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A réz ionok hatasa a médositott Z6ld Fluoreszcens Fehérjére
Effect of cooper ions on modified Green Fluorescent Protein

Efectul ionilor de cupru
asupra Proteinei Fluorescente Verzi modificate

BALINT Emese-Eva'?, KERESZTES EI6d?, FUNKENHAUZER Bernadett?,
DEMETER Erika', LANYI Szabolcs®

'Bukaresti Mlszaki Egyetem, Alkalmazott Kémia és Anyagtudomanyok Kar,
RO-060042, Bukarest, Splaiul Independentei 313,
tel.: 4021-402 96 24, fax 4021-402 39 34, email: balintemese@sapientia.siculorum.ro, www.upb.ro
*Sapientia EMTE, Miiszaki és Téarsadalomtudomanyi Kar, Biomérndki Tanszék,
Csikszereda, RO-530104, Szabadsag tér 1., Tel.: 40-266-31 71 21, Fax 40-266-37 20 99

ABSTRACT

The Green Fluorescent Protein (GFP) was isolated from the jellyfish Aequorea victoria, and it is used in bi-
ology and biotechnology for monitoring the proliferation of cancer cells and stem cells, and also it is often used as
a biosenzor for qualitative and quantitative determination of metals. Different metals have different impact on the
protein’s fluorescence, some metals reduce the intensity (Cu, Fe, Mg), while others increase (Zn) the fluorescence
intensity emitted by the protein.

The gene encoding the wild-type protein and the two histidine mutant (Q204H-S202H) was introduced in
Escherichia coli BL21 (DE3) Star cells. After cell disruption proteins were isolated by immobilized metal ion affin-
ity chromatography.

Sensitivity of these proteins toward metal ions was investigated at different concentrations of Ci’" ions vari-
ing the pH (6.5-8) and the incubation temperature (20-45°C).

OSSZEFOGLALO

A zold fluoreszcens fehérjét (GFP) az Aequorea victoria meduzabdl izolaltdk, és eldszeretettel alkalmazzak a
biologia és biotechnologia teriileten egyarant rakos sejtek terjedésének és Ossejtek osztoddasanak nyo-
monkévetésére, valamint bioszenzorként is hasznaljak a fémek mindségi és mennyiségi meghatarozasara. Kiilon-
bozo fémek kiilonbozoképpen hatnak a fehérje fluoreszenciajara, egyesek csokkentik (Cu, Fe, Mg), mig masok
novelik (Zn) a fluoreszcencia intenzitasat.

A vad tipusu és a két mutdciot (S202H-Q204H) tartalmazo modositott zold fluoreszcens fehérje genjét tar-
talmazo plazmidot Escherichia coli BI21(DE3) Star sejtekbe transzformaltuk, sejtfeltaras utan a termelt Ossz-
fehérje extraktumbdl affinitas kromatografiaval izolaltuk a fehérjéket.

Az igy eloallitott vad tipusu és mutans zold fluoreszcens fehérjék érzékenységet vizsgaltuk kiilonbozo kon-

crer

Kulesszavak: EGFP, bioszenzor, fluoreszcencia intenzitas, mutins EGFP, transzformalas.

1. BEVEZETO

Egyes szerves vegyliletek magasabb energiaju (gerjesztett) allapotba keriilnek, ha nagy energiaju
fénnyel sugarozzak be dket. A tobbletenergiat késébb ugy adjak le, hogy kdzben fényt sugaroznak ki (emittal-
nak). Fluoreszcenciat bocsajthatnak ki kiilonbozé baktériumok, egysejtiiek, rovarok, hidrak és meduzak
egyarant [1].

A fehérjét O. Shimomura 1962-ben izolalta az Aequorea victoria nevii meduzabol. A medaza kék fényt
bocsajt ki védekezd mechanizmusként, amely fény egy részét a GFP elnyeli és z61d fényt emittal.
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A fehérje molekulatomege 27 kDa, 238 aminosavbol all, és hordos szerkezetét 11 B-lemez alkotja,
melynek kozepén talalhato a fluoreszcenciaért felelds fluorofor (kromofor) csoport, amint az az 1.1.-es abran
is lathat6. Ez a hordds szerkezet védelmet biztosit a kromofor csoport szamara a kornyezeti hatasokkal szem-
ben [2]. A GFP-nek gerjesztési maximuma van 395 és 475 nm-en valamint emisszids maximuma 508 nm-en.
Egy spontan posztranszlacios modifikacio soran képzddik a kromofor csoport, amelyet harom aminosav alkot:
a 65-0s pozicidban egy szerin, a 66-0s pozicidban treonin, mig a 67-es pozicidban egy glicin aminosav talal-
hato (Ser65, Thyr66, Gly67). A fehérje csak a nativ, hdrom dimenzios szerkezet kialakulasa utan fluoreszkal.

Ha a kromofor csoport szerkezetét megvaltoztatjuk, tehat az azt alkotd6 harom aminosav valamelyikét
kicseréljiik mas aminosavra, megvaltozik a fehérje tulajdonsaga, példaul a szine. igy lehet kéken (BFP), sar-
gan (EYFP) vagy pirosan (RFP) fluoreszkalé fehérjét kapni, mely variaciok jelentdsen megndvelik a fehérje
felhasznalasi tartomanyat [3].

A GFP kromofor csoportjaban kicserélve a 65. pozicidban taldlhatd szerint treoninra egy stabilabb
¢és ellenalobb fehérje kaphato, az EGFP. Ahhoz, hogy az EGFP fényt bocsasson ki, a hordd belsejében
talalhatdo harom egymast koveté aminosavnak ciklizalédnia kell, mely soran kialakul egy konjugalt imi-
dazolinon gyuri [4].

A z0ld és egyéb szinl fluoreszcens fehérjék alkalmazasi teriilete igen elterjedt, mivel a fluoreszcens fe-
hérjék egy sejt jelolése soran nem modositjak a molekuldk eredeti funkcidjat. A zold fluoreszcens fehérje szé-
les korben alkalmazott mind a biologia, mind a biotechnoldgia teriiletén egyarant: a sejtbiologidban alkalmaz-
zék biomolekuldk jelolésére, mivel a GFP kdnnyen bejutatthaté a célsejtbe tigy, hogy a molekulat kodolo
DNS szakaszhoz hozzaépitik a fluoreszcens fehérjét kodold génszakaszt, igy a célsejtek vagy enzimek funkci-
0ja ¢és helye is meghatarozhat6, viszont lipidek és cukrok nem jelolhetok vele [5]. Az igen figyelemremélto
FUCKCI eljaras is a tobbszinl fluoreszcens fehérjéken alapszik (Fluorescent, ubiquitination-based cell cycle
indicator) [6]. Tovabba a rakos sejtek terjedésének nyomon kdvetésére, dssejt kutatasban (kovetni tudjak,
hogy az Ossejt mely részébol alakulnak ki bizonyos szdvetek) és bioszenzorként is alkalmazhat6é fémek kimu-
tatasara vizbol és vérbol egyarant [7]. A nehézfémek a kromofor csoport melletti fémkoté helyekre bekapceso-
16dva novelhetik (Zn®") vagy csokkenthetik (Cu®",Fe*",Hg"") a fehérje fluoreszcenciajat a koncentracio fiigg-
vényében.

Mivel ezen fehérjék térszerkezete mar ismert, molekulamodellezéssel kiderithet6, hogy melyek a fe-
hérje struktirajaban azok a helyek, ahol mutaciot kialakitva 0j fémkoté helyeket lehet létrehozni, névelve
ezaltal a fehérje érzékenységét a fém ionokkal szemben. A kutatasunk soran hasznalt EGFP fehérjén mutaciot
hajtottunk végre, a 202-es pozicidoban levo szerint és a 204-es pozicidoban levo glutamint hisztidinre cseréltiik
ki [8]. Az igy létrejott mutans fehérje (Mut2, mivel az eredeti fehérjéhez képest két hisztidinnel tobb talalhato

“ gy

vonva a vad tipusu (WT, eredeti EGFP) fehérje fluoreszcencidjanak csokkenése kozott.
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2. ANYAG ES MODSZER

A z0ld fluoreszcens fehérjével végzett kisérletekhez elsd 1épésben sziikségiink volt a fehérjére oldott,
tiszta formaban, lehetéleg minél nagyobb mennyiségben, figyelmebe véve, hogy a méréseket négy kiillonbozo
pH-n és 6t kiillonb6zo hdmérsékleten végeztiik. Ezen okbol kifolyodlag a bakterialis expresszids rendszert (Es-
cherichia coli) valasztottuk fehérjetermelésre, mely rendszer altal nagy mennyiségben €s viszonylag tisztan,
extrém koriilmények nélkiil, olcso taptalajon megfeleld mindségli és mennyiségli fehérjét lehet termeltetni.

A fehérje termelést megeldzden sziikségiink van egy rekombinans vektorra, mely tartalmazza a ter-
meltetni kivant fehérje genetikai kodjat, esetiinkben az EGFP-t kodolo szekvenciat tartalmazé plazmid vektor
a Budapesti ELTE Biokémia tanszék kegyes ajandéka volt, a fehérjén végzett mutaci6 mar a Sapientia
BIBIRC laboratériumaiban valdsult meg.

2.1. Kompetens sejtkultura készitése, transzformalasa

A hasznalt sejtvonalak kivalasztasanal figyelembe kell venni a kiilonb6z6 sejtvonalak rendeltetését. A
kloénozo sejtvonal f6 célja, hogy a baktériumba bejuttatott plazmidot minél tobb példanyban masolja le. A
hangsuly a replikacios folyamatokon van, ezért kevesebb a fehérjetermelésért felelés enzim a klonozod
sejtvonalakban, akkor alkamazzak leginkdbb, mikor a plazmid szaporitasa a f6 cél.

Ezzel szemben az expresszids sejtvonal elsddleges célja a fehérjetermelés. Ennek érdekében a bak-
térium genomjabol kivették az RNaz enzimek egy részét, melyek a mRNS lebontasaért felelnek, igy a mRNS
sokkal stabilabb, és tobb fehérje tud roluk szintetizalodni. Az expresszids sejtvonal esetében a replikacioért
felel6és gének vannak hattérbe szoritva, sok mas fehérjebontd enzim génjével egylitt azért, hogy a baktérium
altal megtermelt fehérjét a sajat enzime ne bontsa le.

Kutatasunk soran kloénozod sejtvonalként DHS5o-t hasznaltunk, expresszids sejtvonalként pedig a
BI21(DE3) STAR sejtvonalat, mivel kompatibilis a pET-rendszerrel, amelyikben az altalunk hasznalt gén
talalhato (pET15b-EGFP).

Az E. coli BI121(DE3)STAR sejtvonalat szélesztjilk LB tapagarra (Luria Bertani:1000 ml-re: 10g trip-
ton, 5g élesztd kivonat, 5g NaCl, pH 7.5), mivel a megfelelo kompetencia kialakitdsdhoz friss folyadék-
kultirédkra van sziikség. Egy kiilonallo teleppel beoltunk 3 ml LB levest, majd 16 oran keresztiil razo
inkubatorban, 150 rpm sebességgel razatjuk. A tenyészetet 100-szorosara higitjuk 50 ml végtérfogatban LB
tapoldattal, és 37°C-on inkubaljuk a log szakasz eléréséig, figyelemmel kovetve a sejtsiirliség novekedését a
600 nm-en mért elnyelés altal. A sejteknek logaritmikus szaporodasi fazisban kell lenniiik, ez a feltétel a
hasznalt E. coli torzseknél ODgy=0.5 értéknél valosul meg. A sejtslirliség nyomonkdvetését CamSpec spek-
trofotométerrel végeztiik.

A novekedési szakasz logaritmikus fazisanak kozepét elérve az Osszes miiveletet jégen kell végezni a
megfeleld hatékonysag biztositasa érdekében.

A tenyészetet (50 ml sejtszuszpenzid) centrifugaljuk, az tilepedett sejteket 10 ml 0°C-os, steril 100 mM-
os MgCl,-oldatban 6vatos pipettazassal szuszpendaljuk, majd 20 percig jégen inkubaljuk. A MgCl, eldsegiti a
plazmid sejtfalhoz valé kdtddését, mivel hozzatapad a sejtfal pozitiv toltésti glikokalix rétegéhez.

