumot eredményezett ax
ubébbi két gombéndl,

A goubdval dngw indukeiés tdapkiizegen képafditt sejte
falbonté envime Bzek skiivitdse kismérvi. Geotrichum
sojtekbll o logjobb Teltételeket figyelenmbe véve /Go-
obrichunes indukeid/ is csak 30 Peos ercdményt kaptem.
Bhodgiorulgera vonntkozdan azonos indukciéval /Racdotow
rulds/ mutetkozott a legjobd eredminyt, majdnen 50 Y
o8 protoplasstkipaldiés.

Succherotyeesekbll  oegyetlen esetben ses kepton saduote
tovd eredudnyt /pl-ként Gho sojibll 200 plasuziot suimcle
tan/.

fat érei protoplesztdlds utdn a Gegtrighum sejttlmeg
toljes egdszében legbmbBlybditt formit mutatolt a Go-
otrichumos indukciével nyert fermentlében,
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Ugyencsek 100 “wos protoplesstképefdést eredményesett
ezen rendszer Saccharomyees sojtekbsl, de csak 24 é-
re wilve. Bzen gombéndl Rhodotorulds indukciével nyert
batnspos fermentld is jé1 bontotta a sejtfelet /80 %/,
Bhodotoruls sejtekb8l a hatnapos Rhodotoruldt tare
tolmané kiUzegben termelfditt emzimmel kbe 60 Yeban kép-
2545t ozmotikusan érzékeny glubtest.

Minden esetben ugrdsszerien csikkent e fermentlé
hatdsfoka sz indukeiés iddvel.

Igon érdekesel az oddigiokt8l eltérs médon e két naopig
tarté indukcibvel termelfdttt a leghatékonyebd ensine
rendszer, Geotrighum esetében a Geotrichumos tdpoldem
ton, Rhodptoruldrpe vonatkozéan o Rhodotcorulds tpkisege
ben, Gootrichumbél 100 ¥, Rhodotoruldbsl valamivel ttbb
mint 50 % protoplasst képzSditt.

Sagchoponyces sejtoknél csupdn a Geolrichumon terselt
enzim rendelkezett sejtfalbonté tulajdonsdggel, de csek
jelentéktelon mértékben.

Sgpccharonyeessel indukdlva hatékony orepardtumot nem
m‘“-

A tires figen j6 sejtfalbontd ensimkompnlexumot termelt
elsfsorben Geotrichummal indukdlva. Az igy 0lfdllie
tott 4 napos fermen:tlével a Begtrichum és Saccharomyces
sejtek 100 %-ban, a Rhodotoruly sejtek 70 %=ban proto-
plaszttd elakultek.
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Rhodotoruldval végezve as indukeiét Saccharomycese
nél 100 %wos Geotrichumndl és Rhodtoruldndl 50 %e
o8 protoplasstképzbdést tepasztaltams A legkisebd
pktivitdsed a Sacchoromyceses minimilon nyert kizeg
volt, kivételt a Saccheromyces sejtek plesatdlind-
ndl mutetott, ahol ezen esetbon is kbe 70 Fwos volt
a sajtfelbontis.

A kisérieti eredmények sszerint Rhodotorule sejtek
feldnak bontdsdre slkelmas ensinmtermelést nem mue
tatotts Saccharomyces ceravisipenel a Geotrichumot
és Rhodotoruldt tartalmezé indukeiés tdpkimeg esetén
6 ére utdn indult meg n sejifelbonids, a 24 éra o=
latt a sejteknek mintegy 50 %ea gimbUlyHBditt les Bze
zel a formentlével Geptrichum sej ekbfl is mininmdlis
monnyvisépl protoplesst képzddbtt.

A vizegilt foj ez indukeiés kizegtfl figgetlenil ie
gon nagy sejtfelbonté hetémsal rendelkesf enzimrende
szer termelt Sacchoaromyces sejtek vonemtkozésdbans A

protoplasztok kiszebeduldsa lassen indult meg, de 24
érn elteltével cusknenm minden esetbon 100 “wos volis

Geotrichum=bél is 100 “wos eredményt kaptem, de csek

2 6 napos azonos fejjel /Ceotrichum/ indukdilt formente
1ével, Ugyanezzel & rendszerrel Rhodotorulgendl kb,

£0 Y=o erodmény mutastkozott. Az epgyéb indukeiés ki



rilmények mellett emen két fol esetében keviésbé hatée
kony ensim képulditt.