Az inkubalas letelte utdn a szuszpenzidt ismét lecentrifugaljuk. A sejteket 1 ml jéghideg, 100 mM-os
CaCl,-oldatban 6vatos razassal szuszpendaljuk, majd egy orat inkubaljuk jégen. Ez a szuszpenzié mar ké-
miailag kompetens sejteket tartalmaz. Hosszabb tava tarolas esetén 200 uL 80%-os steril glicerint adunk a
kompetens sejtekhez, 100 pL-ként szétosztjuk, majd -80°C-on taroljuk Oket felhasznalasig. Hésokkal vald
transzformalas soran kihasznaljuk a plazmamembran azon tulajdonsagat, hogy fluiditasat ndvelve lehet6vé
valik idegen plazmid bejutasa a sejtbe. 1-2 pul pET15bEGFP-WT, valamint pET15bEGFP-Mut2 plazmid pre-
paratumot adunk 100 pl kompetens sejtszuszpenzidhoz, majd 20 percig jégen inkubaljuk, mely id6 alatt a
negativ toltésti plazmidok a Ca®" ionokkal koriilvett sejtek falahoz tapadnak. A hésokk soran a kompetens
sejteket és a plazmidot tartalmazo tubust 42°C-on tartjuk 1 percet, mely id6 alatt a plazmamebrant alkotd
foszfolipid réteg elfolyosodik, és a sejtfalhoz tapadt plazmidok be tudnak jutni a sejtekbe, majd visszatessziik
jégre 2 percre. A sejtekre 0.9 ml szobahdémérsékletti LB tapoldatot toltiink, majd inkubaljuk razatva. Ez az

rrrrr

szélesztiink ampicillint tartalmazé LB tapagarra, és inkubaljuk.
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2.2. Heterolég expresszio (fehérje termelés)

2.2.1. Starter kulturak eléallitasa

A megfelel6 mennyiségii és mindségli fehérje eldallitdsahoz sziikséges, hogy genetikailag homogén
sejtkultarat allitsunk eld. Ezért 3 ml folyékony LB, 100 pg/ml ampicillint tartalmazé taptalajt egyetlen transz-
formalt teleppel beoltva inditjuk el a starter kultarat. Inkubaljuk razo inkubatorban 12-16 6rat.

2.2.2. Termel6 kultara, fehérje expresszid

A starter kultura elkészitése utan egy 1000 ml-es Erlenmeyer lombikba 1évn6, 100 pg/ml ampicillint
tartalmazo LB tapoldatba ontjikk a kémcsOben talalhato baktérium-szuszpenziot, majd a sejtkultarat tovabb
inkubaljuk 37°C-on, razé inkubatorban 16 6ran at, mely folyamat soran az ampicillin jelenlétének koszonhe-
téen folytonos marad a szelekcio, Csakis azon sejtek maradnak életben, amelyek képesek az ampicillint bon-
tani, mellette viszont a plazmiddal bevitt gén (EGFP vad tipust, illetve a mutans verzid) is termelddni fog
(nagy mennyiségben).

2.3. Nyers sejtkivonat eloallitasa

A heterolog expresszioval termelt fehérje izolalasanak elsé 1épése a sejtfalak roncsolasa. Az erre alkal-
mazhaté modszerek igen sokfélék, az ultrahanggal torténd sejtfal- és sejtmembran roncsolas az egyik legegy-
szerlibb és leghatékonyabb sejtfeltarasi modszer. Az ultrahangos kezelés soran vigyaznunk kell a termel6dott
hémennyiség megfeleld elvezetésére, annak érdekében, hogy a lokalisan kialakult magas homérsékletii ré-
szekben ne denaturalodjon a fehérjénk. A sejtkivonat és a sejttormelék elvalasztasa centrifugalassal torténik,
amelybdl szarmazo feliiliszo tartalmazza az oldott formaban jelen 1évo célfehérjét a sejt Gsszes fehérjéivel
egyutt.

A fehérjetermelés utan a baktérium szuszpenzidt lecentrifugaljuk, majd a sejtpelletet reszuszpendaljuk
10 ml 10 mM MOPS pufferrel, hogy biztositsuk a megfelel6 pH-t (7.5), majd 1 o6ran keresztiil inkubaljuk,
végiil -80°C-ra tessziik.

A sejtszuszpenziot kiolvasztva szonikaljuk 3X1 percig, majd centrifugaljuk. A feliiliszot, mely oldott
formaban tartalmazza a fehérjét, egy tiszta Falcon-tubusba 6ntjiik, majd tisztitjuk.

2.4, Affinitaskromatografias tisztitas

Az affinitaskromatografia mikodési elve a Ni-NTA-t tartalmazd gyantan alapul. A vektor konstrukcio
Osszeallitasanal a zold fluoreszcens fehérje génjét oly modon klonoztak bele a pET15b vektorba, hogy az tar-
talmazzon egy hat hisztidinb6l allé rovid lancot, mely megkonnyiti a fehérje izolalasat az Escherichia coli
altal termelt Ossz-fehérjék koziil. A gyantara pipettazott fehérje His-tag része kapcsolddik a Ni-NTA- hoz,
megtapad rajta, a gyengén- vagy nem kotodott fehérjéket mosas kovetkeztében eltavolitjuk egy imidazolt tar-
talmazo oldattal. Magasabb koncentracioju imidazol oldatot hasznalva (300 mM), elualhatjuk a specifikusan
kotott fehérjéket a nikkel-oszloprol. A lecsepegett minta tartalmazza a fehérjénket, melyet egy Falcon tubusba
Osszegyujtiink.

A kolonnaba 100ul Ni-NTA gyongydt tesziink, az igy megtoltott kolonnat atmossuk kiegyenlitdé pufferrel
(7.5 pH 10 mM MOPS puffer, 300 mM NaCl). A fehérjénket rapipettazzuk a kolonnara, az atfolyt mintat pedig
Osszegyljtjiikk. Ezen folyamat soran a 6 XHis-taget tartalmazé fehérjék megkotddnek a gyanta feliiletén, a tobbi
fehérje pedig valtozatlanul atfolyik az oszlopon. A toltetet ismét atmossuk kiegyenlitd pufferrel, hogy a mecha-
nikusan, nem kémiai kotéssel megtapadt nem specifikus fehérjéket tavolitsuk el. Ezt a miiveletet tobszor megis-
mételjiik, az atfolyt oldatot pedig dsszegyijtjiik kiilon Falcon tubusba. A tobbszori mosast kdvetden a toltetre
pipettazzuk az Elual6é oldatot (300mM imidazol, 7.5 pH 10 mM MOPS puffer, 300 mM NaCl) , amely az
imidazol-tartalmanak koszonhetden leoldja a specifikusan megkotott fehérjéket a Ni-oszloprol. Az atfolyt mintat
Osszegyljtjiik, ellendrizziik a tisztitas sikerességét SDS-gélen, majd dializisnek vetjiik ala.

2.5. Gélelektroforézis 15%-o0s SDS-poliakrilamid-gélben

Az expresszalt fehérjéket ellendrizziik és szétvalasztjuk molekulatomegiik alapjan. A gél tartalmaz
SDS-t (Na dodecil szulfatot), mely biztositja a fehérjének a negativ toltést, igy fesziiltség ala helyezve a fehér-
jék a pozitiv porus felé kezdenek vandorolni a térhalos szerkezetii gélmatrixban.

A gél két részbdl all: az also (futtatd) és a felsé (koncentralo) gél. A felsé gélen koncentralddnak a fe-
hérjék, hogy megnovelve a fesziiltséget egyszerre induljon a molekulatdmeg szerinti elvalasztas, az alsé gélen
pedig szétvalnak a fehérje molekulak molekulatomegiik alapjan.
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A minta elékészitése soran azokat 5 percig fézziik 95°C-on B-merkaptoetanol-glicerin oldatban, igy a
fehérjék denaturalédnak. Ezutan 10 pl-t folvisziink a gélre, 20 percig futtatjuk 50V-on, majd pedig 150V-on
100 percig.

Futtatas utan az als6 gélt kivessziik a két tiveglap koziil és megfestjilk Comassie Brilliant Blue festéket
is tartalmazé oldattal. A felesleges festéket kimossuk szintelenitd oldattal, majd desztillalt vizben taroljuk.
Ezek utan elkiilonithetéek lesznek a kiilonbozd méreti fehérjemolekuldk a molekulasuly-markerhez
viszonyitva, melyet a GelDoc (BioRad) transziluminator segitségével fényképeziink le.

2.6. Dializis

A nikkel-oszlopos tisztitds utan kovetkezik a dializis, melynek szerepe a fémek és az imidazol
eltavolitasa a fehérje oldatbol. Az imidazol az eluald oldat altal keriil kapcsolatba a fehérjével. A tisztitott,
imidazolt tartalmazo fehérje oldatot egy 12.4 kDa atmérdjii dializis membranba helyezziik, mely a porusain
keresztiil a 12.4 kDa-nal kisebb méreti molekuldkat engedi atdiffundalni a koncentracidogradiensnek megfe-
leléen. A 2X1 liter 10 mM MOPS-ot és Amberlite CG50 kationcseréld gyantat tartalmazoé dializis pufferbe
helyezve a fehérjéket 48 oran keresztiil kevertettiik 4°C-on. A kationcseréld gyanta megkoti az oldatban
nyomnyi mennyiségben talalhatdé nehézfémeket, amelyek esetlegesen zavarnak a fluoreszcencia méréseket,
mig az imidazol a dializis membran poérusain keresztiil atdiffundal a dializis pufferbe. Az igy megtisztitott
fehérje keriil tovabbi feldolgozasra.

2.7. Fluoreszcencia csokkenés vizsgalata

A két tipusu (vad tipusti és a mutans) fehérjét 10 pg/ml koncentracidra higitottuk 10 mM MOPS
pufferrel 6.5,-7-7.5,-8 pH-ra. Ezen fehérje oldatokhoz kiilonb6z6 koncentracioban adtunk réz-oldatot, és
készitettiink beldlik 0; 0.05; 0.1; 0.25; 0.4; 0.6; 0.8; 1; 2.5; 5; 10; 20; 30 uM-os végkoncentracioju fehérje-
Cu*'- oldatot. Az igy elkészitett oldatokat 20 percen keresztiil vizfiirdében inkubaltuk egyenként 20°C; 30°C ;
35°C; 40°C; 45°C-on, mig a fehérje-fém komplex stabilizalodott. A hékezelés utan mindenik mintabol két
parhuzamos mérést készitettiink, ¢s atlagot szdmoltunk beldéle. A mikrotitrald lemezt behelyeztiik a fluorimé-
terbe (Fluostar Optima fluoriméterrel), és mivel a fluoriméter termosztat funkcioval is rendelkezik, 10 percet
tipusu és mutans fehérje oldatok fluoreszcencidjat, 485 nm gerjesztési valamint 520 nm elnyelési sziiroket
hasznalva. A gerjesztési és elnyelési spektrumot a modositott zold fluoreszcens fehérje esetén kisérleti uton
hataroztuk meg, felvéve a fehérje teljes spektrumat [7]

A kiilonb6z6 pH-n higitott fehérjét lemértiik mindenik rézkoncentracion, és mind az 6t kiilonb6zé ho-
fokon. Az eredményeket atlagoltuk és kiszamitottuk azt is, szazalékban, hogy mennyit veszit a fluoreszen-

crer

3. EREDMENYEK ES KIERTEKELES
3.1. Transzformalas

A pET15b plazmidok rendelkeznek ampicillin rezisztens tulajdonsaggal, azaz kodoljak a (-laktamaz en-
zimet, mely az ampicillin laktim gy(iriijét bontja. Ezen enzim termelése esetén ellendrizhetjiik a transzformalas
eredményességét, ha a sejtiink felveszi a plazmidot, 6 is rendelkezni fog ezzel a tulajdonsaggal, s igy kind az anti-
biotikumot tartalmazo specialis taptalajon, mivel hatastanalitani tudja az antibiotikumot a plazmidon talalhato gén
altal. Az anyag és modszerben leirtak alapjan elvégeztiik a transzformalast, majd 100 pl transzformalt baktérium
szuszpenziot pipettaztunk ampicillines taptalajra. A transzformalas sikeresnek bizonyult, mivel a sejtek kindttek az
ampicillint tartalmazo taptalajon. UV fény alatt ezek a fehérjék vilagitanak (3.1 abra).
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3.1. abra
Transzformalas utan ampicillines agaron kifejlodott EGFP-Mutans? telepek
természetes fényben, illetve UV fény alatt

3.2. Fehérje expresszio és tisztitas

A 3.2.abran lathatd, hogy a fehérje affinitas kormatografids tisztitasa sikeres volt, mivel a zdld fluoresz-
cens fehérje a méretének megfeleld molekulasuly marker mellett fut, 29 kDa-nal. Ugyanakkor kijelenthetjiik,
hogy a fehérje oldat nem tartalmaz egyéeb fehérjéket, ezaltal alkalmassa valik a tovabbi vizsgalatok lebonyoli-
tasara.

66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa

24 kDa >

20 kDa

14.2 kDa

3.2. abra

Fehérje tisztitas eredménye:
1. Oszlop: molekulasuly marker (Sigma), 2. Oszlop: ssz sejtek,
3. Oszlop: Ni-oszlopon atfolyt fehérjék, 4. Oszlop: Ni-oszloprol eludalt WT fehérje,
5. Oszlop: Ni-oszloprdl elualt Mut? fehérje

3.3. Floureszcencia csokkenés

A fluoreszcencia valtozast mértiik a Wt és Mut2 tipusu fehérjéken egyarant, kiilonboz6é pH, Cu®* kon-
centracioé és hdmérséklet fliggvényében.

0-30 uM-os Cu”" koncentraci6 intervallumban a fluoreszcencia 0.5 pM-nal hirtelen lecsokken, majd
nagyon kis valtozast mutat. Ezen észrevétel utan a méréseinket a 0-1 pM-os Cu®" tartomanyban folytattuk. Azt
tapasztaltuk, hogy ebben a tartomanyban jobban csdkken a fehérjénk fluoreszcenciaja, s ezen belill is a Mut2
z61d fehérje mutat nagyobb valtozast. Alacsonyabb Cu®* koncentracio esetén a Mut2 nagyobb fluoreszcencia
csokkenést mutat mint a Wt tipusu fehérje, azaz a mutacié megndvelte a fehérje érzékenységi tartomanyat,
kisebb koncentracio esetén erételjesebb csokkenést mutat (3.3. abra).
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3.3. dbra
A Wt és Mut?2 fehérje érzékenységi tartomanya

A fluoreszcencia csokkenésének vizsgalata soran a 7.5 pH tartomany bizonyult a legjobbnak, a 3.4.-es
abran a vad és mutans tipust zold fluoreszcens fehérje fluoreszcenciajanak csokkenése figyelheté meg a Cu*
koncentracié (c), hémérséklet (t) és szazalékban megadott fluoreszcencia valtozas (1%) fliggvényében (a felii-
letek a Statistica szoftver felhasznalasaval késziiltek). Az dbran lathato, hogy a Mut2 tipusu fehérje nagyobb
érzékenységet mutatott a Cu®* ionokra nézve, mint a Wt tipust. A két fehérje kozti kiilonbség abban nyilvanul
cserélték a Mut2-ben. A hisztidin 0j fémkaoto helyeket alakit ki a kromofor csoport mellett, ezzel segitve el6 a
fluoreszcencia kioltasat. Ahogy az dbran is jol lathatd, a Wt tipusu fehérje fluoreszcencidja szdzalékban kife-

jezve 100-r6l 70%-ra csokkent a Cu®” koncentracio fliggvényében, mig a 2 hisztidinnel mutalt fehérje fluo-
reszcenciaja 100-r61 40%-ra.
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3.4. dbra
A Wt és Mut?2 fehérje fluoreszcencidjanak(1%) csokkénése Cu’™ koncentrdcio(c)
és homerséklet(t) fiiggvényeben
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4. KOVETKEZTETES

Munkénk soran a vad tipust és a két mutaciot (S202H-Q204H) tartalmazo modositott zold fluoresz-
cens fehérje génjét tartalmazd plazmidot Escherichia coli BI21(DE3) Star sejtekbe transzformaltuk,
sejtfeltaras utan a termelt 6ssz-fehérje extraktumbol affinitds kromatografiaval izolaltuk a vad tipusu és a
mutans fehérjéket.

Az igy eléallitott vad tipusu és mutans zold fluoreszcens fehérjék érzékenységét vizsgaltuk kiilonb6zo

srcr

crcr

alkalmazasat a jovoben ivovizek nehézfém tartalmanak kimutatasara.
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Fermentaciés folyamatokbdl visszamaradt élesztésejtek
bioszorpcids tulajdonsagainak vizsgalata

Biosorption and characteristics of residual beer yeast cells
from fermentation processes

Utilizarea in biosorbtie a celulelor de drojdie de bere reziduala
rezultate din procese de fermentatie

MAJDIK Kornélia', TONK? Szende, INDOLEAN Cerasella’, NAGY Boldizsar’

! Babes-Bolyai University, Faculty of Chemistry and Engineering Chemistry,
11 Arany Janos st., RO-400028, Cluj-Napoca, Romania
2 Sapientia University, Department of Environmental Sciences, Cluj-Napoca, Romania

ABSTRACT

The biosorption is an alternative method for the removal of heavy metal ions from wastewaters. The liv-
ing yeast culture are largely used for biosorption processes to accumulate heavy metals. The residual beer
yeast cells result from fermentation procecees, show a great adsorptiom capacity which propose this material
for industrial applications.

OSSZEFOGLALO

A bioszorpcio alternativ lehetoség a nehézféemek eltavolitisara a szennyvizekbdl. Az élesztosejtek
kiilonbézd tipusai alkalmasak a nehézfémek megkotésére. A fermentacios folyamatokbol visszamaradt soré-
lesztosejtek magas adszorpcios kapacitast mutatnak s igy alkalmassa valnak ipari alkalmazasra.

Kulesszavak: Saccharomyces Cerevisiae, immobilizalas, nehézfémek, adszorpcios kapacitas

BEVEZETO

Az utdbbi évtizedek kornyezeti felmérései (monitoring) igazoltdk, hogy az ipari 1étesitmények kozelé-
ben, varosokban, kozlekedési féutvonalak mentén, és sok esetben a szennyvizek, szennyviziszapok mezdgaz-
dasagi teriileteken torténd elhelyezésével kritikus mértékben megemelkedett a talaj nehézfém tartalma.

A toxikus nehézfémek felhalmozdodasa human egészségiigyi, 6kologiai, biologiai jelentdséggel bir. Az EU-
ban 2000. XII. 22-én hatalyba Iépett az EU vizpolitikardl sz6lo6 tn. Viz Keretiranyelv (http://www.euvki.hu/),
amely szabalyozza a vizek nehézfémkoncentracidinak megengedett hatarértékét, ehhez kapcsolédnak az egyes
orszagok kormanyrendeletei, melyek szabalyozzak a természetes vizek mindségi kdvetelményeit.

A kornyezetbe kiilonb6zé modon kikeriilé nehézfemek eltavolitasa feltétleniil sziikséges, visszanyeré-
siik és ujrahasznositasuk fontos mind kérnyezetvédelmi, mind gazdasagi szempontbdl.

Napjainkban az 0j bioeljarasok egyre nagyobb jelentdségliek a viztisztitas teriiletén is.

A bioremediacios technikak egyik alternativ lehetdsége a bioszorpcios folyamatokon alapuléd viztiszti-
tas. Az alkalmazott biomassza alapjan valamint a viztisztitasi eljaras paramétereinek fliggvényében a modszer
gazdasagi vonatkozasban is versenyképes lehet.

BIOLOGIAI MODSZEREK ALKALMAZASA A NEHEZFEMEK MEGKOTESEBEN

A nehézfémek eltavolitasa a kdrnyezetbdl jelenleg altalaban fizika-kémiai eljarasokon alapuld techni-
kakkal torténik, mint példaul precipitacioval, koagulacioval, redukcioval, adszorpcioval, ioncserés eljarassal
és kiilonb6z6 membrantechnikakkal. Ezen technikak mellett egyre jelentésebbek a biotechnologiai eljaraso-
kon alapulé médszerek.

A mikroorganizmusok alkalmazasa torténhet az €10, élettelen vagy kezelt sejtek direkt felhasznalasaval,
vagy a sejtek kiilonb6z6 rogzitési eljarasokkal torténd immobilizalt formajaban.
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Oldatban levé fémionok eltavolitasara haromféle bioldgiai folyamat alkalmas:

— bioszorpcid (adszorpcid), melynek soran a fémionok a mikroorganizmusok feliiletén kétédnek meg;

— fémionok intracellularis felvétele, akkumulacioja

— fémionok kémiai dtalakuldsa mikroorganizmusok hatasara.

A lehetséges mechanizmusok koziil a bioszorpcio a legaltalanosabb és leggyorsabb mechanizmus, ezért
ennek van legnagyobb szerepe a szennyvizbdl torténé fémszorpcidoban. A bioszorpcid kifejezés fémeknek €16
vagy holt biomasszdhoz val6 kotddésének passziv, nem anyagcsere altal kdzvetitett folyamatara utal.

A mikroorganizmusok sejtfalat alkotdé poliszacharidok, fehérjék és lipidek biztositjak a nehézfémek
megkotését. A bioszorpcids folyamatban fontos szerepiik van a sejtfalban levé funkcionalis csoportoknak
(amino-, karboxil-, szulf-hidril-, foszfat- és tiol). A sejtfal jellege és 0sszetétele kiillonb6zo az egyes mikroor-
ganizmusok esetében, igy nagy eltérés tapasztalhatd az adszorpcid hatékonysaga szempontjabol a mikroorga-
nizmusok kiilonboz6 tipusainal.

IMMOBILIZACIO

A mikroorganizmusok a kornyezeti valtoza-
sokhoz torténd alkalmazéasanak egyik formaja a a
kiilonboz6 feliiletekhez torténd tapadas, vagy az
egymashoz tapadas. Ezt a természetes jelenséget
fejlesztették tovabb a kutatok, kiilonbozd rogzitési
technologiakat kidolgozva.

A r10gzité eljarasok elterjedtek a biotech-
nologiai eljarasokban. Az immobilizacids technikdk
elénye, hogy nagy sejtstirliséget biztosjtanak a le-
bonté vagy atalakitdo folyamatokban, és a miivelet
végén olcson és hatékonyan el lehet tavolitani a
sejteket.

A sejtek rogzitése négy alapelv szerint
torténhet:

Adszorpciod eléformazott hordozohoz

— Kovalens kotés el6formazott hordozéhoz
A sejtek egymassal valo keresztkotése bi- vagy multifunkcionalis reagensekkel
— Bezarés részecskékbe, rostokba vagy mikrokapszuldba

Régzités adszorpcioval
A sejtek természetétdl és a kornyezettdl fiiggden hasznalhatunk szilard hordozokat (pl.: granulatumo-

crcr

de fiigg az oldat pH-jatdl, a sejt tipusatol illetve az oldat természetétdl.

Régzités kovalens kotéssel
A sejt hordozbéhoz torténd rogzitése kovalens kotéssel lehetséges a matrixon taldlhatd csoporton keresz-
tiil vagy egy vegyiilet segitségével, ami a sejtet a hordozéhoz koti

Rogzités keresztkotéssel

A mikroorganizmusok sejtfala szabad amino- és/vagy karboxil-csoportokkal rendelkezik. A keresztko-
tés konnyen kialakithato ezek kozott olyan bi- vagy multifunkcionalis reagensekkel, mint a glutaraldehid vagy
a toulén diizocianat.

Régzités gélbezardssal

Egyszeriisége és kivalo sejtvisszatartd képessége miatt az egyik legalkalmasabb rogzités tipus olyan gél
kialakitasa, melybe a sejteket kiillonboz6 polimerek in situ térhalositasa segitségével zarjuk. Az ilyen térhalos
polimerek egyarant lehetnek egy- és tobbkomponensiiek. Természetes gélek (mint pl.: az agar, agardz, alginat,
karrageenan, kollagén, gliikan, zselatin), kémiailag modositott természetes polimerek (pl.: celluloz acetat),
szintetikus gélek ¢és polimerek (poliakrilamid, poliazetidin, polihidroxi-etilmetakrilat, stb.) mind alkalmazha-
tok sejtek immobilizalasara.

A bioszorpcids folyamatok tanulmanyozasara sikerrel alkalmaznak immobilizalt sejteket.
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Az immobilizalasi technikdk koziil az egyik lehetdéség a natrium alginattal torténd megkotés. Szamos
természetes és szintetikus polimer képes arra, hogy hidrofil matrixxa gélesedjen és olyan kiméletes koriilmé-
nyek kozott tegye ezt, ami a lehet6 legkisebb sejtkarosodassal jar.

Az immobilizalt sejtekkel végzett bioszorpcid alkalmas ipari megvalositasra, folytonos eljarasok kidol-
gozasara.

Az immobilizalas szamos elonyt biztosit a biotechnoldgiai folyamatokban:

a). A rogzitett ¢l0 sejtek képesek a hordozo anyagban vagy annak feliiletén szaporodni.

b). Fokozott bioldgiai stabilitassal rendelkeznek

¢). Ellenallobbak a pH valtozassal szemben.

d). Nagy sejtkoncentraciot biztositanak

e). A rogzitett sejteket egyszerti elvalasztani a reakciokozegtol.

Az eldnydk mellet hatranyokkal is szamolnunk kell :

a). A szaporodo sejtek kiszabadulhatnak az immobilizal6 anyagbol

b). A diffizios barrier a matrix, vagy a nagy sejtsiirliség miatt névekedhet.

c). Gazdasagossagi szempontok figyelembevétele.

A legtdbb rogzitési modszer tul koltséges ahhoz, hogy nagyléptékii feldolgozasban alkalmazzak

A KADMIUM MINT TOXIKUS ELEM

Napjainkban a nehézfém kifejezés koznapi szohasznalatban 6sszekapcsolodott a toxikus elem fogalma-
val. Toxikus elemek olyan fémek vagy félfémek, melyek biologiai hatasa bizonyos koncentracio-
tartomanyban, illetve a folott negativ. Azonban e mellett néhanyuk kis koncentracidoban valo jelenléte elen-
gedhetetlen az ¢16 szervezetek zavartalan mikodéséhez.

Nehézfémeknek nevezziik azokat a fémeket, amelyek stirtisége 5 g/cm’-nél, rendszama 20-néal nagyobb.
Legveszélyesebb nehézfém szennyezok kozé sorolhatd a kutatds soran vizsgalt kadmium elem is. A talaj-
névény rendszerben a kadmium nagyon mobilis. A novények kadmium felvétele leggyakrabban a gyokéren
keresztiil torténik, de bekdvetkezhet a levelek feliiletére keriilt porbdl is. A ndvények sokaig elviselik a magas
kadmium tartalmat, igy a kdidmium kdnnyen bekeriilhet az allati és emberi taplaléklancba joval azeldtt, hogy
maguk a novények lathatéoan karosodnanak. Az emberi €s allati szervekben a kddmium felhalmozodik, igy
erds toxicitast fejt ki. A kadmium legfobb veszélye, hogy képes helyettesiteni az esszencialis cinket, annak
jotékony élettani hatasa nélkiil. A kronikus kadmium toxicitas tiinetei kdziil megemlitendd a sziv- és veseelég-
telenség, a magas vérnyomas, rakkeltd hatés, csontelvaltozasok, tiidékarosodas.