Rz elfbbihoz hesonléen j6 intenzitdssel wikdds ensie
met ternelt a Jacgharouyceg-geitfel bontdsdire o Rhow
dotoruldt és Ceotrichumot tortolumsé tdpkizegen. Saco-
haromycessel indukilve a2 onzimssintézist kevesebd
széed protopleszt képzfditt, de ez is elérte a LO %=
obe

A Geotrichumos kizegben termelt € napos fermentlével a
Septyichun sejtek 70 “ea aplakult pleszttd. A hesonléan
indukdlt & napos fermentlé mutatta Rhodgiorule proto-
plesatdldsdndl & legnagyobb pktivitist. A mdslk két
formeonticiés 4t nagyon kis gktiviided enzimet adott.

A tirzset Geotrichumot tertalmansé tépkizegen nevelve
6 nup utdn a Gogtrichum és Jegoharomyges sejtokbEl
100 Swos protoplasstképsfdéct mutaté ensimprepardtune
hoz jutoitem. B2 a fermentld Rhodotoruls sejtfalénsk
bontisdrs csek kis teljesitmdinnyel /2o %/ heszndlhetd,
ugyanugy mint « Rhodotorulds indukciéval lym farmonte
16, omely a Rhodotorula sejiaknek 25 “wdbsl képenotd
protoplesziot, eszel neﬁi« Geotrichun és Saccharomye
cos esmetén 100 Twot art ol.

Saccharomycessel indukdlve gyekorlatileg ccek a Sucge
harouyces sejtek feldnsk emfsztésére keptam jé hotdsd
kizegata
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Lo slaucun 0593
Gegtrichum sejtek protoplusetdlisdrs figgetlenil ez
indukeis kirtlményeitl - gyenge hatdsd feruentdé
uuntﬁu&iémth 2% $ra mdlve ie alig vols protos
ploszte
Ugyenezan fermen:leveikel Zepmerkaptoetaenci jeloene

1étébeon 50 7wos protoplasstképzédést tapesstaltien
Ahgdgtorula esetiében. Sggcharouycegre vonatkozéan a
bironféle médon el84llitott enzimprepardtum kizel o=
zonos eredményt mtatotl, de €2 nem érte el az 50 U=

obe

s specios 0302
Sgccharomycessel végezve ez indukeidét hatduos enzine
komploxum nem képafditt.
Mind Oeqotpichum mind Rhodotorulp esetében a legiibdb
protoplasatot 2 Rbodotoruldvel indukilt fermentlében
sednol tan, de o2 is alig heladia meg oz 50 Teot, Gee
obrichumos tipklzegben tenyésstve a Trichodermit o
képzBatitt enaimrendscer egyedil Sogcharquygesrg voe
nathonfen mutatott jobb sejifelbonté Sulejdonasdgot,
wingé oz ellzbok,

2 Engipkongontraeistgl figg protoplassthinads értfkeldse

s 2ipide-bl nyert fermentld 100 “wo0s protoplaszte
képsbddut eredményonati.
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Bat kétoseresdre higitve ndg kizel azonos hetdsfokot tude
ten kimutatnl. A kivetkezS higitdsi léptékben /i4u/ e proe-
toplosztképeldés 25 Ywos calkkendst adott. Hyoleszorosfra
higitve o formentlovet a seojteknek mindisuze 20 Teg alakult
protoplesuzttd. 6z higitisd gyekorlatileg hetdstalen volt,

2o koeningd 51=35/13. 7+ tOrazsel elfdilitott enzime
prepavdtunm ennél is gyenglbd eredménycket adott, Mir a kéte
szeres higitdendl is valomivel 75 # ald esett o protoplessie
képafdés nértékénél a négysseres higitdsd fernentlével a Gow
otrichun sejteknek mindtssse 25 “wabél sikerilt protoplssse
tot kepnl, &5 ezt is ccak 24 éra milve, A tovibbi higltdse
ben még volt kismériékii protoplassthépuetide, de a 16x higie
tdsd toljesen insktivnak mutatkozott,

Se Sefrps oprimproporvdtumsal kepogolatog vizsgiiati epaduge
Bygk _&rtikel ise

A T, viridevel ¢l84l1itott fornentlébdl liofilenés uw
tén viszonylag kis mennylségl ssiresenzimet sikerlilt nyore
nie Bonek 1 mg/ml t6ménységl oldeta 100 feos oktivitdst
nutatotte 10«szeres higitds esetén 00 Yera 100z-ra higie
va 25 Yepa cskkent a protoplessthképss intenzitds. 1000%
higitisban 24 6ra milva mdr alig volt protoplasst.
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4. Ensipor epapdbus fagvgestve t8rkénd tirolisivel kancsplatos
kigdrlgtak drigkeiése