A bioszorpcids folyamatok tanulmanyozasara sikerrel alkalmaznak immobilizalt sejteket.

Az immobilizalt sejtekkel végzett bioszorpcid alkalmas ipari megvaldsitasra, folyamatos eljarasok ki-
dolgozasara.

GYAKORLATI RESZ

Fermentacios eljarasokbol visszamaradt élesztosejtek alkalmazasa

Cd ionok megkotésére vizes oldatokbol.

A sorgyartas hulladéka a fermentacids folyamatbol visszamaradt kifaradt sorélesztd. Kutatasaink célja
szorpcios kapacitasok meghatarozasa és dsszehasonlitasa a kereskedelmi valamint tenyésztett élesztosejtekkel.
A viztisztitasbani alkalmazas céljabdl vizsgaltuk az immobilizalasi lehetdségeket is. A kisérleteket szuszpen-
zi6s rendszerekben illetve adszorpcids oszlopokon végeztiik, optimalizalva a technologiai paramétereket.

A sorgyari élesztosejtek immobilizalasa gélbezarassal tortént, Na alginattal.

A gélgyongyok készitéséhez a hagyomanyos csepegtetds modszert alkalmaztuk.

Anyagok és Mddszerek

Bioszorbens:

— Kereskedelmi élesztd

— Sorgyartas soran a fermentacios folyamatokbdl visszamaradt éleszto

—  Tenyésztett élesztd

Immobilizalas: natrium-alginat

Kadmium oldatok: Cd (NO3)2 :- 5 mg/L Cd** ; 15 mg/L Cd*" ; 30 mg/L Cd**
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Analitikai meghatarozas

Kadmium szelektiv Consort Lead Combination Electrode PB21508-003B elektroddal
— Atomabszorpcios spektrometrids modszer

FTIR meghatarozasok

—  Elektronmikroszkdpos vizsgalatok

BIOSZORPCIOS FOLYAMATOK KISERLETI VIZSGALATA

1. Szuszpenzios rendszerben

crer

bol a megfeleld élesztdsejtekkel vizes szuszpenziot allitunk eld, megfeleld keverés mellett.

2. Adszorpcios oszlopok segitségével

Az adszorpcios oszlopok esetében immbilizalt élesztosejtek megkotési kapacitasanak vizsgalata tortént.
Az immobilizalas natrium-alginattal tortént, csepegtetés modszerrel. Az alginat gyongyoket a homoge-
nizalt éleszt6 szuszpenzidjat 1 M-os CaClz oldatba csopdgtetve kaptuk.

Vizsgalt paraméterek:

— Kadmium ionok koncentracio csokkenése az id6 fliggvényében

— Adszorpcios kapacitasok meghatarozasa

— Bioszorpcids egyensulyok paramétereinek meghatarozasa. [zotermak szamitasa
— Ho6mérséklet hatasa a bioszorpcios kapacitasra

— Termodinamikai és kinetikai allandok szamitasa

—  Sejtfeliileti megko6tési mechanizmusok

— Kémiai kezelések alkalmazasa a bioszorbensekre

KOVETKEZTETESEK

A kisérleti eredmények igazoljak, hogy a Saccharomyces cerevisiae sejtek alkalmasak nehézfémek
megkotésére, és igy alkalmazhatdak a szennyviztisztitdsban. A vizsgalt bioszorbensek, a kiilonbozo tipusu
élesztdsejtek, €16 szuszpenzié formajaban, vagy immobilizalt formaban képesek a nehézfémek feliileti illetve

A szorpcios folyamatok vizsgalata az id6 fiiggvényében igazolta, hogy a folyamat az elsé 5-10 percben
gyors, majd lassu folyamat soran 1-2 ora alatt éri el az adszorpcids egyensuly feltételeit. Az adszorpcids
egyensuly a Freundlich és Langmuir izotermaval jellemzhetd. A szamitott korrelacios egyiitthatok igazoljak,
hogy a Langmuir izoterma alkalmasabb az egyensulyi folyamat leirdsara, mint a Freundlich izoterma

A kezdeti nehézfém koncentracio befolyasolja az adszorpcids kapacitast, a koncentracioé novelésével, nd
az adszoprcids kapacitas.

A kinetikai szamitasok igazoltak, hogy a bioszoprcié egy pseudo masodrendll folyamat kinetikaja sze-
rint megy végbe.

A szamitott korrelacios egylitthatok igazoljak, hogy a Langmuir-izoterma alkalmasabb az egyensulyi
folyamat leirasara, mint a Freundlich-izoterma.

A kémiai kezelések alkalmazasa igazolta, hogy a sejtfal feliiletén levo funkcids csoportoknak alapvetd
szerepiik van a bioszorpcios folyamatban. A vizsgalt FTIR spektrumok alatamasztjak, hogy a kémiai feliilet-
kezelések nagymértékben befolyasoljak az ¢lesztésejtek adszorpcios kapacitasat.

A kiilonboz6 tipusu élesztdsejtek dsszehasonlitdsa bebizonyitotta, hogy a sorgyari hulladék élesztdsej-
tek adszorpcios kapacitasa nagyobb mint a kereskedelmi és a tenyésztett élesztdsejteké.

A kémiai kezelések kozil kiemelkedd eredmények kelletkeztek a natrium-hidroxidos kezelés soran,
amely nagymértékben megnovelte az adszorcios kapacitast, minden tipusu élesztosejt esetében.

A fermentaciobol visszamaradt élesztdsejtek bioszorpcids tulajdonsagainak vizsgélati eredményei iga-
zoljak az ipari alkalmazas lehet6ségét a szennyviztisztitdsban.
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ABSTRACT

In our study we examined at laboratory stage the growth of the biomass of bacterial strains, individually
or in the presence of each other, on various media in order to improve the fields of agricultural production,
since this strains constitute the basis of agricultural biopreparates. To process the experimental data we used a
computational method based on a function with six coefficients, determined by nonlinear regression analysis.

OSSZEFOGLALO

Tanulmanyunkban laboratoriumi fazisban vizsgaltuk a mezogazdasagi termelési hozamok novelését
elosegiteni hivatott biopreparatumok eldallitasahoz felhasznalando baktériumtorzsek biomasszajanak noveke-
desét kiilonbozo taptalajokon, egyenkent, vagy egymds jelenlétében. A kisérleti eredmények feldolgozasdhoz
egy hat egyiitthatos, regresszios szamitassal meghatarozott egyenletet hasznaltunk fel.

1. Bevezeto

A mez6gazdasagi termelési hozamok ndvelését eldsegiteni hivatott biopreparatumokat mar az elokészi-
tési fazisban, kozvetleniil a megtervezést kovetden laboratoriumi teszteknek indokolt alavetni. E preparatu-
mok aktiv komponensei altalaban talajokbdl izolalt baktériumok, melyek valamilyen modon elésegitik a kul-
turndvények novekedését, a tapanyagfelvételt pl. nitrogén, foszfor, megfeleld taptalajban, valamilyen inert
hordozén rogzitve.

A tanulmény célja laboratoriumi fazisban vizsgalni e biopreparatumok eldallitdsahoz felhasznalando
baktériumtorzsek biomasszajanak novekedését kiilonbozo taptalajokon, egyenként, vagy egymas jelenlétében.

A biopreparatumokkal kapcsolatosan a kovetkezo kérdésekre keresiink valaszokat:
A. A mikroorganizmusok életképességét illetden:

—  Eletképes-e a megfigyelt baktérium az adott taptalajon?

— Milyen maximalis novekedési sebességet ér el a baktériumtenyészet?

— Az adott koriilmények kozott mekkora a populacid elérheté nagysaga?
B. A mikroorganizmusok kompatibilitasat illetéen:

— Hogyan valtozik a tenyészet novekedési sebessége mas mikroorganizmusok jelenlétében?

A feltett kérdések megvalaszolasara a mikroorganizmusok novekedésének kinetikajarol szerzett elméle-
ti eredmények és gyakorlati tapasztalatok felhasznalasat tartottuk célszeriinek.

Egy megfeleld kornyezetbe juttatott baktériumsejt bizonyos adaptacios id6 elteltével osztddni, szapo-
rodni kezd. Az igy keletkez6 biomassza novekedése, a sejtek szamat értve, egyre gyorsul, egy maximalis se-
bességet elérve, majd lassulni kezd, majd novekedése megall. A biomassza mennyiségének idobeni fiiggvénye
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abrazolasat nevezziik a tovabbiakban ndvekedési gorbének (1. abra). A novekedési gorbe kiilonbozo szakasza-
it a Monod-féle kinetikai modell nomenklatiraja szerint neveztik meg. igy a kovetkezé szakaszokat kiilon-
boztetjik meg: lag vagy lappangasi, gyorsuldé novekedési, exponencialis, lassuld szaporodasi, stacionarius és
pusztulasi szakaszokat. A baktérium-populacié nagy egyedszama miatt a gyakorlatban célszertibb az egyedek
szamanak logaritmusat abrazolni az abszcisszan. Igy egy fél logaritmikus koordinata rendszerben vald abrazo-
last hasznalunk.

Stacionarius szakasz

Pusztulasi szakasz

Bakterium szam(log)

Lassul6 szaporodasi szakasz

Exponencialis szakasz

Lag szakasz

Gyorsul6 novekedési szakasz

id6é

1. abra
Mikroorganizmusok szaporodasi gorbéje

A baktériumtenyészet viselkedésének leirasara alkalmazott kiillonb6z6 modellek legtobbszor a mikroor-
ganizmus tenyészetet jellemzé novekedési sebességet, vagy az ezzel Osszefliggd osztddasi ratat, generacios
idét irjak le, adott koriilmények kozott, kisebb-nagyobb sikerrel. A lag fazis modellezésében gyengébb sikere-
ket értek el (Baranyi, J., 2002).

Az 1. abran leirt novekedési dinamika egy idealizalt eset, amely megkozelitéleg matematikailag model-
lezhet6 egy modositott Gompertz logisztikai fliggvénnyel.

Kiindulva a populaciok ndvekedésének kinetikai egyenletébdl, a novekedési sebesség dN/d¢ kifejezhetd

egy differencial egyenlet segitségével:
dN N
= (1-—)

dt N max

(1

ahol N az egyedek szama adott idGpontban,  a sebességallando, vagyis a maximalis novekedési sebesség,
Nax az egyedek elérhetd maximalis szama a staciondrius szakaszban.

Az N,. paramétert gyakran a tenyészet kiilsé koriilményeinek eltartdé képességéhez kotik. N értéke
aszimptotikusan kozeledik az N, paraméter értékéhez, igy a logisztikai fliggvény ebben a formaban nem
tudja leirni a hanyatlasi vagy pusztulasi szakaszt.

Hutchinson (1948) és késobb Gibson (1984) egy négy paraméteres egyenletet javasolnak:

c

logN = A +—1+e—3(s—m )

Ahol 4, B, C, M, az egyenlet paraméterei, ¢ pedig az id0, mint fiiggetlen valtozo. A (2) egyenletben mar
az egyedek szamanak logaritmusa, valamint M modositott id6 szerepel, ami a fél logaritmikus &brazolast
engedi meg (Fujikawa et al, 2004).

A Monod-féle kinetikai modellbdl kiindulva kiilonbozé egyszeriisito feltételek mellett — pl. allando
kiilsé paraméterek megtartdsa — tobb modell-format dolgoztak ki, pl. Hills—Wright, vagy Baranyi—Roberts,
melyek tobb-kevesebb sikerrel hasznalhatoak a prediktiv mikrobioldgiaban (Baranyi et al. 1995; Lopez, et al.
2004).

A tenyészet maximalis novekedési sebességének meghatarozasara a novekedési gorbe inflexios pontja-
nak koordinatait hasznaljak, a lag fazis tartaméra pedig az inflexiés ponton atmend érintd és a t=0 pontban
érint0 vizszintes vonal metszéspontjabodl lehet kdvetkeztetni (Perni et al. 2005).

Miiszaki Szemle e 59 17



Az (1) egyenletbdl kiindulva, egy inflexids pont van, melynek koordinatai:
N (L)Ma’ &t = 1 n ((NOO/NO)S—l)
Neo 1+8 26 \(Neo/N1)F-1
Mivel a rendelkezésre allo kisérleti eredmények szerint az inflexioés pont koordinatai eltérnek a fenti
értékektol, egy nyilt végl logisztikai egyenletet javasoltak, ahol az N, paramétert mar valtozonak tekintik.
fgy alogisztikai egyenlet a kovetkezé formaju lesz:

%:AN[l—(%)

2}

3)
A (3) egyenletben a kovetkez6 valtozasok torténtek az (1) egyenlethez képest:
Bevezet6dott egy novekedést hatarolo tényezot fiimp:

A=7" flimp

Valamint az @ exponencialis tényez6 és a N, egyedek szamanak aszimptotikus értéke. Igy az inflexios
pont koordinatai a kovetkezok lesznek (Thornley et al, 2007):

. 1N\ . \8_.
M- (L) ? & t; = Ln (—(.N""/Nc')g 1)
Noo 1+6 28 \(Neo/Np?P-1

Ebben az esetben is 4 paraméterre van sziikség az inflexids pont meghatarozasahoz.

Mivel a determinisztikus modellek nem voltak alkalmasak a tenyészetek ndvekedési dinamikajanak le-
irasara, biotechnologiai alkalmazasokra inkabb a sztochasztikus modellek kiilonb6z6é formajat hasznaljak.
(Baranyi, J., 2002; Kutalik et al, 2005).

A neoklasszikus modellek szamba veszik a nagyon bonyolult metabolikus folyamatokat és a sejtek kol-
csOnhatasat a kdrnyezetiikkel. Ebben az esetben a kvadratikus illesztés modszerének alkalmazasa gyakorlati
szempontbol ajanlott. Ezek a modellek az exponencialis vagy logaritmikus szakasz inflexids pontjanak hely-
zetét és a lag szakaszt az exponencialis szakasszal 6sszekotd gyorsuld novekedési szakasz illesztésére helye-
zik a hangstlyt. A felépitett modell egy masodrendii differencial egyenletrendszer, mely lebonthat6 bizonyos
egyszertsité koriilmények kozott egy elsd rendli egyenletrendszerre. Két peremfeltételre van sziikség az
egyenletrendszer megoldasahoz: a kezdeti sejt-koncentraciora valamint a tenyészet kezdeti novekedési sebes-
ségére (Vadasz et Vadasz, 2005).

Ha a mikroorganizmus tenyészetek modellezésénél a kornyezet terhelésbird képessége is beszamitodik,
akkor tobblépcsds, lassan valtozo egyiitthatds egyenlettel modellezhetd a stacionarius és az ezt kovetd fazis,
amely hanyatlas utan oszcillallé tendenciat mutat (Grozdanovski et al, 2009; Idlango et al, 2012).

ANYAG ES MODSZER

Harom baktériumtdrzs, Pseudomonas brassicacearum, Variovorax paradoxus €s Ensifer sp. és két tap-
talaj segitségével végeztiink kisérleteket. A Pseudomonas brassicacearum, Variovorax paradoxus ¢s Ensifer
adherens baktérium torzsek novekedési gorbéjének felvételéhez a torzsek 24 oras tenyészeteibdl fizioldgias
oldatba 0.3 turbiditasti inokulumot készitettiink. Az optikai siirliséget Biolog Turbidiméterrel allitottuk be.
Majd 5 mL Nutrient (pepton 5g/L, huskivonat 1g/L, élesztokivonat 2g/L, NaCl 5g/L illetve komplex (pepton
10 g/L, gliik6z 40 g/L, élesztokivonat 10 g/L) tapleveseket 25 pL inokulummal oltottuk be, majd mikrotitralo
lemezre pipetaztunk 250 pl-t 5-szo6rds ismétlésbe. 48 oran keresztiil 15 perces idokozonként mértiik 584 nm
hullamhosszon az abszorbanciat FluostarOptima fluoriméter segitségével. Az abszorbancidt mint optikai stirii-
séget is tekinthetjiik.

A Lambert-Buguer-Beer torvényt alkalmazva, az abszorbancia:

A=¢e-c-1l 4)

Ahol A az abszorbancia értéke, ¢ a fajlagos abszorbancia, ¢ a fényt elnyelé komponens toménysége, / az
optikai 1t hossza. Tekintve, hogy a fényt elnyelé komponenst a mikroorganizmusok alkotjak, ezeknek a kon-

crcr

c = N _ 4N
TV mazl (5)

Ahol V a minta térfogata, d a minta atmérdje, [ pedig ennek a magassaga. Behelyettesitve:
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4

—-N=K-N
md

A=
(6)

Itt K a modszer allandojunak tekinthetd. Ennek értéke meghatarozhatd, ha ismert Njyedszamt tenyé-
szetnek az Ay abszorbancidjat meghatarozzuk:

K =%
No (7

A mikroorganizmusok szaporodasi sebességét (egyedszam/ora) meghatarozhatjuk, ha az optikai siiriiség
novekedési sebességét megszorozzuk a K allanddval.

A mikroorganizmus tenyészeteket két értékkel jellemeztiik: a maximalis novekedési sebességgel (h™) és
a tenyészet maximalis sejtszamaval. A lag fazis hosszat nem tekinthettiik a tenyészet jellemzo6jének, mivel a
kisérletek soran ebben a fazisban a parhuzamosan meghatarozott értékek kdzott szamottevo eltérések voltak.

A mért abszorbancia értékek segitségével egy 6 egyiitthatos fliggvény egylitthatoit hataroztunk meg,
nemliniaris regresszioval, MATLAB kornyezetben:

_ b1+b2'eb3-t
" by/t+bs-ePot 8)

Ahol 4 az optikai stiriiség (abszorbancia), b, ...,bs a regresszios fliggvény egylitthatoi, ¢ a taptalajra valo
leoltastol eltelt id6, 6raban mérve.

A (8) fliggvény segitségével, numerikus derivalassal meghataroztuk az optikai stirliség novekedési se-
bességét (dA/dt), meghataroztuk az optikai stirliség maximalis névekedési sebességét, majd ebbdl kiszamitot-
tuk a maximalis sejtszam-nSvekedési sebességet (h™).

1. Eredmények
A kiilonb6z0 esetekre meghatarozott egyiitthatokat az 1.sz. tablazat tartalmazza:

1. sz. tablazat: A (8) regresszios fiiggvény kisérleti eredmények alapjan kiszamitott egyiitthatoi

Tenyészet megnevezése bl b2 b3 b4 b5 b6
Pseudomonas brassicacearum & -2.182E+00 | 2.228E+00 | -8410E-03 | -1.I88E+00 | -1.023E-01 | 2.667E-02
Variovorax paradoxus / nutrient

Ensifer adherens & . 2.190E+00 | 2.235E+00 | -8.878E-03 | -1.345E+00 | -1.064E-01 | 2.644E-02
Pseudomonas brassicacearum / nutrient

Pseudomonas brassicacearum / nutrient -2.169E+00 2.169E+00 4.787E-06 3.438E-04 6.388E-05 2.881E-02
Variovorax paradoxus & Ensifer 1186E+03 | 3.890E-01 | 4.029E-01 | 5387E+04 | 3.798E-01 | 3.893E-01
adherens / nutrient

Variovorax paradoxus / nutrient 2.169E+03 6.098E-01 4.197E-01 1.253E+05 5.498E-01 4.090E-01
Pseudomonas brassicacearum & 1.582E+00 | 8.296E-01 | 1.3I13E-01 | 1.339E+02 | 4.238E-01 | 1.275E-01
Variovorax paradoxus / komplex

Ensifer adherens / nutrient -1.112E+00 4.912E-01 1.717E-01 1.488E+02 8.875E-01 1.600E-01
Ensifer adherens & 4562E-01 | 1229E+00 | 9.041E-02 | 8.535E+01 | 4.519E-01 | 9.352E-02
Pseudomonas brassicacearum / komplex

Pseudomonas brassicacearum/ komplex | -2.029E+00 1.640E+00 5.590E-02 2.588E+01 4.095E-01 6.460E-02
Variovorax paradoxus & Ensifer 1.714E+07 | 1.893E-05 | 1.298E+00 | 2.557E+09 | 1.405E-04 | 1.248E+00
adherens / komplex

Variovorax paradoxus / komplex -3.977E-01 1.155E-01 1.135E-01 1.545E+01 1.705E+00 4.733E-02
Pseudomonas brassicacearum,

Variovorax paradoxus ésEnsifer -1.544E+00 8.240E-01 1.876E-01 2.883E+01 6.560E-01 1.787E-01
adherens / nutrient

Pseudomonas brassicacearum,

Variovorax paradoxus ésEnsifer 4.020E-01 1.099E+00 1.009E-01 1.234E+02 4.270E-01 1.029E-01
adherens/ komplex

A regresszios fliggvényeket és a mért eredményeket valamint a regresszids fliggvények numerikus de-

rivalasaval szamitott optikai siirliség novekedési sebességét a 2-14. dbrakon mutatjuk be.
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Ciptikai sdriség

dDOydt

Az optikai sOriséq ndvekedési garbaje
Fseudomonas brassicacearum és “ariovorax paradoxus / nutrient taptalaj

eseteében
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2. abra
Az optikai stirtiség névekedése és az optikai névekedési siiriiség sebessége

Pseudomonas brassicacearum és Variovorax paradoxus nutrient taptalajon

Optikai sdriség

Az optikal siriség névekedési garbéje
Ensifer adherens si Pseudomonas brassicacearum f nutrient
esetében

Szamitatt értékek | ¢
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3. ébra
Az optikai stiriiség novekedése és az optikai siiriiség novekedési sebessége
Ensifer adherens és Pseudomonas brassicacearum nutrient taptalajon
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Ciptikai sariség
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Az optikai sOriséq ndvekedési garbaje
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Az optikai sOriséq ndvekedési garbaje
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14. abra

Az optikai stirliség névekedése és az optikai stiriiség novekedesi sebessége
Pseudomonas brassicacearum, Variovorax paradoxus és Ensifer adherens komplex taptalajon

A tenyészetekre jellemz0 maximalis sejtszam-novekedési sebességeket valamint a tenyészetekben elért

maximalis sejtszamokat, mint a tenyészeteket jellemz6 paramétereket, a 2. sz. tablazatban foglaltuk ossze.

2. sz. tablazat: A mikroorganizmus tenyészetek maximalis novekedési sebessége és a tenyészetenként

elért maximalis sejtszamok

Tenyészet megnevezése Maximalis nove- Maximalis sejt-
kedési sebesség szam
()
Pseudomonas bljasszcacearum ¢és Variovorax 3 598E-+08 7 579E+09
paradoxus / nutrient
Ensz.fer adherens és Pseudomonas brassicacearum / 2 710E+08 5 811E+09
nutrient
Pseudomonas brassicacearum / nutrient 2.618E+09 5.043E+10
Variovorax paradoxus és Ensifer adherens / nutrient 4.136E+08 6.938E+09
Variovorax paradoxus / nutrient 1.998E+09 2.816E+10
Pseudomonas brassicacearum és Variovorax 3 A67E+08 R 727E+09
paradoxus / komplex
Ensifer adherens / nutrient 9.668E+07 2.121E+09
Ensifer adherens és Pseudomonas brassicacearum / 1 860F--08 4 824F+09
komplex
Pseudomonas brassicacearum/ komplex 4.624E+08 1.175E+10
Variovorax paradoxus és Ensifer adherens / komplex 9.793E+07 1.503E+09
Variovorax paradoxus / komplex 3.382E+08 4.898E+09
fseud.omonas brasszcacgarum, Variovorax paradoxus 6.956E+08 1| 174E+10
ésEnsifer adherens / nutrient
{’seud'omonas brassicacearum, Variovorax paradoxus 1 119E+08 2 914E+09
esEnsifer adherens/ komplex
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KOVETKEZTETESEK

A kisérleti novekedési gorbék (2-14. abrak) nagyban eltérnek a Monod-elmélet altal leirtaktol (1. abra),
igy az egyszeriibb, 3-4 egyiitthatos egyenletek segitségével nem lehetett elfogadhatéan megkdzeliteni ezeket.
Annak ellenére, hogy jelen tanulmanyban alkalmazott regresszids egyenlet hat egyiitthatojanak kiszamitasa
nehezebb, a szamitassal kapott novekedési gorbék jol megkdzelitik a kisérleti eredmények segitségével felraj-
zolt ndvekedési gorbéket.

A tenyészeteket jellemz6 maximalis novekedési sebességekbdl kovetkeztetiink arra, hogy az Ensifer
adherens lassan fejlédik a Nutrient taptalajon. Ugyanakkor észrevehetd az Ensifer adherens és a Variovorax
paradoxus kolcsonds inhibicidja. Ez a a kdlcsonods inhibicid nem volt észlelhetd az Ensifer adherens és a
Pseudomonas brassicacearum esetében. A legnagyobb életképességet a Pseudomonas brassicacearum eseté-
ben észleltiik, mindkét tipusu taptalajon, az Ensifer adherens és a Variovorax paradoxus jelenlétében.

KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozat elkészitéséhez anyagi tamogatast nyujtott a Gazdasagi versenyképesség novelése és a tudas-
alapu gazdasag fejlesztése program keretében tdmogatott POS-CEE 469/11817 ,,Mikrobialis oltdbanyagok
eldallitasa a haszonnovények védelme és produktivitasanak novelése érdekében — BIOPREP" palyazat. (The
laboratory experiments were prepared with the financial support from the “BIOPREP — Microbial bioprepa-
rates for increasing the productivity and crop protection” research funded by Sectorial Operational Pro-
gramme, Increase of Economic Competitiveness Operation 2.1.1. of the Romanian Ministry of Labour, Family
and Social Protection, through financial agreement POSCEE No. 469/11817.)
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Az ember sokrétii tevékenységbol szarmazé
légkori vizg6z a foldi felmelegedés f6 oka
— az elmélet tovabbi bizonyitékai —

The main cause of global warming is the atmospheric water

vapor originating from the manifold man’s activity
Additional important evidences for the justification of this theory

Cauza principala a incalzirii globale este
vaporul atmospheric de apa rezultat din activitatea multipla a omului
Dovezi noi ale teoriei

MUZSNAY Csaba

Ny. egy. el6éadotanar
Babes-Bolyai TE, Kolozsvar,
Arany J. u. 11/113,cmuzsnay@chem.ubbcluj.ro/0264484970

ABSTRACT

Based on data from the last two decades, global warming has become an incontestable fact and for the
six levels development of greenhouse effect of the water vapor has been obtained a number of demonstrations.
In warm seasons the warming effect of anthropogenic water vapor is significant.