A friss formentlével Geotrichum sejtekbSl 100 %wban
kapten protoplessztoket. Egy hét milve is hasonld eredménys
koptan, 88t nde 2 4. hit viglre son coikkent o fermentlé oke
tivitisa.
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UsszerocLaLLS

Tokintve a protoplasstképués elméleti és gyskorlatl joe
lentSségét, harmine Trichoderme tiruset vizsgiltam meg
« hiron gombafajbél valé protoplesstképzéere alkelmnes
enzimssintésis tekintetében.

Az ensimtermeltetist hirom kilinb¥al Ssszetételd
indukeidés tdpkBzogen vigentem. A tdpoldatok egyedili széne
forrdisként Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces sejtek
preparditumit tartalmantdk.

Figyeltem az enzinssintéuis alckuldsdt ez indukeld i-
dejének fuggvényében, 2, &4, 6 napon keresztil. A kilGnbUal
tdpkUzegoken tormelfditt fermentlé enzinaktivitisdt z‘. #‘,
6" 68 24® o1teltével 2emorkaptostancl jolenlétében és @ néle
kil a Geotrichum cendidum, Rhodotoruls rubra és Saccharonye
cos cerevisise /12 6réndl nem idSsebb/ seftekbsl képzsdé
protopl asztok sednldldsdvel ellenfriston.

Hegvizsgdltan a Trichoderma viride 63 T. koeningl
Sl=35/13e 7« torzsekb@l anyert fermentlevek aktivitdsdnak
véltozésdt a koncentpdeld figsvényében /Sttegt felesfhigle
tésd sor/, velamint as emsimektivitds vdltodsdt, «16°Ceon
velé tirolds mellett a tdroldsi 146 figgvényében.

Végozetil a Te viride fornentlébsl nyert sziraz enzive
prepardtum hatékonysdgit ellenfriztens Vizsgdlati eredud-
nyeimet az aldbbiekben Usszegzems

1, A 30 Trichoderans $9rss kizil e T. psoudoskoningi
51«32/1s 945 & T koningl komplex koningd 23-33/6. 56. &8
a T hametum 23=38/46. $Urasekbsl sejtfalbonté enzimprepos
réatumot nem kaptam.
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13 ttres tormelt olyan enzimed, emely Geotrichum saje
tokb8l loo ¥ protoplasstot sdott /T. viride, 7. kooningi
51e35/13450¢ Ts koeningl 51-35/13¢ 7oy 51=B5/13. 114y 7o
bonatun 23=35/13¢ 344923=33/6s 504y 5538, 53¢y Te horsies
aum 23=30/65.4 Te koningli komplex 23-33/6¢ 244y 23=35/13.
2ley 23=33/6e 294y 23=32/14 ey 2330/49, /o Hot tires ki
zopes aktivitdet mutotots.
b6l protoplesztot nem sikerilt nyors
ni hat tUrze dltel ternell ensimprepardtummal. Kileno tirus
« T, viride, Ts kooningl 51-35/13. 11., Ts homatum 23=35/13
Shey 23=32/14 374 Te barsionum 2%33/6, 234y Ts koningii
komplox 23=35/13¢ 21ay 23=33/¢ 29ey 23=32/10 394y 23=38/19.
- angimpreperdtumival 60 Twot mogheladéd sejtfalbontdst értem
ely de ogyik esolben sen keptem fo Yendl jobd credményt. 2
tobbi tGrzzsel elddllitott formentlé kUmepesnél /2o-30 %/
gyengébb sktivitdsd volt.

| sojtakbél 9 tUrss ensimeivel
- Ty viride, T.honatus 23532/1, 374y T horszianue 23«36/65.y
Te koningii komplew 23=35/13. 194 23=35/13s 214y 23=33/6.
ey 2332714 30ey 23=30/484y 23=38/404 = 100 Twos volt e
protoplessiok ardnye, Ut tirss negativ ercdményt adott, a
tUbbi kisebb hetékonysfigi ensimeket tormelt.

Te viridevel Ussnchasonlitve megillaepithaté, hogy @
harmine ¢0rss kizidl 1012 termelt hosenlé ektivitisd enzie

mekeb,
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2¢ 42 indukcidhoz folhaszndld tapkbsegek kismil dltee
l1dben & Gootrichum sejtoket btartalmens minimil tdpoldatban
torneldditt onsim volt & legakiivabd niud o hirow goba o=
setébens A leghovesebb protoplesziol  Saccharouyceseszel
tirténd indukeidval kaplem.