OSSZEFOGLALO

Az utolso két évtized adatai alapjan a globalis felmelegedés(GFL) ténye vitathatatlanna valt és a viz-
206z(VG) tiveghdazhatas(UGH) dnak hat szintes kibontakozdsa szamos bizonyitdst nyert. Meleg évszakokban az
emberi eredetii VG GFL-t okozo hatdsa jelentos.

Kulesszavak: a 1égkori (LKi) VG okozta GFL, a VG UGH-4nak hat szintje, felmelegedést elfogadok
(warmists) és tagadok (skeptics), iiveghdzgazak (UHG), IPCC eredmények, a Fold SUMAFET (SUgérzasa Mint
Abszolut FEkete Test), a Fold hosszahullamu (HHU), un. hdsugarzas(HS)-a, a NapSUMAFET, a VG széles
elnyelési szinképe, vizdimer, viztrimer, hidrat-klaszterek, aeroszolok, felhdk fényelnyelése, elmélet az emberi
eredetit VG GFL-t okozd hatasarél (ELEMERVG GFLHAT), emberi eredetic VGforrasok (EMERVGFO),
LKiVG kiilonleges sajatsagai, LK gazok fazisdiagramja (LKiGAFADI), a viz harmaspontja (V3P), LGi csapa-
dék-képz6dés(CSAKE), LGi nedvesség szallitas (NESZA), EFT és DFT kozotti eltérés, a jégfeliiletek csokkené-
se, pozitiv visszacsatolas, also troposzféra atlaghdmérséklete(TLT), a VG gyors LK-i cserélodése, rezgési, forga-
si savok.

Az id6jaras jellemzése és elorejelzése a mindenkori ember fontos elfoglaltsagat képezte. Tette ezt na-
gyon kevés adat birtokaban és mind tobbnek az ismeretében is. Nyilvan ennek a tevékenységnek a sikere
aranyban allt az emberi tdjékozottsag mértékével. A XX. szazad masodik felének és XXI. szazad els6 12 évé-
nek a klimakutatas szempontjabol legfontosabb jellemzdje a rendelkezésiinkre allo és felhasznalhaté adatok
mind nagyobb szama és megbizhatdsaga. Soha ennyi mérési adat nem keriilt a tudosok asztalara a f61di ellen-
6rz6 pontokrol és a mind specializaltabb méréholdakrol, csupan fel kell ket dolgozni a legkiilonboz6bb
szempontok szerint, valamint helyesen, objektiven ¢s tudomédnyosan értékelni. Az értékelések alapjan megal-
lapitast nyert, hogy az utobbi majdnem masfél évszazadban, de kiilondsen a mult szazad nyolcvanas éveitdl a
légkdrnek és Fold felszinének atlaghdmérséklete allandéan emelkedett.

Nem csak a globalis felmelegedés ténye, de kiillondsen annak eredete vitatott. Az emberi tevékenység-
bol szdrmazd szén-dioxid altal okozott GFL adaz vitak kereszttiizébe keriilt. Napjainkban elsdsorban két tabor
allt egymassal szemben: a felmelegedést bizonyitok illetve elfogadok (Warmists) és az ezt tagadok, a kételke-
dok (Skeptics) csoportja. Ez utdbbiak koziil nyolc szerzd, Dr. Tim Ball vezetésével megjelentették 2011-ben
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az Egi sarkany megolése — ,,Slaying the Sky Dragon” — cimii vaskos konyvet [1], melyben a CO, és mas
iiveghazgaz (UHG)-ok szerepének megkérdéjelezésével és az emberi tevékenység eredményeként bekdvetke-
70 1égkori széndioxid-tartalom névekedésének melegedést kivaltd hatasat tagadjak tudomanyos érvek alapjan.
Tamadjak az IPCC kutatdk eredményeit és modszereit is [2].

Dr D.W. Allen vitazott a ,,Slaying the Sky Dragon” szerzdivel és 2012 oktoberében vitaanyagot jelente-
tett meg, ,,Is the Greenhouse Effect a Sky Dragon Myth?* — Az UHH egy égi sarkany mitosz? cimmel [3]. D.
W. Allen hasznosnak tartotta a vitat és reméli, hogy gyiimolcs6z0 is lesz, a szkeptikusok kijelentéseinek egy
részét helyesnek talélta. Sok allitasuk viszont megalapozatlannak bizonyult.

A VIZGOZ GLOBALIS FELMELEGEDESBEN JATSZOTT SZEREPENEK
ELLENTMONDASOS ERTELMEZESEROL

Az UHG-ok kozott elsésorban a CO,, CHa, NO,, SO, O; légkort felmelegitd hatasdval szdmolnak, a
felsorolas csokkend sorrendjében. A 1égkdri VG az eldbb felsoroltaknal sokkal nagyobb atlagtoménységgel
fordul el8 és a legnagyobb UHH-al tiinik ki, de ennek dacéra nem veszik figyelembe a GFL-ben jatszott sze-
repét.

A leveg6 szimmetrikus elekron- vagy molekulaszerkezet(i f6 6sszetevéi (N,, O,, Ar, Ne,) egy vagy két-
atomosak, nem nyelik el és nem is sugarozzak ki, sem a Nap sem a Foldfelszin kis energiajt, HHU sugarzasat.
A viszonylag kis mennyiségben eléforduld UHG-ok harom vagy még tobb atomosak és aszimmetrikusak,
legalabb is gerjesztett allapotukban. A linedris szén-dioxid molekula alapallapotban nem polaris, egyes rezgé-
sei soran azonban polarissa valik, és igy kolcsonhatasba 1ép a HS-akkal, elnyelve a Fold altal abszolut fekete-
testként kisugarzott hosszu hullamt energidjanak egy részét (1. és 2. abra jobb oldali része) A Nap SUMAFET
maximuma a rovidebb hullamhosszu lathaté szinkép tartomanyaban talalhaté (1. &s 2. abra baloldali része).
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1. abra 2. abra
A Nap és a Fold feketetest sugarzasa A Nap és a Fold fekete test sugarzasi gorbéi és
ezek részleges egymasra teviodeése. Az UHG-ok
Source: (féleg a VG és CO,—1. 3. dbra)
http://www.atmos.ucla.edu/~liougst/Lecture/Lecture 3.pdf nemcsak a foldi de a Nap sugarzasbol is

nyelhet el 3-5 um-él (kettos UGH)

A haromatomos viz, a hatatomos vizdimer és a kilencatomos viztrimer mint a 1égkori VG f6 alkotoré-
szei aszimmetrikus szerkezetliek, és nagymértékben abszorbealjak (3-5. abra) illetve ki is sugarozzak a Fold
HHU un. HS-at, felmelegitve ezaltal a legalsobb levegéréteget [4].

A VG kiilonleges szerepe az UHH-ban elsésorban annak tulajdonithato, hogy az aszimmetrikus szerke-
zetll viz- és asszocialt vizmolekulak jellemz6 dipolus nyomatékokkal rendelkeznek. Ezaltal kdlcsonhatasba
Iéphetnek az elektromagneses sugarzasnak mind a lathatd, mind a mikrohullamu, illetve infravords sszetevo-
ivel (6. abra). A viz az egyetlen olyan szabalytalan szerkezetli molekula, amely viszonylag jelentds tomény-
ségben van jelen a 1égkorben, nagy tartalékokkal rendelkezik (pl. az dceanok, tavak, eljegesedett tengerek és
foldrészek vize), és a légkorben is képes halmazéllapot-valtas (HAV)-okra. Szinképe nagyon bonyolult szer-
kezetii. A HHU sugarzassal kolcsonhatasba 1épve gerjesztédik és azt elnyeli.

A f61di sugarzasok elnyelésének 65-70%-aért a VG a felelds (1. tablazat és a 7. abra vizre vonatkozo ré-
sze). A felh6k VG-tartalmanak figyelembevételével valdjaban ennél nagyobb mértékii elnyelésrdl van szo. A
szén-dioxid viszont csak 20-24%-os elnyelést biztosit (s6t még kevesebbet) ugyancsak a vordson inneni tar-
tomanyban annak ellenére, hogy a legjelentdsebb antropogén gaznak tekintik, az 6zon 6-8%-os elnyelésért, a
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metan és nitrogén-oxidok tovabbi 6-8%-ért felelosek (7. és 8. abra). A napsugarzas 1égkori szinképének vizs-
galata alapjan megallapithato, hogy a VG-nek nagyon széles abszorpcios szinképe van, de ezen beliil joval
szélesebb az IR-ben valo elnyelése mint a CO,-¢€.

Az UHH semmiképp sem tekinthetd kikiiszobolendd csapasként, hiszen nélkiile a Foldi élettér mintegy
33 °C-al lenne hidegebb és valdszinli, hogy képtelen volna az élet fenntartasara [Sb, 6a]. Az eddig elfogadott
allaspont az, hogy a globalis VG-tartalom az elmult szazadokban nem valtozott jelent6s mértékben, s ezért a
felmelegedési folyamathoz nem jarult hozza [7a, 4]. A VG-t nem tekintik antropogén eredetiinek és f6 forra-
saként csak a természetes parolgast veszik szamitasba [8b, 4/474 o.].
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3. 4bra

4. abra

A Nap sugarzasi szinképe
a legkor tetejen (sarga)
és a tenger szintjén (piros).

AMO, AM1 és AM1.5 Egy levegd tomeg vagy AMI
nem mds mint a foldi léegkor vastagsaga.
Zérus levegitomeg, vagy AMO a légkortél nem

befolyasolt tirbeli napkisugarzas. Az AM1.5
fénynek a teljesitmény siiriisége 1000W/m’ kériili,
mig az AMO fénynek teljesitmény stiriisége
kb. 1360 W/m’ s mint ilyet naprendszeri
allandonak tekintenek.

Szembetiind a vizmolekulakhoz kétheto
szinkép részletek gyakorisaga.
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5. abra 6. abra

A Nap sugdarzasi szinképe
Foldon kiviili és legkori szinkép

A gazmolekuldk elektron, rezgési és forgdsi energia
atmeneteinek megfelel6 szinképvonalak

Az elektron energia-dtmenetek nagy értéket képviselnek, elvileg diszkrét vonalakbdl allnak a szinkép
UV ¢és lathato tartomanyaban. A rezgési energia-atmenet mar kisebb energiahoz kotddik, ezért a kozeli és
kozbiils6 IR tartomanyban észlelhetd. A forgasi energia valtozasa még kisebb energia hatasara torténik, vona-
lai a kozbiilso és tavoli IR-ben észlelhetok. A rezgési atmenethez tartozo forgasi vonalak kozel esnek egymas-
hoz, szinte egymasra tevodnek, rezgési forgasi savot hoznak 1étre (az abran a két els6 sav). A rezgési atmenet-
hez nem kapcsolddd nagyon kis energidju forgasi szinkép vonalak savjai nagyobb hullimhosszaknal jelent-
keznek (ezen elvi abrazolas utolso savja). Az asszocialt és maganyos vizmolekuldkra a savos szinképek a jel-
lemzdek.
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A felhdk részben visszaverik a Napbol érkezé rovidhullamu sugarzast (albedo), de az UHG- és a VG-
h6z hasonldan, a Foldrol érkez6 HHU sugarzast is elnyelik, és részben visszasugarozzak.

1. Tablazat. A H,0 er6s elnyelési hulldmhosszai (savkdzpontjai) - A/pum [18].

Séavjel A B Posw () Y Q ol Q2 X - Y
Savkozpont | 0.72 | 0.82 | 093 |1.13 |138 |[1.86 |2.01 |205 |286 |3.24 |449

Ezen dolgozat keretében az emberi tevékenységbol kozvetleniil és kdzvetve szarmazé VG GFL-t okozo
¢és idojarast befolyasold hatdsanak tovabbi bizonyitasara forditjuk figyelmiinket a nemrég tobb részletben is-
mertetett elméletiink alapjan [10a-m, 11].

Az elmélet abbdl az alapvetd megallapitasbol indul ki, hogy a Fold felszinén és a légkorben tizmilliard-
nal is tobb emberi tevékenységhez kapcsolhatd vizgdzforras miikodik, melyek folyamatosan és mind nagyobb
mennyiségben ontjak a vizgézt komyezetiikbe [10a-c].
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7. abra 8. dbra
Az also legkor gazainak Kilenc féle gaz légkori dsszetételii szintetikus keverékének
Nap és Foldi sugarzasanak elnyelése abszorpcios szinképe (Stickspectrum) T=264 K-en— log fényerdsség=f

(hulldmhossz, illetve hulldmszdm) — durvabb (0-25000 cm™, illetve > 0.4 yim)
és finomabb (0-3500 cm™ illetve > 2 um) abrdzolasban

ERTHETETLEN, HOGY A GFL KAPCSAN MIERT HANYAGOLJAK/HALLGATJAK EL
AZ EMBERI EREDETU LEGKORI VG MELEGITO HATASAT

Két foérvet szoktak ezzel kapcsolatban megfogalmazni.