Geotrichun seftekbSl valé protoplasztképséere csek egy
tirss esetében kuptom Rhodotorulds indukeiés rendozerben o
lyan ensimkevordket, omely 100 Ymos sktividdsd volt, ebben
a3z esetbon Geotrichummal valé indukeld Gootrichum sejtekbil
ne  eredményerett 100 Ywos protoplesztképsidéat. Rhodotorue
1a doetében 4 tir-zsel keptanm jobb eredményt s Rhodotorulfe
val indukdlt tdpkizegen, mint o Ceotrichumsal tUrténd idne
dukels esetén /Te harsisnum 2333/64 2344 T. koningli kompe
lex 23=35/13¢ 20.,25=35/13¢ 214y 23=35/134 244/,

Ssecheromycesnél o hirom kilbnbUed médomn termelt enszime
preparitun a leogtdbdk esethen szonos vagy hesonlé hatded volte.

A Te koningli komplex 23-32/1. 364 volt az egyediili oe
lyen t9rzs, smelynél a ferusentldvel CGsotrichusbsl nem kepw
tam protoplesztot, amig Rhodotoruldbsl Be Yeos o Saccheros
nycosnél 100 “wosnsk mutatkozott a plesathépzbdés.

Jo Igen wok esetboen a négynapos fermentld protoplasche
képz8 sktivitisa volt ¢ legjobb sswsben o 2 é¢ € neposocl,

by 8 protoplesztok szima s keselési 1°8vel fokozatosan
omelkedatt,
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Néhény osetben « Geotrichumnil « mir a 6, 6ra utdn megkie
selitette a 100 %eot /T. koeningl 51=35/13s 5.y 51=35/13.
7oy 51=35/13, 11y Te koningl komplex 23«35/13, 21., 2%=38/
494y Te bomatum 55-38/53./.

Se¢ A Bemerkeptoetancl 41teldben csek kis méridkben
fokoszta 2 protoplasztképaddést, kivétels a T. koeningi
5135/13s 5e tUresnél tepossisliom, Geotrichumbfl Sesere
kaptoetanol jelenlétdben 100 %, & nélkil 25 7% volt & pro-
topleastok mennyiséges Rhodotorule-ndl a T. koningii kompe
lex 23=30/4bwas tUrzzsel 2-merkeptoetencl jelenlétében a
pl 850/ul sejtbél 560/ul alokult protoplassttd, ellenkezs
esetben Boful,

6; Az enzimektivités a formentlé 2x higitdisdval nem
mietott jelontls cobkkonést, Te viride esotében még e 4x
higitds is 75 %eos sktivitdsd velt, o misik t0rzsné]l ilyen
higitis mellett mdr csupdn 25 % volt a protoplesstok mennyle
s8gae Tovibbl higitiscal mér alig bontoth a sejtfalat,.

e NéY hét utdn = «16%C-on volé térolds mellets - az
enzimpktivi tds wég 100 © volt.

8¢ 7o viride fornmentlébfl fogyes:ztva s2dritdiscel elbe
611itott, szirazenzimpreperdtun 1 mg/ml, velanint 0,1 mg/ml-

es tUménységben 100 %eos asktivitdssal oldotts a Geotrichum
sojtfalét, 0,01 mg/ul esetén mdr jelentéktelen volt a proto-

plasuztképaddés .
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KSsclnetet szemtnsk mondeni dr. Ferenczy lLajos egye-
temi doconsnek, a bioléeiel tudominyok kandiddtusinak o
kijelilt témiért, elaéledi 85 gyskerlati vonathosded tande
csalért, s témevezetés sordn nyijtott wesszemend segitche
gbére.

Megktoztnim a JATR, valamint az flelmiszeripari Fie
iskola Mikrobiolégia Tonsaék kollekBiwiidnak tinmogatdsdt.

.....



HELLERLETEK



I. sz. melléklet

| iBI438/13.8

& .. [ »
$1-28/12 51-38/13.7




II. sz, melléklet

23-32/1,858

23-38/13,34

51--36/13.11




III. sz. melléklet

‘23-33/6.:23 |




IVe 8% mellk’klet

23-33/6.24

23-38/13.20 i . gacasseize

23-38713.21 | g3-32/1%8



V. szZ. melléklet

23-32/7139

123-30.4ar