Az egyik abban all, hogy az emberi tevékenységbdl szarmazé VG nagyon kis mennyiséget képvisel a
légkdrben és nem moddositja észrevehetéen a természetes forrasokbol eredd VG mennyiségét. Ez az allitas
azonban nem allja meg helyét, mivel:

1). Rengeteg (tobb mint 10 milliard) kézvetlen és kozvetett fizikai, kémiai vagy biologiai folyamatokon
alapulo, emberi eredetli VG forras miikodik a Fold felszinén és a 1égkdrben [10 a-c] pl. 4). kdzvetlen eredetti
biologiai folyamat eredményeként tobb mint 7 milliard ember valamint az ipari allattenyésztés allatalloma-
nyanak VG kibocsatasa (kilégzése és parologtatasa), B). kozvetlen eredetli kémiai folyamat altal a nagyszamu
gépkocsi, repiildgép, rakéta és mas, tiizeldanyagot felhasznalo erdgép kipufogasa, kiilonbozo vegyi gyarak VG
kibocsatasa, C1). kdzvetlen eredetii fizikai folyamat, mint emberi szaritkozas, ruhanemi szaritas, és ipari sza-
ritas, C2). kozvetett jellegli fizikai folyamat mint az élelmiszer termelésre iranyuld korszerii 6ntdzéses mez6-
gazdasag viz parologtatasa. Az IPCC 2007-es jelentésének 2.5.6. szakasza szOl a troposzféran beliil, emberi
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forrasokbol szarmazé VG-rdl [2f]. Azt kivéve, hogy az ontozést tekintik ennek egyik f6 forrasaként semmi-
lyen kovetkeztetésre nem jutnak, kijelentve, hogy az 6nt6zésbdl szarmazo VG 1égkorbe aramlasanak megéalla-
pitasa szerfolott bizonytalan.

2). A CO,-nal sokkal nagyobb mennyiségii VG jut a 1égkorbe. Evente ~0.40 ppm-el n a CO, 1égkéri to-
ménysége. Jelenleg ez az érték =~ 390 ppm. Az emberi tevékenységbdl eredd VG-nek betaplalasa a 1égkorbe
évente eléri a 80-100 ppm-et, viszont az emberi tevékenységek f6 szinhelyein ez az érték kitehet 2000 ppm-et is.

3). Tébb kutatéi munkacsoport 1980-2011 kozott, az UHG-ok melegitd szerepének szamitasakor bebi-
zonyitotta, hogy elsésorban (legalabb 65%-nyira) a VG hatdsara magasabb a Fold felilletének a hdmérséklete
33 fokkal és nem a tobbi UHG miatt. [12-15].

A masik {6 ellenérv szerint a VG nem marad tal hosszu ideig a 1égkorben, atlagban 9-12 napig, = 2 hé-
tig. Ez egy helyes és figyelembeveendo megallapitas, de a VG allandéan jratermelddik mindkét Giton, mind a
természetes parolgas, mind az emberi tevékenységek révén. E szerint kéthetenként az emberi tevékenységek
f6 szinhelyein folyamatosan atlagban = 80 ppm emberi eredetii VG keriil a légkorbe és kozel ugyanilyen
mennyiség tavozik folyamatosan a 1égkorbol.

A VG szerepének hattérbe szoritasa mogott politikai és nagy tokés érdekek is meghuzddhatnak.

A LEGKORI ViZGOZ KULONLEGES SZEREPE A GLOBALIS FELMELEGEDESBEN

Kozismert, hogy a viz molekula, de a kiilonb6z6 halmazallapotban el6forduld viz is rendkiviil kiilonle-
ges sajatsagu [pl. 16, 17], mely a Foldi élet kialakulasanak lehetdségét és tartés fennmaradasanak biztositékat
képezi. A 1égkori VG is rendelkezik néhany kiilonleges sajatsaggal, amelynek alaposabb megvizsgalasa és
sziikségszerii kihangstilyozasa kozelebb visz a 1égkor altalanos felmelegedésében jatszott szerepének megérté-
séhez.

A 1égkori VG kiilonleges és rendkiviili viselkedésének valamint a GFL kialakulasanak a kovetkez6 hat
szintje kiillonboztethetd meg [az elso 6t szintrdl 1. még [10] és [11]:

I.) gazhalmazallapothoz kdthetd molekularis, és molekulaasszociacios szint,
II.) fazisatalakuldsokkal jaro kondenzacids szint,
III.) altalaban a légkorben, de foleg a felhdkben fazisatalakulashoz kapcsolhatd csapadékképzddés
szintje,

IV.) alégkorben zajld, elsdsorban a felhok altal megvalosuld, nedvességszallitas szintje,

V.) az északi és déli félteke kozotti, az emberi tevékenységek hatdsara kihangstlyozodo, kiillonbsé-
gek szintje.

VI.) a felmelegedést fokozo pozitiv visszacsatolasok szintje.

A szinteket molekulaszerkezetek, energiadllapotok, fazisatalakulasok emberi agglomeraciok és tevé-
kenységek, valamint f6ldrajzi helyzetbeli kiilonbségek alakitjak.

L) A felmelegedés elsé, molekularis szintje, a hdrom- és tdbbatomos molekuldknak az UHH-ban és a
1égkdr hohaztartasaban betdltott kiilonleges szerepét bizonyitja. Az elézéekben errdl mar elég sok szo esett

Elsésorban a H,O, CO, és O; (3 harom atomos molekula) atlatszatlanok és atengedik a rovidhullamu
napsugarzast, nagy mértékben elnyelik a HHU/IR sugéarzast és ki is bocsatjak azt. Még érdeklddésre tarthat
szamot az egyszeri molekulak koziil a metan, nitrogénoxidok és kénoxidok ilyenszert viselkedése is.

A viz szinte minden 1égkdri alkotoval (még a CO,-dal is) vegyi kélcsonhatasba 1ép, H-kotések kialaki-
tasa kozben asszociatumokat, viztartalmi képzodményeket, un. klasztereket képez, amelyek alacsonyabb ho-
mérsékleten allandobbak, magasabb hémérsékleteken Osszetevé molekuldikra esnek szét. Ezen viztartalmu
képzédmények homo és vegyes H-kétésrendszerei foleg a foldfeliiletrél kisugarzott HHU fényenergiat nyelik
el. Elterjedtek a viz-viz asszociatumok (asszociacids szam: n, 7>n>1), a kénsav-viz klaszterek, és pl. a
HNO;+HCI tartalmu hidratok.

A kolloidalis, makromolekularis rendszerek viselkedése ezekétdl kiilonbozik. Igy pl. a viztartalma
aeroszolok elnyelik a rovid és HHU sugarzasokat, visszaverik a rovidhullamu sugarakat.

A felhdk elnyelik és kibocsatjak a HHU, elnyelik és visszaverik rovidhullami sugérzasokat.

IL.) A 1égkori VG a hémérséklet és nyomas csdkkenésével kondenzalodhat, a fazisatalakulas soran csepp-
folyosodhat, illetve szilard halmazallapotba mehet at. A 1égkdrre vonatkozé nyomas-hémérséklet fiiggés, az un.
p = f(t) fiiggvényt vagy fazisdiagramot mar [a 10h és 11b-nél] targyaltuk. Az olvadasi parolgasi, és szublimacios
gorbéknek illetve dér-, jég- és gbézvonalaknak talalkozasi pontjaban talalhatok az egyes anyagokra jellemzd har-
maspontok. Also 1égkoriinkre jellemz6 nyomas-hémérséklet tartomanyban (< 1.1 bar, -70°-100° C) csak a viz
harmas-pontja talalhaté (0.006 °C =273.156 K homérsékleten és 6.11 mb gdznyomason), amelyben ennek a kii-
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lonleges ¢€s jelentds folyadéknak, a viznek, mindharom fazisa (vizgdz, viz, jég) egyensulyban van egymassal
[V.6. 10h és 11/11-t].

Foldiink azért az élet bolygdja, mivel a felszin kozeli 1égkore olyan jol koriilhatarolt hémérséklet- és
nyomastartomannyal bir, melyben a tobbi dsszetevd harmas pontja nem valosul meg — a CO,-¢ sem. A 1ég-
korben gyakorlati szempontbol érzékelhetéen, hatalmas anyagmennyiségek megmozgatasaval csak a vizgdz
megy at fazisatalakulasokon, az ezekkel kapcsolatos latens energiak felszabaditasaval vagy elnyelésével illet-
ve térfogatvaltozasokkal. A napfény szolgaltatta energiaadagok mellett a 1égkdr f6 mozgatorugoi a viz fazisat-
alakulasabol szarmaznak. Indokolatlan a 1égkori CO,-ot kiillonlegesebbnél kiilonlegesebb sajatsagokkal felru-
hazni.

III.) A viznek a csapadékképzOdés szintjén a légkdrben megmutatkozd egyedi sajatsagai, a Fold iddja-
rasi folyamataiban és az éghajlati viszonyok kialakitasaban meghatarozo szerepet jatszanak. Tébb mas Fold-
felszini sajatsag mellett ezért is érdemli ki Foldiink a vizbolygo elnevezést [10h, 11/11].

IV.) A homérséklet- és nyomaskiilonbségek miatt kialakulo fiiggéleges és vizszintes nedvesség-szallitas
mindharom halmazallapotra, és az egész foldi légkorre kiterjed, a globalis 1égkori mérlegfeltételek teljesiilésé-
vel 6sszhangban [V.6. 10h és 11/11-t].

V.) A Fold két féltekéje kozott a kiilonbségek alapvetdk (L.pl. [10h] 1. tablazatat), s féleg az a koriil-
mény hogy az északi félteke (EFT) szarazfold (SzF)-jei tobb mint kétszer nagyobbak a déli féltekéénél (DFK)
— 1. 9. abrat — az emberiség 1étrejottét, fejlodését és tevékenységének alakuldsat nagymértékben meghataroz-
tak, olyan mélyrehatokka valtak, hogy ma mar Foldiink éghajlati viszonyait is befolyasoljak. A SzF-ek na-
gyobb és kompaktabb jellege az EFT-n, a DFT fokozott szétdaraboltsagaval szemben, meghatirozza az embe-
riség olymértékiien aszimmetrikus megoszlasat, hogy a lakossag 88 %-a és a munkaképesek 90%-a az EFT-n
talalhat6. Kovetkezésképpen, az emberi tevékenységbdl szarmazd VG elsé kozelitésben az EFT 1égkorébe, s
annak is 2/5-ét kitevé SzF feletti terébe keriil, ezaltal csupan egyszer(i foldrajzi koriilmények figyelembevéte-
1ével Gtszords toményedésével lehet szamolni. Az emberiség eloszlasa a SzF-n is rendkiviil valtozatos (10.
abra). Vannak nagyon siirlin és igen ritkan lakott teriiletek, amelyek az emberi VG-kibocsatasban is hatalmas
kiilonbségeket hoznak 1étre.

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hemisferio Norte.png

9. abra 10. abra
A kiteritett Foldgomb két feéltekejének szarazfoldi Az EMi népesség megoszlasa, zomiik az EFT-n él.
orszdgai és tengerei. Legnagyobb népsiiriségii India, Kina és Europa.

Az EFT-n elteriil SzF-ek sarga szinnel
tobb mint 2-szer nagyobbak a DFT SzF-jeinél

A XX. szdzad végén Rékoczi Ferenc az ELTE Meteorologiai Tanszékén vizsgalta a LK VG-
tartalmat(TT-t) havi felbontasban a két féltekén kiilon-kiilon [8d]. A VG-TT mindig az EFT-én magasabb, a
kettd kozotti kiillonbség a nyari honapokban a legnagyobb. Fdleg az emberi tevékenység altal termelt VG
megemeli az EFT LK-ének NETT-t, melegebbre valtoztatva az EFT-ét, olvadasra kényszeritve, a nyéri esék
miatt az ES jégtartalékat. Augusztusban ~25%-a az EFT VG-TT-nak EMER tobblet, de ez meg kell talalja a
helyét, pl. esd alakjaban az ES-ra keriil. A hideg hénapokban, foleg januarban kicsapodik/kifagy az
EMERVG, és a DFT-vel szembeni tébblet 0%-ra csokken.

A LK als6 troposzféra atlaghémérséklete(TLT) 1905-t61 allandd novekedést mutat. Kivételt az 1945-
1980-as id6szak képez, amikor a kisérleti atombomba robbantasok miatt bekovetkezd hdmérséklet csokkené-
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sért és stagnalasért [10j, k, 1] nehéz helyzetbe keriiltek a GFL elméletének tdmogatoi. 1980-t61 — az atombom-
ba kisérletek befejezésétél napjainkig — az EFT LG-nek a hémérséklete mind gyorsabb novekedésnek indult
(11. abra). Az EFT felmelegedése és VG-tobblete folyamatosan attevédik a DFT-re, ott is kisebb mértékii
hémérsékletnovekedést okozva (12. abra).

A 13. abra az egész foldgomb atlaghdmérséklet emelkedését mutatja be 1979-2011 kozott. Lathato,
hogy az ES melegedik legjobban és legkevésbé a DS. Nagyobb dceéni teriileten enyhe lehiilési tendencia ér-
vényesiilt még az EFT-n is. Az 1980-as évektd] bizonyitott felmelegedésnek két vetiilete van. Egyrészt a no-
vekvO parolgas miatt ,melyet a magasabb atlaghomérséklet okoz, ndvekszik a levegd paratartalma, masrészt
az emberi tevékenységbdl szarmazo novekvd VG mennyiség is lassan de biztosan noveli a LK VGTT-t. Tehat
mindkét tényez6 a légkdor VGTT-nek enyhe novekedését eredményezi, nem feledkezve meg arrdl, hogy 9-12
naponként nagyjabol megtijul a LK VGTT. A 14. abra ezt a gondolatmenetet erdsiti, anélkiil, hogy egyeldre a
két sszetevot kiilon lehetne valasztani.
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11. dbra 12. abra
Az EFT TLT névekedése A DFT TLT novekedeése 1980-2012 kozott
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13. abra 14. abra
A TLT valtozasa 1979-2011 kézott 1994-2004 kozotti iddszakra vonatkozo oranként
K/dekad szinhémerséklet alapjan osszesitett VG (integrated watervapor)

mennyiségének valtozdsa kg/m’-ben, az évi ciklus
és az atlagolt értékek iranya/trendje alapjan

A GFL erételjesebben jelentkezik az EFT-n, de annak is az északi részén és nagyon kifejezetten az ES-
on (V. 6. 13. 4brat), ami tobbek kozott az ES jegének és gleccsereinek a gyors olvadasat, feliiletének csokke-
nését (15. a és c abra), valamint a tengerszint emelkedését eredményezi. Ehhez az emelkedéshez még hozz4ja-
rul a hegyvidék ho-tartalékdnak olvadéasa, mely az atlag ho-szint magassaganak emelkedésével is jar. A DS
jegének globalis olvadasa még nem figyelhetd meg, s6t Osszfeliiletének enyhe ndvekedése észlelhetd (15 b
abra).
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15. abra
A jéggel boritott tenger-jég feliiletének valtozasa 1979-2013 kozott.

A bal felsé (15a. abra) az ES jégfeliiletének folyamatos csokkenését mutatja, mely kissé nagyobb mint
az egész Fold tengeri jégfeliiletének csokkenése (15c¢. abra). Az eldbbiekkel dsszhangban a DS tengeri jégfelii-
lete kis mértékben novekedett a vizsgalt idészakban (15b. abra)

VI.) A GFL-el kapcsolatban az Onerdsito, vagy ugynevezett pozitiv visszacsatolasos folyamatok egy-
mast segitik, igy egyre gyorsabban novekszik a Fold atlagos hémérséklete. A pozitiv visszacsatolasok nem
elényosek, mert kiszamithatatlan folyamatokat eredményeznek, melyek nem kézbentarthatok. A Foldfelszin
folott elhelyezkedd légrétegek felmelegedésével fokozodik a parolgas, s ezaltal nd a légkdor VGTT. A VG
mennyiség ujabb ndvekedése felmelegedést idéz eld, aminek tovabbi kdvetkezményeként né a LK-i paratarta-
lom és ezzel egyiitt tovabb erésodik az UHH. A viztartalyként (rezervoarként) [6a] miikddé 6ceanokbol a
magasabb homérséklet hatasara megné a légkdrbe juté vizgdz mennyisége, de az ezt kovetd vizkicsapddas
felhoket képez.

A légrétegeknek a megnovekedett VGTT felhdképzdodése nemcsak pozitiv hanem negativ visszacsato-
last is kivalthat. A felh6k elnyelik az IR-sugarzast ami, felmelegedést eredményez. Ugyanakkor visszatiikro-
zik a napfény egy részét, igy nagy mennyiségiik gatolja a felmelegedést. Mivel a LK-ben nem egyenletes el-
oszlas valésul meg, a VG okozta visszacsatolas mértékét nehéz megallapitani. Ugy tartjak, hogy a VG-nek a
foldi éghajlat viszonylagos allandosagara van hatasa. Egy masik oner6sité folyamat, pl. a jég fehér feliilete
visszaveri a Nap sugarait, de ahogy olvad, helyét a h6t 1ényegesen jobban elnyelo tenger vagy SzF foglalja el,
s emiatt a tovabbiakban gyorsabban olvadnak a jégfeliiletek.

KOVETKEZTETES

A felhasznalt abraanyag, adatai és értelmezései teljes 6sszhangban vannak az EMERVG jelen dolgozat-
ban bemutatott GFL-t okoz6 elméletével illetve az el6z6 iddszak bemutatott és megjelentetett dolgozataival
[10 a-m, de kiilondsen a 11-ben ismertetett elgondolasokkall].
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ABSTRACT

In industrial fermentation processes the most used main nutrient component is glycerol. For the control
of these processes the monitoring of the carbon source is essential. In most cases this is done by an expensive
and time-consuming gas chromatographic method. In this study we present a refractometric method for the
detection of glycerol concentrations from bacterial media, considering the interference of protein concentra-
tions in the measurements.

OSSZEFOGLALO

Az ipari fermentdcios folyamatoknal a leggyakrabban hasznalt szénforras a glicerin. Ezen folyamatok
iranyitasahoz sziikséges a glicerinkoncentracio monitorizalasa. A legtobb esetben ezt egy koltséges és idoige-
nyes gazkromatografias modszerrel végzik. Ebben a tanulmdnyban egy refraktometridas mérésen alapulo mod-
szert dolgoztunk ki a glicerinkoncentracio meghatarozasara bakterialis taplevesbol, figyelembe véve a fehér-
Jjekoncentracio interferenciajat a refraktometridas merésekben.

Kulcsszavak: refraktométer, glicerin, tapleves

1. BEVEZETO

A glicerin strukturalis 0sszetevodje a lipideknek, ezért a természetben boségesen megtalalhatd. Tobbny-
ire mikrobialis fermentacioval vagy kémiai szintézissel allitjak elé petrokémiai alapanyagokbol. Visszanyer-
het6 a szappangyartasnal a zsirok hidrolizise soran keletkez6 melléktermékbdl [1]. Néhany Eurdpai orszagban
a glicerin termelés jelentésen megnoétt a biodizel gyartasanak koszonhetden, ugyanis a biodizelt névényi ola-
jokbol allitjak el6 transzészterezéssel, amelynek kovetkeztében a melléktermék 10% (v/v)-a glicerin [2].

A glicerint széleskoriien alkalmazzak a kozmetikaban, festékiparban, élelmiszeriparban, dohanyiparban,
papirgyartasnal, textil és boriparban is. Mindezmellett nyersanyagként is szolgal kiilonb6zé kémiai anyagok
gyartasanal [1]. A természetben valdé gyakorisdga miatt sok ismert mikroorganizmus tudja egyediili szén és
energiaforrasként hasznositani a glicerint. Ezeket a mikroorganizmusokat potencialis kandidatusoknak tekintik
a biodizelgyartasbol szarmazo glicerin biokonverziojara. A glicerin helyettesitheti a hagyomanyos, szukroz,
gliikoz és keményitd szénhidrogéneket néhany fermentacios folyamatban [3]. Ezen kiviil az egyik legigérete-
sebb alkalmazasa a mikrobioldgiai Uton torténd biokonverzidja magas érték{i 6sszetevokké, mint példaul re-
dukalt kémiai anyagok: szukcinat, etanol, xilit, propionat, hidrogén, stb. [4]. Tobbek kozt citromsav és tejsav-
termelésre is alkalmas a glicerin, amelyet rendre Yarrowia lipolytica és Escherichia coli AC-521 torzsek
segitségével valositottak meg fermentaciok soran [5].
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A fermentaciés modszerek és eljarasok tokéletesitése és optimalizaldsa érdekében fontos a mikroor-

crer

crer

modszerek, annak ellenére, hogy pontos eredményekkel szolgalnak, anyagilag nehezen elérhetéek, és
kivitelezésiik is id6igényes. Ezzel szemben a piacon talalhato enzimatikus reakciokra alapuld kolorimetrias és
fluorometrias modszerek is elterjedtek [11-13], ezek kdnnyebben elérhetdek, viszont kivitelezésiik szintén
tobb idot és pontossagot vesz igénybe.

A refraktometria az anyagok torésmutatdjanak mérésén alapuld mindségi és mennyiségi analitikai vizs-
galati modszer. Ebben a tanulmanyban egy refraktometridas modszeren alapuld glicerinkoncentracio
meghatarozast mutatunk be bakterialis taplevesbdl. Az elobbiekben felsorolt modszerek nagymértékben lec-
sOkkentik a mintaban talalhaté mas komponensek interferalasat. A mi esetiinkben, mivel bakterialis tapleves-
bdl hatarozzuk meg a glicerin mennyiségét, a fehérjék, mint mellék- és fétermékek interferalhatnak a refrak-
tometrias mérésekben. Ennek a problémanak a megoldasara egy fiiggvényt hataroztunk meg grafikus modsz-
errel, amely leirja a glicerin torésmutatojat a glicerin és fehérjekoncentracio fliggvényében.

2. ANYAG ES MODSZER

A fehérje koncentraciok beallitasara Bovine serum albumin-t (BSA) és a glicerinkoncentraciok beallita-
sara pedig 100%-os tisztasagu glicerint hasznaltunk. A fehérjekoncentraciok 0-tol 0.2 mg/ml-ig terjedtek min-
den glicerinkoncentracioban, amely 1-t61 8% (v/v)-ig valtozott. Az el6készitett mintak térésmutatdjanak meé-
résére egy RFM330 refraktométert (Bellingham & Stanley Ltd.) hasznaltunk. Az adatokat Matlab® R2010b
verzio 7.11 szoftverrel dolgoztuk fel. A fliiggvény grafikus meghatarozasara és a grafikus feliilet adatokra vald
illesztését a Surface Fitting Toolbox (Matlab programcsomagbol) segitségével végeztiik.

3. EREDMENYEK ES TARGYALAS

crcr

mutatojanak a megmérése. Mivel mikrobiologiai taplevesekben egy fermentacid soran a fehérje mennyisége
megno, €s ez a modszer a fehérje mennyiségi meghatarozasara is szolgal [14, 15], a két komponens torésmuta-
toja interferalhat. Ennek a kijavitasara egy standard glicerin-gorbét allitottunk fel fehérjekoncentraciok fiigg-

crcr

1.T4blazat tartalmazza.

1.Tablazat. Glicerin-fehérje standard tdrésmutatoi

mg/ml BSA 0.000 0.025 0.050 0.100 0.150 0.200

% v/v glicerin
0 1.3325 1.3326 1.3326 1.3326 1.3326 1.3326
1 1.3340 1.3340 1.3340 1.3339 1.3338 1.3338
2 1.3356 1.3356 1.3355 1.3354 1.3352 1.3350
3 1.3368 1.3367 1.3366 1.3364 1.3362 1.3360
4 1.3386 1.3384 1.3383 1.3379 1.3377 1.3374
5 1.3402 1.3400 1.3399 1.3396 1.3392 1.3388
8 1.3450 1.3445 1.3443 1.3438 1.3431 1.3424
10 1.3483 1.3478 1.3474 1.3468 1.3461 1.3451

A Matlab Surface Fitting Toolbox segitségével, egy feliiletet illesztettiink az adatokra és grafikusan
meghataroztuk azt a masodfoku fliggvényt, amely leirja az 0sszefiiggést a torésmutatd, és a glicerin-fehérje
koncentraciovaltozasai kozott. A 1. abran lathato a feliilet illesztése.
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ans(x,y) = p00 + p10*x + p01*y + p11*x*y + p02*y?
Coefficients (with 95% confidence bounds):

po0=  1.332 (1.332, 1.333) 1.348
p10= 0.001571 (0.001548, 0.001593) i

p01= 0.001184 (-0.001382, 0.003749) Segn

p11= -0.001557 (-0.001757, -0.001358) ™~

p02 = -0.004088 (-0.01589, 0.00771) I T~

135 —
1.348 1.344
1.346
1,344
3 1.342- 1.342
2 134
E 1.338 - 134
1,336
1334~ 1338
1.332-
133 —
0.2 1336
1.334
005 > 4
sl 2
0
mg/ml BSA 0 %(viv) glicerin
1. dbra
Feliilet illesztés a glicerin-fehérje standard torésmutatoira
A feliiletet leird fiiggvény:
Rl = 1332 + Q00157 # Vg + Q00118 » Vg — 0. 00155 = Vg # Vigpy — 0. 00408 = 'Fm.nz (1)

Az 1. 6sszefliggésbol a V; kifejezhetd az alabbi modon:

Ri— 1.332 + 0.00118 * Vo — 0.00408 * Voo
0.00157 — 0.00155 + Vgrg ahol

)

Ri — a minta torésmutatoja,

Vai — glicerinkoncentracié (% v/v),

Vo — fehérjekoncentraci6é (mg/ml).

Egy fermentacié sordn nem csak a kiinduld anyag, a szubsztrat fogyasanak valtozasat kell kovetniink,
hanem ezzel parhuzamosan a termék képzdését, amely altalaban fehérje. Ellenkez6 esetekben a fehérje, mint
melléktermék van jelen a fermentacids taptalajaban. Az Osszfehérje meghatarozasa egyszeri kolorimetrias
vagy spektrofotometrids mérésekkel elvégezhetd. Az Osszfehérje mennyiséget és a minta torésmutatojat behe-

s

4. KOVETKEZTETESEK

Munkank soran egy refraktometrias modszert dolgoztunk ki glicerinkoncentracié meghatarozasara bak-
terialis taptalajbol, figyelembe véve a fehérjekoncentracio valtozasat. Ezaltal kikiiszoboltik a mérésekbol a
fehérje interferalasat.
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